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1. Les tissus conjonctifs et leur

matrice extracellulaire (MEC)

Les tissus conjonctifs représentent 'une des quatre structures principales du corps, avec les
epithelia, les muscles et les tissus nerveux. Ils apportent un soutien et une stabilité mécanique aux
différents tissus et organes, et constituent un environnement permettant I'échange des nutriments,
des métabolites et des déchets entre les cellules résidentes et les systéemes circulatoires sanguins et
lymphatiques. Par leur structure et composition, ils permettent également la communication
intercellulaire, le stockage énergétique, les réponses inflammatoires et immunitaires, la mise a
disposition de facteurs de croissance et de chémokines. En outre, ils sont directement impliqués dans
la plupart des processus de réparation, notamment en constituant une matrice provisoire permettant
de combler rapidement les pertes tissulaires locales.

Le compartiment cellulaire des tissus conjonctifs se compose principalement de cellules
d’origine mésodermique, dont font partie les fibroblastes. Ces cellules sont en général dispersées dans
une matrice extracellulaire (MEC) abondante qu’elles ont sécrétée et qu’elles renouvellent en
permanence. Cette MEC est notamment constituée de fibres, de macromolécules diverses et d’'une
« substance fondamentale », le nom générique donné au gel hydraté emplissant les espaces laissés
entre les structures matricielles et les cellules. Les tissus conjonctifs contiennent également des
vaisseaux sanguins et lymphatiques de méme que des structures nerveuses.

Différents types de tissus conjonctifs sont distingués sur base de la composition et de I'état
physique de leur MEC, leur conférant des propriétés diverses et des roles multiples (Tableau 1) :

- Les tissus conjonctifs « souples » sont composés d'une substance fondamentale hydratée et peu
rigide remplissant les espaces interfibrillaires et dont les proportions de leurs différents
constituants (cellules, fibres et substance fondamentale) peuvent varier. Ceci permet la distinction
de plusieurs sous-types :

o Les tissus conjonctifs laches présentent des proportions quasi-équivalentes de leurs
constituants. IIs jouent un réle de soutien et permettent le passage des réseaux vasculaires et
nerveux. Ils participent également a la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires. Un exemple de tissu conjonctif lache est le derme papillaire qui constitue la
partie la plus superficielle du derme, sous-jacente a I'épiderme.

o Les tissus conjonctifs cellulaires, dont les tissus adipeux ou le cortex ovarien, contiennent
peu de MEC et sont majoritairement composés de cellules, comme I'évoque leur nom.

o Les tissus conjonctifs denses contiennent une grande proportion de fibres. Les tendons
constituent un exemple de ce type de tissus dans lesquels les fibres de collagéne de type I
sont majoritaires et se disposent en faisceaux. De méme, le derme réticulaire, plus profond
que le derme papillaire, est un tissu conjonctif dense car il est principalement composé d’un
entrecroisement de faisceaux de fibres de collagenes et de fibres élastiques.

o La gelée de Wharton qui emplit le cordon ombilical est principalement composée de

substance fondamentale.
- Les tissus cartilagineux sont caractérisés par la présence d’'une substance fondamentale
relativement solide mais déformable et « élastique ». Ces propriétés résultent de 'abondance de
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glycosaminoglycans qui forment, dans les espaces interfibrillaires, un gel hydraté résistant aux
forces de compression. Les tissus cartilagineux sont aussi caractérisés par I'absence de vaisseaux
sanguins, obligeant les chondrocytes (les cellules résidentes des cartilages) a subvenir a leurs
besoins vitaux grace a une diffusion a partir du périchondre, le tissu conjonctif recouvrant
I'entiéreté des cartilages. Trois types de tissus cartilagineux se distinguent selon la composition de
la MEC :

o Le cartilage hyalin est le plus répandu dans le corps humain. Il est principalement composé
de collagéne de type Il et de protéoglycans. Il constitue la majorité des surfaces des
articulations mobiles en continuité du périoste, I'extrémité des cotes et les cotes flottantes,
les anneaux de la trachée et des bronches les plus importantes, ainsi que le squelette
embryonnaire.

o Le cartilage fibreux comprend des fibres de collagene de type Il mais également de type I, ce
qui le rend résistant aux forces de traction. Ce type de cartilage se retrouve par exemple au
niveau des disques intervertébraux ou des ménisques des genoux.

o Le cartilage élastique contient des fibres élastiques en plus des fibres de collagéne de type II,
ce qui lui confere la capacité de se déformer. Il se retrouve notamment dans le pavillon de
l'oreille.

- Les tissus osseux sont tres riches en collagene de type I, qui est calcifié par des cristaux
d’hydroxyapatite, et possédent une substance fondamentale solide et rigide. Ils résultent
généralement de la métaplasie de tissus cartilagineux. Une maniére de distinguer les différents
tissus osseux provient de la maniere dont les fibres de collagénes se déposent dans ceux-ci :

o L'os fibreux (ou tissu osseux primaire) est caractérisé par la présence de fibres de collagéne
formant des faisceaux irréguliers qui s’entremélent. Il se retrouve principalement au cours
du développement et est destiné a étre rapidement remplacé par du tissu osseux lamellaire.
Sa MEC est peu calcifiée ce qui lui confére une faible résistance.

o Le tissus osseux lamellaire (ou tissu osseux secondaire) est formé a partir du tissu osseux
primaire. Deux types de tissus osseux lamellaires existent : le type haversien (ou compact) et
le type non haversien (ou trabéculaire ou spongieux). La MEC du tissu osseux lamellaire est
fortement minéralisée et confere aux os leur solidité et leur rigidité.

Types de tissu | Sous-types de tissu conjonctif Exemples
conjonctif
Tissu conjonctif souple Tissu conjonctif lache Derme papillaire
Tissu conjonctif cellulaire Tissu adipeux
Tissu conjonctif dense Tendon
Gelée de Wharton Cordon ombilical
Tissu cartilagineux Hyalin Surfaces articulaires
Fibreux Disques intervertébraux
Cartilagineux élastique Pavillon de l'oreille
Tissu osseux Fibreux Os embryonnaire
Lamellaire Os adulte

Tableau 1 : Classification des tissus conjonctifs et exemples.

Sur base de sa composition, de sa structure et de sa localisation par rapport aux cellules, la
MEC qui compose les tissus conjonctifs peut étre divisée en deux types principaux: la MEC
interstitielle et les lames basales (Figure 1) (Theocharis et al,, 2016). La MEC interstitielle entoure
les cellules alors que les lames basales constituent l'interface entre ces cellules et les tissus
environnants.
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Les lames basales correspondent a de fins feuillets organisés qui offrent un ancrage aux
multiples cellules afin de maintenir la structure de I'organe (Theocharis et al., 2016). Elles jouxtent
notamment les epithelia, les fibres musculaires lisses, cardiaques et squelettiques, les vaisseaux
sanguins et lympathiques,... (Halfter et al., 2015). Elles sont composées principalement de collagénes
de types IV, XV et XVIII, de laminines, d’entactine / nidogéne et de protéoglycans tels que le perlécan
et I'agrine (LeBleu et al., 2007). Selon un modéle classiquement accepté, les lames basales sont
composées de deux réseaux interconnectés formés respectivement de laminines et de collagene de
type 1V (Figure 2) (Halfter et al., 2015). Le réseau de laminine permet 'adhésion des cellules via des
récepteurs spécifiques, tels les intégrines, alors que le réseau de collagéne est plutot responsable de la
stabilisation de I'ensemble de la structure. D’autres composants (perlécan, 'entactine ...) assurent
I'interconnexion de ces deux réseaux et influencent donc l'intégrité des lames basales (LeBleu et al.,
2007). Le perlécan modifie également certaines propriétés mécaniques des lames basales en raison de
sa grande capacité d’hydratation. Le collagene de type VII va quant a lui renforcer et ancrer les lames
basales en les connectant aux fibres de collagéne de types I et IIl sous-jacentes. Alors que les
collagénes se trouvent principalement du cété « stromal » des lames basales, le réseau de laminines
permet I'ancrage cellulaire par l'intermédiaire des hémidesmosomes (Theocharis et al.,, 2016). Ces
structures particulieres se forment lorsque les intégrines (et notamment l'intégrine alpha 6 beta 4)
interagissent avec les laminines de la lame basale (en particulier la laminine 5) et les filaments
intermédiaires intracellulaires (Figure 2).

10
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Figure 1: Représentation schématique des matrices extracellulaires (MEC) et de leurs principaux composants.

Il existe deux types de MEC, la MEC interstitielle et les lames basales. Les lames basales constituent l'interface entre
les cellules épithéliales et les tissus conjonctifs de I'organe. Elles sont principalement composées d’'un réseau de
collagéne de type IV qui s’associe aux composants de la MEC incluant des nidogenes, des laminines, le perlécan, les
collagénes de types XV et XVIII,... Les cellules épithéliales sont ancrées aux lames basales par l'intermédiaire
d’hémidesmosomes. Ces derniers résultent de [linteraction d’intégrines avec des laminines et du collagéne
transmembranaire XVII.

Les MEC interstitielles sont principalement composées de fibrilles de collagene, d’élastine, de protéoglycans et d’acide
hyaluronique, ainsi que de diverses protéines et glycoprotéines matricielles. Les interactions entre ces composants
générent un réseau tridimensionnel dynamique. Les cellules se lient aux composants matriciels par des récepteurs
spécifiques, dont les intégrines, mais aussi par l'intermédiaire des protéoglycans associés a la surface cellulaire
(syndécans, glypicans) ou encore par le récepteur a I'acide hyaluronique CD44.

Diverses enzymes protéolytiques (les MMP, ADAM, ADAMTS, cathepsines, ...) sont responsables de la dégradation
des MEC et du remodelage tissulaire tant physiologique (cicatrisation par exemple) que pathologique (cancer par
exemple) (Theocharis et al., 2016).

11
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Figure 19-43 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Figure 2 : Représentation schématique du double réseau interconnecté des lames basales.

Les laminines permettent I'ancrage cellulaire a la lame basale par 'intermédiaire d’intégrines. Le réseau de collagéne
de type IV est connecté d'une part au réseau de laminines par I'intermédiaire des entactines / nidogénes et du perlécan,
et, d’autre part, aux tissus conjonctifs interstitiels, notamment le derme, par le collagéne de type VII. Figure Adaptée de
Molecular Biology of the Cell, 2008.

1.1. Composants de la MEC

Bien que la structure et la composition de la MEC varient selon le type de tissu, la MEC est
communément composée d’une substance fondamentale plus ou moins abondante dans laquelle
baignent les cellules ainsi que des structures fibrillaires et des macromolécules, dont des
glycoprotéines et des protéoglycans. La MEC fournit non seulement le support structurel et nourricier
aux cellules qu’elle contient mais elle régule également bon nombre de leurs processus tels que
croissance, migration, différenciation, survie ou encore homéostasie. De plus, des variations de la
composition de la MEC permettent I'établissement, la séparation et le maintien des différents tissus en
régulant I'abondance des facteurs de croissance et de leurs récepteurs, le niveau d’hydratation et le
pH de I'environnement local.

Les principales structures des tissus conjonctifs peuvent étre classées en trois catégories. Les
structures fibrillaires comprennent les faisceaux de fibres de collagéne et les fibres élastiques. Les

12
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glycoprotéines et protéoglycans forment le milieu extracellulaire non fibrillaire. Enfin, a ces différents
composants s’ajoutent les cellules comprises dans les tissus conjonctifs.

1.1.1. Structures fibrillaires

Les propriétés biologiques et mécaniques des différents tissus conjonctifs sont largement
dictées par la nature, I'abondance et 'organisation des réseaux fibrillaires qui forment leur charpente.
Les deux principales structures fibrillaires présentes dans les MEC sont les fibres de collagene et les
fibres élastiques, en plus des fibrilles formées par la fibronectine (FN) qui sera abordée plus en détails
dans la suite de ce travail.

1.1.1.1. Les fibres élastiques

Les fibres élastiques sont des structures fibrillaires formant un réseau qui procure élasticité,
amortissement mécanique et résistance a des tissus tels que les parois artérielles, le derme, le cceur,
les poumons, certains ligaments et cartilages élastiques (Theocharis et al.,, 2016; Wise and Weiss,
2009). Leur architecture est différente selon le tissu élastique considéré et refléte des fonctions
spécifiques. Ainsi, dans la media des artéres, ces fibres sont présentes sous forme de lamelles
concentriques fenestrées qui sont séparées par des couches de cellules musculaires lisses. Au cours
d’une vie, cet arbre aortique peut subir plus d’'un milliard de cycles d’étirement et de relaxation. Ces
propriétés rhéologiques sont assurées par I'élastine. Dans le derme profond, les fibres élastiques
tendent a s’organiser parallelement a 1'épiderme alors que dans le derme papillaire elles sont
constituées de fibres plus fines qui s’intercalent dans la jonction dermo-épidermique.

La formation des fibres élastiques débute par I'assemblage de microfibrilles composées de
fibrillines et de protéines auxiliaires, telles les fibulines (Wagenseil and Mecham, 2007). Les mailles de
ce réseau sont progressivement remplies d’élastine, une protéine trés hydrophobe dont les molécules
s’associent suite a I'action des lysyl oxydases formant des aldéhydes réactionnelles sur des résidus
lysine. Ces aldéhydes vont par la suite réagir et ainsi former des liaisons croisées (ou cross-links) qui
vont stabiliser le réseau. La complexité du systéme provient en grande partie du nombre important
de molécules identifiées dans les fibres élastiques. En plus des protéines déja mentionnées, on y
retrouve également des glycoprotéines (telles que MAGP, émiline), de petits protéoglycans riches en
leucine (la décorine, le biglycan), des protéines LTBP (Latent TGF-beta Binding Proteins), ainsi que
des ADAMTS et ADAMTSL.

1.1.1.2. Les collagenes

Le terme « collagéne » provient d’'un néologisme issu de la contraction de « colle » et « géne »
en grec, et fut utilisé par les histologistes francais du XIXéme siécle pour décrire la substance
fondamentale des tissus conjonctifs (van der Rest and Garrone, 1991). Dans leur ensemble, les
collagenes constituent la classe protéique la plus abondante chez les animaux puisqu’ils représentent
environ 30% de la masse protéique totale chez 'humain (Ricard-Blum, 2011). IIs conférent aux
différents tissus une part importante de leurs propriétés mécaniques et participent a des processus
cellulaires variés (prolifération, différenciation, adhésion, migration, survie,...) par l'intermédiaire
d’interactions avec les autres composants de la MEC.
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La superfamille des collagenes comporte a ce jour 28 membres (sans compter les diverses
isoformes de chaque type). Ceux-ci résultent de 'assemblage d’au moins 46 polypeptides différents,
appelés chaines a, qui sont encodés par autant de génes chez 'humain (Tableau 2) (Gordon and
Hahn, 2010; Ricard-Blum, 2011). Tous les collagenes sont composés de 3 chaines a formant des
structures homo ou hétérotrimériques selon qu’elles comportent 1, 2 ou 3 chaines a différentes
(Tableau 2) (Figure 3). Ces chaines alpha s’assemblent, en au moins une région, en triple hélice
droite qui peut étre plus ou moins étendue selon le type de collagéne (Ricard-Blum, 2011). La
séquence des chaines alpha est fortement conservée (entre especes et entre les différents types de
collagene), en particulier au niveau des domaines en triple hélice puisque ceux-ci sont constitués par
la répétition d’un triplet caractéristique « Gly-X-Y » dans lequel les positions X et Y sont fréquemment
occupées par une Proline et une Hydroxyproline, respectivement (Figure 3). La glycine est requise au
sein de ce triplet car, en raison de sa taille réduite, elle est le seul acide aminé permettant un
repliement en triple hélice. En cas de mutation, sa substitution par un autre acide aminé entraine une
distorsion locale de la triple hélice et cause des maladies génétiques telles que l'ostéogenése
imparfaite (Brodsky and Persikov, 2005). La stabilisation de la structure hélicoidale des chaines a
riches en hydroxyproline est assurée par des ponts hydrogéne et des interactions électrostatiques
impliquant des résidus lysine et des aspartate (Fallas et al., 2009) (Persikov et al., 2005).

Chaine o Figure 3 : Structure en triple hélice du

“ . collagéne.

Les domaines en triple hélice des collagenes sont
constitués de l'association de 3 chaines a, chacune

“ . d’elles étant composée de répétitions G-X-Y ol les X et Y
~s sont trés fréquemment des prolines et hydroxyprolines,
respectivement. Les résidus glycine sont toujours
(6 - X - Y )n . residus o
centraux au sein de la triple hélice alors que les résidus X
Gly Pro Hyp et Y se trouvent en périphérie.
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Collagenes Chaines a Especes moléculaires
Collagéne I al(l), az(D) [a1(D)]2, a2(D)
[al(D]s
Collagéne 11 al(In [a1(ID]3
Collagéne 111 al (1) [a1(IID)]3
Collagéne IV al(IV), a2(1V), a3(IV), o4(IV), | [al(IV)]2, a2(IV)
a5(1V), ab(1V) a3(IV), a4(IV), a5(1V)
[a5(IV)]2, ab(1V)
Collagéne V al(V), a2(V), a3(V), a4(V) [a1(V)]z, a2(V)
[al(V)]s
[al(V)]2, a4(V)
Collagéne VI al(VD), a2(VI), o3(VD), a4(VID)a | al(VID), a2(VD), a3(VI)
a5(VI)b, a6(VI) al(VI), a2(VI), a4(VI)
al(VI), a2(VI), a5(VI)
al(VI), a2(VI), a6(VI)
Collageéne VII al(VID) [ax1(VID)]3
Collagéne VIII al(VIID [a1(VIID]2, a2(VIII)
al(VIID), [a2(VIID)].
[al(VIID)]s
[a2(VIID)]3
Collagéne IX al(1X), a2(IX), a3(IX) al(IX), a2(IX), a3(IX)
Collagéne X al(X) [al1(X)]s
Collageéne XI al(XI), a2(XI), a3(XI) al(XI), a2(XI), a3(XI)
al(XD), al(XD), a3(XI)
Collagéne XII al(XID) [al(XID]s
Collageéne XIII al(XIID) [a1(XIID)]3
Collagéne XIV al(XIV) [a1(XIV)]3
Collagéne XV al(XV) [al(XV)]3
Collagéne XVI al(XVI) [a1(XVD)]3
Collagéne XVII al(XVIID) [a1(XVID)]3
Collagene XVIII al(XVIID) [al(XVIID]s
Collagéne XIX al(XIX) [a1(XIX)]3
Collagéne XX al(XX) [a1(XX)]s
Collageéne XXI al(XXID) [a1(XXD)]3
Collagéne XXII al(XXII) [al(XXID)]3
Collagéne XXIII al(XXIII) [a1(XXIID)]3
Collagéne XXIV al(XXIV) [al(XXIV)]3
Collagene XXV al(XXV) [al1(XXV)]3
Collagéne XXVI al(XXVI) [al(XXVI)]3
Collagéne XXVII al(XXVII) [al(XXVID)]3
Collagéne XXVIII al(XXVII) [al(XXVII)]3

Tableau 2 : Chaines a et especes moléculaires des différents types de collagenes.

2 La chaine a4(VI) n'existe pas chez I’humain. b La chaine a5(VI) a aussi été désignée comme la chaine a1(XXIX).
D’aprés (Ricard-Blum, 2011).
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Les collagenes different par le nombre et la taille des domaines en triple hélice ainsi que par la
nature et la diversité des domaines « non collagene » (NC) (domaines von Willebrand factor A,
Thrombospondine, FN de type III, Kunitz, ...) (Figure 4). Ceux-ci contribuent a I'assemblage des
trimeéres et permettent des interactions avec d’autres protéines, participant ainsi de maniére directe a
la diversité des fonctions et propriétés des collagenes (Ricard-Blum, 2011).

L’assemblage des structures supramoléculaires de collagenes débute systématiquement avec
la trimérisation des chaines a en triple hélice qui s’effectue progressivement a la maniére d'une
fermeture éclair (Ricard-Blum, 2011). Les domaines permettant l'initiation de la trimérisation varient
selon le type de collagéne. Celle-ci débute a I'extrémité C-terminale pour les collagenes fibrillaires et
les collagenes de types IV, VII et X qui forment des réseaux. A l'inverse, I'interaction initiale se réalise
a l'extrémité N-terminale pour les collagenes transmembranaires et au second domaine NC a partir de
I'extrémité C-terminale pour les collagenes IX et XIX (FACITS).

Les collagénes ont été communément divisés et classés en sous-familles sur base des
structures supramoléculaires qu’ils forment (Figures 4 et 5). Il existe :

e Les collagénes fibrillaires (types [, II, I1I, V, XI, XXIV et XXVII)

e Les collagenes FACIT (Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices) ou collagenes
associés aux fibrilles avec une triple hélice interrompue (types IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et
XXII)

e Les collagénes formant des réseaux qui comprennent :

o Les collagenes des membranes basales (type 1V)
o Les collagénes a réseau hexagonal (types VIII et X)

o Les collagenes a filaments perlés (types VI et XXVIII (Veit et al., 2006))

e Le collagene des fibrilles d’ancrage (types VII)

e Les collagénes transmembranaires (type XIII, XVII, XXIII et XXV)

e Les collagénes a multiples domaines en triple hélice ou multiplexines (types XV et XVIII)

De nombreuses protéines présentant elles aussi des domaines en triple hélice ne sont
pourtant pas considérées comme des collagénes au sens strict (Myllyharju and Kivirikko, 2004;
Ricard-Blum, 2011). Parmi celles-ci figurent notamment I'adiponectine, les ficolines 1, 2 et 3, les
Emilinl et 2 (des glycoprotéines associées aux fibres élastiques), des récepteurs de macrophage
(collectines, Marco, MBL),...
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Fibril-forming collagens
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Figure 4 : Organisation structurelle et composition des domaines des collagénes.

Suite de la figure a la page suivante (Ricard-Blum, 2011).
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Network-forming collagens
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Figure 4 : Organisation structurelle et composition des domaines des collagénes (suite).

18



Introduction générale
Fibrils

(E =]

P L

Hexagonal networks (collagens VIl and X)

FACITs (collagen IX)

\M
=

Network (collagen V)

Anchoring fibrils (collagen VIl)
> > @ Non-collagenous domain CSH
—— Triple-helical domain (Gly-X-Y) Thrombospondin domain oo

[V

Beaded filaments (collagen Vi)

- T — e _

Figure 5 : Assemblages supramoléculaires des différentes sous-familles de collagénes.

La famille des collagénes est divisée en sous-familles sur base des assemblages supramoléculaires de leurs différents
membres. La sous-famille des collagenes fibrillaires comprend les types |, 11, lll, V, XI, XXIV et XXVII. Les FACITs (Fibril
Associated with Interrupted Triple Helices) comprennent les collagénes IX, Xll, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et XXII. Les
collagénes formant des réseaux comprennent le collagéne de type IV qui forme les lames basales ainsi que les types
VIIl et X qui constituent des réseaux hexagonaux. Enfin, les sous-familles des collagénes a filaments perlés et des
fibrilles d’ancrage reprennent respectivement les collagénes VI et XXVIII, et de type VII. Tiré de (Ricard-Blum, 2011).

a. Collagenes fibrillaires
Compte tenu de I'importance revétue par les collagénes fibrillaires dans ce travail, ils sont
abordés de maniere détaillée. IlIs constituent les protéines les plus abondantes chez les vertébrés. Sept
collagenes fibrillaires (les types [, 11, II1, V, XI, XXIV et XXVII) formés par 12 chaines a différentes ont
été recensés a ce jour (Gelse et al, 2003; Myllyharju and Kivirikko, 2004). Les membres les plus
représentés quantitativement sont les collagenes de types I, Il et 111, alors que les autres types sont des
composants relativement peu abondants (Brodsky and Persikov, 2005).

Les collagenes fibrillaires s’associent entre eux pour former des fibrilles qui sont bien souvent
hétérotypiques, c’est-a-dire qu’elles sont composées de différents types de collagene. Par exemple,
méme si le collagéne de type Il est majoritaire dans le cartilage, il y est associé au collagene de type X],
un autre collagene fibrillaire. Dans la peau, les fibrilles de collagene sont principalement composées
de collagenes de types I et III, alors que dans la cornée les collagénes I et V sont les plus abondants
(Bruckner, 2010). Bien que les collagenes fibrillaires restent majoritaires dans les fibrilles, celles-ci
comprennent également des FACIT ainsi que d’autres protéines et protéoglycans.

Les fibrilles de collagénes sont linéaires et présentent une périodicité caractéristique de 64 a
67 nm (Bruckner, 2010) en raison du décalage de l'alignement des molécules de collagene dans
chaque fibrille (Figure 6). Le diamétre des fibrilles varie généralement entre 15 et 500 nm (Bruckner,
2010; Kadler et al,, 2007). Les fibrilles s’organisent en faisceaux dans la MEC sous forme de fibres
longues et ordonnées qui conferent aux tissus leur résistance aux forces de traction. Ces fibres sont
particulierement présentes dans des tissus tels que la peau, les tendons, I'os, le cartilage et les
vaisseaux sanguins.
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Figure 6 : Assemblage des collagenes fibrillaires.

(a) Apres sécrétion et clivage par les N- et C- procollagene peptidases, les molécules matures de collagene
s’assemblent spontanément en fibrilles, lesquelles forment a leur tour des fibres. Ces structures sont renforcées par la
création de liaisons covalentes en leur sein grace a l'action des lysyl oxidases. Ces fibrilles, qui apparaissent striées en
microscopie électronique, présentent une périodicité caractéristique d’environ 67nm en raison du décalage des
molécules trimériques qui les constituent. La formation des fibres de collagéne de type | et le diamétre de ces fibres
sont deux parametres régulés par la présence de collagéne de type V qui co-polymérise avec le collagéne de type I (b),
mais aussi par I'association a leur surface de FACIT (type XlI et/ou XIV) et de protéoglycans (c). Adapté de (Mouw et
al., 2014).

La fibrillogenese permet de convertir des molécules solubles en fibrilles puis en fibres,
insolubles et résistantes aux forces mécaniques (Shoulders and Raines, 2009). Ce processus nécessite
de multiples étapes successives, intra et extracellulaires, qui sont catalysées par des enzymes
spécifiques. Le mécanisme débute dans le réticulum endoplasmique rugueux par la synthese des
chaines o sous forme de précurseurs (préprocollagenes) (Figure 7). Ceux-ci sont successivement
composés d’'un peptide signal, d'un propeptide aminoterminal (pN), du domaine en triple hélice
central et d'un propeptide carboxyterminal (pC). Ils font 'objet d’'une série de modifications post-
traductionnelles, dont le clivage du peptide signal et ’hydroxylation de certains résidus lysine et
proline par les lysyl et prolyl hydroxylases, respectivement. Des résidus galactose et glucose sont
alors ajoutés aux groupements hydroxyles des hydroxylysines par la collagéne galactosyltransferase
et la collagéne glucosyltransferase, respectivement (Canty and Kadler, 2005). Il est a noter que ces
réactions enzymatiques ne sont possibles que sur des chaines alpha monomériques. Les 3 pro-chaines
a s’assemblent alors a partir de leurs propeptides C-terminaux qui dictent ainsi la composition finale
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des trimeres. Le repliement en triple hélice s’effectue alors progressivement vers l'extrémité
aminoterminale des chaines o, avec le concours de la chaperone HSP47 (Heat SHock Protein 47,
également appelée Serpine H1) (Widmer et al,, 2012). Puisque la stabilité de la triple hélice dépend du
taux d’OH-Pro et que les hydroxylases ne sont actives que sur les chaines monomériques, la vitesse de
repliement du domaine collagéne en triple hélice sera directement fonction de l'activité de ces
enzymes.

Apreés sécrétion, les propeptides N- et C-terminaux sont excisés par des endopeptidases
spécifiques (Figures 7 et 8). Les ADAMTS2, 3 et 14 (ou aminoprocollagéne peptidases) excisent les
propeptides aminoterminaux des procollagenes fibrillaires (Colige et al., 2005) alors que les
propeptides C-terminaux sont clivés par la BMP1 (Bone Morphogenetic Protein 1) ou des membres de
la méme famille (« tolloid-like metalloproteinases») (Greenspan, 2005; Vadon-Le Goff et al., 2015).
Apreés ces clivages ne persistent que deux courtes séquences « non hélicoidales » de part et d’autre du
domaine triple hélice, les N- et C- télopeptides (Figure 8) (Shoulders and Raines, 2009). La disparition
des propeptides engendre une réduction de la solubilité des trimeres de collagéne a la température
corporelle qui auront ainsi tendance a s’assembler spontanément en fibres organisées et réguliéres
(Figure 7). Celles-ci ne présenteront toutefois les propriétés de résistance mécanique adéquates
qu'apres la formation de liaisons covalentes sous leffet catalytique de la lysyl oxydase et
I'établissement d’interactions complexes avec des protéines ou autres molécules présentes dans la
MEC.
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Figure 7 : Fibrillogenése des collagénes fibrillaires et assemblages supramoléculaires.

Suite a la traduction des chaines de préprocollagene, le peptide signal est clivé dans le réticulum endoplasmique,
libérant les pro chaines a. Certains résidus proline et lysine sont hydroxylés et certaines des hydroxylysines générées
sont alors glycosylées. Les chaines alpha monomériques s’assemblent alors a partir de leur extrémité C-terminale pour
former la triple hélice, résultant en la formation de procollagéne. Ces molécules de procollagéne sont alors sécrétées
via des vésicules de transport golgien. Les N- et C-propeptides sont excisés par des N- et C- procollagéne peptidases,
ce qui permet 'assemblage spontané des molécules trimériques en fibrilles. La consolidation de ces structures s’opére
ensuite par la formation de liaisons covalentes initiées par oxydation de certains résidus lysine et hydroxylysine en
dérivés aldéhydes réactifs (Myllyharju and Kivirikko, 2004).
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Figure 8 : Structure moléculaire des (pro)collagénes fibrillaires et localisation des sites de clivage
des propeptides.

Aprés l'assemblage de la triple hélice et la sécrétion du procollagéne, les extrémités amino (N-) et carboxy (C-)
terminales sont clivées par les aminoprocollagéne peptidases (ADAMTS2, 3 et 14) et par les carboxyprocollagene
peptidases (principalement BMP1 et les protéases tolloides), respectivement, qui libérent les N- et C- propeptides.
Adapté de (Gelse et al., 2003).

e Le collagene de type I, un hétérotrimeére composé de 2 chaines a1(I) et d’'une chaine a2(I),
est la protéine la plus abondante du corps humain. Il est le constituant majeur de nombreux
tissus conjonctifs tels que le derme, la cornée, le tendon, le ligament et 'os ou il représente
jusqu’a 90% de la masse organique (Gelse et al,, 2003). Il est toutefois absent du cartilage
hyalin et du corps vitreux de l'ceil. In vivo, il forme des fibres comprenant également du
collagéne de type III (peau, vaisseaux sanguins, fibres réticulaires ...) et/ou de type V (tendon,
os, peau, cornée). Il procure aux tissus leur résistance a 'élongation, tel qu’illustré dans le
tendon, alors que dans I'os son association avec des cristaux d’hydroxyapatite détermine les
propriétés biomécaniques de résistance aux torsions, a la traction et aux forces de
cisaillement.

o Le collagene de type II est le composant prédominant du cartilage hyalin qui contient
environ 80% de la totalité du collagene de type II. On le retrouve également dans le corps
vitreux de I'ceil, dans I'épithélium de la cornée, dans la notochorde et dans le nucleus pulposus
des disque intervertébraux (Gelse et al., 2003). Il est constitué d’'un homotrimeére de 3 chaines
al(Il). Dans le cartilage, il s’associe aux collagenes IX et XI ainsi qu’a d’autres protéines non-
collagenes pour former des hétérofibrilles. 11 présente un contenu en hydroxylysine, en
glucose et en galactose supérieur a ce qui est observé dans le collagéne de type I, favorisant
ainsi les interactions avec les protéoglycans ce qui contribue a I'hydratation de la MEC
formant le cartilage (Gelse et al., 2003).

e Le collagéne de type III est un homotrimere composé de 3 chaines al1(IIl). Il est présent dans
les tissus qui expriment aussi le collagene de type I, a I'exception des os. Le collagene de type
I1I forme avec le type I des fibres hétérotypiques (Gelse et al., 2003). Son abondance relative
est supérieure dans les tissus élastiques tels que les vaisseaux sanguins ou le poumon. Par
ailleurs, des modeéles de fibrillogenese in vitro indiquent que sa présence induit une
diminution du diametre des fibres de collagene.

o Le collagéne de type V est un collagéne fibrillaire mineur quantitativement, si ce n’est dans la
cornée ou il représente jusqu'a 20% des collagénes (Birk, 2001). Il est présent dans les tissus
qui expriment les collagenes de types I et 111, et forme avec ceux-ci des fibrilles hétérotypiques
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(Gelse et al.,, 2003). On le retrouve donc également dans l'os, les muscles, le tendon et le
poumon. Trois chaines a différentes (a1(V), a2(V) et a3(V)) ont été identifiées, menant a la
formation de trois trimeéres différents (ala2a3, (al)s, (a1)202) méme si la forme (al)20.2 est
de loin la plus abondante. Le collagene de type V est considéré comme un régulateur du
diameétre des fibrilles de collagéne, en favorisant leur nucléation et en modulant leur
croissance (Sun etal,, 2011).

o Le collagéne de type XI est lui aussi un collagene fibrillaire mineur quantitativement. Il est
formé de 3 chaines a différentes, deux chaines a (a1 et a2) de type XI et une chaine a de type
I (a1(I1)). Le collagéne XI est co-exprimé avec le collagéne de type Il dans le cartilage
articulaire ou il régule le diametre des hétérofibrilles (Gelse et al., 2003).

o Les collagenes de types XXIV et XXVII ont été découverts au début des années 2000 et
semblent étre des homotrimeres composés de 3 chaines al(XXIV) et 3 al(XXVII),
respectivement. A la différence des autres collagénes fibrillaires, ils présentent des
interruptions dans leur domaine en triple hélice. Ils sont tous deux principalement exprimés
chez I'embryon, dans le cartilage et 'os en cours de minéralisation (Koch et al., 2003). Le
collagene de type XXVII semble apporter un support idéal a la minéralisation du cartilage et a
I'invasion des vaisseaux sanguins dans le futur tissu osseux (Hjorten et al., 2007). Bien qu'’il
représente une des molécules les moins abondantes de ce tissu, le collagéne XXIV est
également exprimé dans l'os de souris adultes et pourrait participer a sa minéralisation
(Matsuo et al., 2008). Le collagéne XXIV est aussi exprimé dans la cornée ou, a I'instar du
collagene de type V, il régulerait le diameétre des fibres de collagéne de type I (Koch et al,
2003).

b. Les collageénes a triple hélice interrompue associés aux
fibrilles (FACIT)

La sous-famille des FACIT est formée par les collagénes de types IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XX],
XXII et XXVI. Ils ne forment pas de structures particulieres, mais s’associent directement ou
indirectement a la surface de fibres formées par les collagenes fibrillaires (Figure 6, C) (Gerecke et al.,
2003) ou ils participent a la régulation de leur diametre et sont également impliqués dans les
interactions entre les fibrilles et d’autres composants matriciels. Les neuf types de collagéne qui
composent les FACIT contiennent au minimum deux domaines collagene en triple hélice séparés par
un domaine non collagéne (NC). Cette structure interrompue les rend plus souples que les collagénes

fibrillaires, ce qui facilite les arrangements supramoléculaires potentiels.

Le collagéne de type IX représente 'archétype des FACIT. 1l s’agit d'un hétérotrimere exprimé
dans le cartilage ou il se retrouve associé a la surface des hétérofibrilles de collagénes de types Il et
XI. Il agit comme pont moléculaire et permet les interactions avec les autres composants matriciels
afin de fournir au cartilage ses propriétés physico-chimiques (Kalchishkova et al., 2011). De maniére
analogue, les collagénes de types XII et XIV s’accumulent a la surface des fibrilles de collagéne de type
[ et modulent ainsi leur interactions avec leur environnement (Ansorge et al., 2009).

c. Le collagene de type IV ou collagéne des membranes
basales
Le collagene de type IV représente le collagene prépondérant dans les membranes basales. Il
se caractérise par sa capacité a s’auto-assembler en tétrameres formant un réseau (Figure 5). Cet
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assemblage particulier est essentiel aux propriétés et a 'intégrité des lames basales (Myllyharju and
Kivirikko, 2004).

Concernant le collagene de type 1V, six chaines a différentes (nommées a1(IV) a a6(IV)) ont
été identifiées (Tableau 2). Bien que les combinaisons théoriques soient trés nombreuses, seuls trois
hétérotrimeéres ont été identifiés a ce jour : alala2, a3adab, a5a5a6 (Tableau 2). Les chaines al et
a2(IV) sont appelées « chaines classiques » en raison de leur présence ubiquitaire dans les lames
basales de tous les tissus alors que les 4 autres chaines ont des distributions restreintes a certains
tissus (Khoshnoodi et al., 2008). L’hétérotrimere a.3a4a5 est présent dans les membranes basales des
glomérules rénaux, des poumons, des testicules et des yeux alors que la forme a5a5a6 se retrouve
dans les membranes basales cutanées, des muscles lisses et des reins.

d. Maladies héréditaires associées aux collagenes

Il existe de nombreuses maladies héréditaires causées par des mutations affectant les
collagénes mais aussi les enzymes impliquées dans leur maturation post-traductionnelle (Myllyharju
and Kivirikko, 2004). En 2004, un total de plus de 1100 mutations affectant les génes des chaines
al(D), a2(D), al(ll), al(Ill), a5(IV) et al(VII) ont été associées a des maladies génétiques. De
nombreuses autres mutations dommageables ont également été identifiées dans 17 autres chaines a
(Myllyharju and Kivirikko, 2004). Un grand nombre de ces mutations résultent en la substitution
d’une glycine nécessaire au repliement de la triple hélice en un autre acide aminé plus encombrant
(Myllyharju and Kivirikko, 2004; Shoulders and Raines, 2009), créant ainsi des distorsions plus ou
moins conséquentes dans le domaine en triple hélice. De maniere générale, il semble que les
conséquences de telles mutations soient plus dommageables lorsqu’elles surviennent dans des
certaines régions particuliéres, telles les régions de la triple hélice pauvres en proline et/ou proches
du propeptide carboxyterminal, comme illustré dans I'ostéogenése imparfaite.

La plupart des maladies héréditaires liées au collagéne sont relativement rares. Un apercu
représentatif est fourni dans le Tableau 3 (Myllyharju and Kivirikko, 2004; Shoulders and Raines,
2009).

. L’ostéogenése imparfaite est caractérisée principalement par une fragilité
osseuse dont I'ampleur peut toutefois varier en fonction de la nature et de la localisation de la
mutation causale. D’autres tissus conjonctifs peuvent également étre atteints, mais de maniére moins
marquée et moins systématique. Bien que la majorité des mutations identifiées a ce jour affectent les
chaines a1 ou a2 (I), il est maintenant clair que d’autres protéines peuvent également étre impliquées
dans cette maladie (Marini and Blissett, 2013). Par exemple, diverses formes d’ostéogenese imparfaite
ont été constatées dans le cas de mutations de génes codant pour des protéines impliquées dans
I'hydroxylation de résidus proline (les prolyl 3-hydroxylase-1 (P3H1), -cartilage-associated
protein (CRTAP) et cyclophilin B (CypB) qui forment le « collagen prolyl 3-hydroxylation complex »,
responsable de 'hydroxylation de la Pro986 des chaines al(I) et al(Il) (Chang et al., 2010)), mais
aussi dans des génes codant pour des protéines impliquées dans le repli de la triple hélice (Serpine
H1) ou dans le clivage du C-propeptide (BMP1 et enzymes similaires) (Marini and Blissett, 2013;
Shaker et al,, 2015).

. Le syndrome d’Ehlers-Danlos (EDS) regroupe un ensemble hétérogene de
maladies génétiques rares. De maniere générale, elles sont caractérisées principalement par une
hypermobilité des articulations, une hyperélasticité de la peau, une fragilité vasculaire, des problémes
de cicatrisation tissulaire avec des cicatrices atrophiques et 'apparition spontanée d’hématomes
difficilement résorbables,... (Beighton et al., 1998; Malfait et al.,, 2010). Des mutations dominantes
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dans les genes COL5A1, COL5A2 et COL1A1 sont impliquées dans la majorité des EDS de type
classique. Des altérations du collagéne de type Il sont responsables de 'EDS de type vasculaire, alors
que des mutations proches de I'extrémité N-terminale du domaine en triple hélice des chaines al et
a2 de type I causent I'EDS de type arthrochalasique. En plus des mutations identifiées dans les génes
codant pour des collagénes, des mutations de la tenascine X (EDS de type classique), de la lysyl
hydroxylase 1 (EDS de type cyphoscoliotique), de TADAMTS2 (EDS de type dermatosparactique), de la
filamine A (variant d’hétérotopie périventriculaire), de la galactosyltransferase 1 (type progéroide)
ont également été identifiées (Malfait et al., 2010; Myllyharju and Kivirikko, 2004).

. De nombreuses mutations menant a des chondrodysplasies de sévérité
variable, allant de la létalité périnatale a une atteinte relativement bénigne ont également été
identifiées dans plusieurs génes (COL2A1, COL10A1, COL11A1, COL11A2). Les patients sont
généralement caractérisés par une petite taille, principalement en raison d'une calcification précoce
des cartilages interférant avec une croissance normale.

° Différentes formes du syndrome d’Alport (formes autososomales, ou liées a I'X)
sont caractérisées par une néphropathie progressive menant a une protéinurie, une hypertension et
ultimement a une insuffisance rénale. Les formes automosales sont notamment liées a des mutations
des génes COL4A3, COL4A4, COL4A6, alors que la forme liée a I'’X provient de mutation du gene
COL4AS.

. La myopathie de Bethlem et la dystrophie musculaire d’Ullrich sont liées a des
mutations des génes COL6A1, COL6A2, COL6A3.
. Deux formes d’épidermolyse bulleuse, une maladie cutanée liée au décollement

de I'épiderme qui forme des lésions bulleuses, proviennent de mutations dans le géne du COL17 et du
COL7A1.

. Deux formes de dystrophie endothéliale de la cornée sont associées a des
mutations du géne COL8A2.
. Le syndrome de Knobloch, caractérisé par une forte myopie, un détachement

de la rétine et un encéphalocele occipital est lié a des mutations du géne COL18A1

. Le syndrome de Bruck, caractérisé par de 'ostéoporose et une fragilité osseuse,
ainsi qu’'une petite stature est associé a des mutations dans le gene LH-1, codant pour la lysyl
hydroxylase 1.

Géne muté Maladie(s) humaine(s)* ou phénotype chez la souris déficiente
COL1A1, COL1A2 Ostéogeneése imparfaite, ostéoporose, EDS de type arthrochalasique
COL2A1 Différentes chondrodysplasies, ostéoarthrites

COL3A1 EDS de type vasculaire, anévrismes artériels

COL4A3, COL4A4, COL4A6 | Formes autosomales du syndrome d’Alport

COL4A5 Formes liées a I'’X du syndrome d’Alport
COL4A5 et COL4A6 Syndrome d’Alport avec leiomyomatose oesophagienne diffuse
COL5A1, COL5A2 EDS de type classique

COL6A1, COL6A2, COL6A3 | Myopathie de Bethlem, dystrophie musculaire d’Ullrich

COL7A1 Formes dystrophiques d’épidermolyse bulleuse

25



Introduction générale

COL8A2

Formes de dystrophie endothéliale de la rétine

COL9A1, COL9AZ, COL9A3

Multiples dysplasies de I'épiphyse, ostéoarthrite, discopathie

COL10A1

Chondrodysplasie

COL11A1, COL11A2

Diverses chondrodysplasies modérées, perte de l'audition non

syndromique, ostéoarthrite

COL12A1 Myopathie de Bethlem; Perturbation de la structure matricielle des
ligaments périodontaux et de la peau chez la souris

COL13A1 Mortalité embryonnaire ou atrophie musculaire progressive chez la souris

COL15A1 Myopathie et problemes cardiovasculaires chez la souris

COL17A1 Diverses formes d’épidermolyse bulleuse

COL18A1 Syndrome de Knobloch et syndrome de dispersion pigmentaire

COL19A1 Couche musculaire de I'cesophage anormale chez la souris

P4H-a(I) Létalité embryonnaire chez la souris

LH1 EDS de type cyphoscoliotique

LH2 Syndrome de Bruck

LH3 Mortalité embryonnaire et manque de collagéne de type IV dans les
membranes basales chez la souris

ADAMTS?2 EDS de type dermatosparactique

BMP1 Mortalité périnatale chez la souris

Ostéogenése imparfaite a haute densité osseuse (Marini and Blissett, 2013)

Tolloid-like-1

Communication interauriculaire (Stanczak et al., 2009); mortalité

embryonnaire et probléme cardiaque chez la souris

LOX Létalité périnatale et anévrismes aortiques ainsi que dysfonctions

cardiovasculaires chez la souris

Tableau 3 : Association entre maladies humaines et génes codant pour des collagénes ou pour des
enzymes impliquées dans leur maturation

*Dans certains cas, les maladies n'ont pas été identifi€es chez 'homme mais les conséquences de mutations ont été
décrites chez la souris. Tableau adapté de (Myllyharju and Kivirikko, 2004; Shoulders and Raines, 2009).

1.1.2.  Glycoprotéines

La glycosylation est une des principales modifications post-traductionnelles des protéines qui
consiste en la liaison de molécules glucidiques sur leur chaine peptidique de maniére covalente. On en
distingue deux types. La N-glycosylation s’opere sur un résidu asparagine (N) au sein d'une séquence
N-X-S/T (ou X représente n'importe quel acide aminé hormis une proline, S représente une sérine et T
représente une thréonine). La biosynthese des glycoprotéines débute par I'addition d'un N-acétyl-
glucosamine sur lequel seront ensuite ajoutés de maniére successive d’autres molécules glucidiques.
Dans le cas de N-glycosylation, les chaines glycosylées sont le plus souvent assez courtes mais peuvent
étre tres ramifiées. L’ajout d'une chaine glucidique peut également se réaliser sur un groupement
hydroxyle des résidus sérine, thréonine ou hydroxylysine des chaines peptidiques; on parle alors de
O-glycosylation. Une différence entre N- et O-glycosylation est que la N-glycosylation débute dans le
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réticulum endoplasmique et se termine dans I'appareil de Golgi, alors que la O-glycosylation est
exclusivement golgienne.

Les glycoprotéines matricielles comportent souvent différents domaines structuraux
possédant des propriétés et activités distinctes. Cette diversité structurelle est responsable de leurs
multiples fonctions (cohésion entre composants de la MEC, interactions avec les cellules, régulation de
la biodisponibilité de solubles, co-facteurs pour des récepteurs cellulaires
transmembranaires, ...). En raison de la multitude des glycoprotéines, il est impossible de toutes les
détailler dans ce travail (Tableau 4). Seules la fibronectine et les laminines seront donc briévement
décrites a titre d’exemples.

facteurs

Protéines Localisations Descriptions/fonctions
Large distribution, réles multiples dans les tissus
. . . . intervenant dans la réparation tissulaire, I'angiogeneése,
Thrombospondines Tissus conjonctifs , I p N o8
I'organisation de la MEC, la synaptogenese,... (Adams
and Lawler, 2011).
Essentielle pour la structure de la MEC minéralisée ; se
Sialoprotéine Os et dents lie au calcium et a 'hydroxyapatite ; régule I'adhésion
cellulaire.
Glycoprotéine soluble, qui, apres son clivage par la
Fibrinogene Sang thrombine, est convertie en monomeres de fibrine qui
s’associent pour former les caillots sanguins.
Fibulines Membranes basales, Glycoprotéines pouvant lier le calcium, présentes dans
sang et artéres les matrices fibrillaires et dans le sang.
, . Impliquée dans la calcification du collagéne, I'initiation
SPARC/Ostéonectine Os buquee dans « g &
de la minéralisation et I'ossification.
. . . Impliquée dans I'attachement des cellules a 1a MEC
Ostéopontine Os etreins s s
osseuse minéralisée.
) Guidage des neurones et des cellules gliales dans le
Reelin Cerveau .
cerveau en développement.
Ténascines Tissus conjonctifs Régulation des processus inflammatoires et fibrotiques.
. . Glycoprotéine d’adhésion impliquée dans la coagulation
Vitronectine Sang ycop . 1piq . &
sanguine et dans la réparation tissulaire.

Tableau 4 : Exemples non exhaustifs de glycoprotéines de la MEC (Mouw et al., 2014).

1.1.2.1. La fibronectine

La fibronectine (FN) est une glycoprotéine essentielle en raison de son rdéle structurel dans la
MEC mais aussi de son implication dans de multiples processus cellulaires (Pankov and Yamada,
2002; To and Midwood, 2011; Zollinger and Smith, 2016). Elle est en effet capable d’interagir avec de
nombreux composants matriciels tels que les protéoglycans, les collagenes et gélatines, les facteurs de
croissance, les récepteurs cellulaires comprenant les intégrines, les fibrines I et II,.... (Figure 9). Elle
est exprimée par de nombreux types cellulaires et joue des roles importants dans I'adhésion, la
migration et la différenciation cellulaires, de méme qu’au cours de la réparation tissulaire. Son
importance capitale pour le développement est d’ailleurs illustrée par la létalité embryonnaire de sa
délétion chez la souris (George et al., 1993).

La FN se présente généralement sous forme d'un dimére composé de 2 sous-unités liées entre
elles de maniere covalente par deux ponts disulfures a leur extrémité C-terminale (Pankov and
Yamada, 2002; To and Midwood, 2011). Les molécules de FN consistent en de multiples répétitions de
structures modulaires : 12 répétitions de modules de type I (FNI), 2 répétitions de type Il (FNII) et 15
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de type III (FNIII) (Figure 9). Bien qu'il n’y ait qu’'un seul gene codant pour la FN humaine, il existe de
nombreux variants protéiques issus d’épissages alternatifs du pré-ARN unique. Les modules soumis a
ces mécanismes sont les deux modules de type III EDA et EDB, de méme qu'un domaine de connexion
variable et non-homologue (FNIIICS). Cette structure modulaire qui comporte des régions
intermodulaires permet une grande flexibilité de la molécule, ce qui facilite / empéche l'accés a
certains des modules et régule donc les fonctions de la FN. Ces modules sont généralement organisés
en domaines fonctionnels qui incluent le domaine N-terminal de 70kDa, le domaine central de liaison
de 120kDa et le domaine de liaison a I’héparine Hepll de 40kDa.

La FN existe sous deux formes : la forme plasmatique qui est trés soluble (ot sa concentration
est d’environ 300 a 400 pg/ml), et la forme cellulaire, moins soluble, retrouvée notamment dans la
MEC (Pankov and Yamada, 2002; To and Midwood, 2011). La FN plasmatique, qui n’est que peu
soumise a I'épissage alternatif, est principalement synthétisée par les hépatocytes et joue un role
important dans la cascade de coagulation sanguine. La FN cellulaire consiste quant a elle en un groupe
bien plus hétérogene d’isoformes relativement spécifiques a certains types cellulaires. Ce mécanisme
permet donc de générer différentes formes de FN aux propriétés plus ou moins exacerbées en termes
d’adhésion cellulaire, de liaison a des ligands spécifiques, et de solubilité en fonction du tissu, du stade
de développement ou des conditions matricielles.

Les FN plasmatiques et cellulaires se trouvent dans une conformation fermée et inactive, et
nécessitent une «activation » afin qu’elles puissent remplir leurs divers roles, et notamment la
formation d’'un réseau fibrillaire apportant un support structurel a la MEC (Geiger et al., 2001; Pankov
and Yamada, 2002; To and Midwood, 2011) (Figure 10). Cet état de compaction est maintenu par des
interactions électrostatiques intramoléculaires (Figure 10 A). Le dép6t de FN active dans la MEC
résulte de sa capture et / ou de sa synthése et de son assemblage séquentiel en fibrilles par les
cellules. Ce processus complexe débute par la liaison de la FN a des récepteurs de surface cellulaire
tels que des intégrines via son domaine N-terminal de 70kDa et ses domaines FNIII 9 et 10 (Figure 10
A, i et ii). Ces liaisons engendrent l'activation des intégrines en un état de plus haute affinité (Figure
10 A, iii) et leur association aux adhésions focales, permettant de surcroit la liaison de la FN a des
HSPG de surface cellulaire, a I'image du syndécan 2 (Figure 10 A, iv). L'ensemble des liaisons entre la
FN et ses récepteurs cellulaires permet un changement de conformation de la FN et son
« dépliement » en réponse a des tensions exercées par la cellule, ce qui rend accessibles des sites
cryptiques d’assemblage, en plus de ceux déja accessibles (Figure 10 B) (Geiger et al., 2001). Le
déroulement de la FN et I'exposition de sites cryptiques qui en résulte permet des nouvelles
interactions entre molécules de FN ce qui engendre la polarisation et I'élongation des fibrilles de FN,
donnant naissance a des réseaux en surface cellulaire et dans la MEC (Figure 10 C) (Pankov and
Yamada, 2002; To and Midwood, 2011). Les réseaux de FN jouent des réles structurels importants
notamment en régulant la composition de la MEC en collagenes I et I1], en fibrillines 1 et 2, fibulines,
laminines, tenascines,... Ces réseaux sont capables de séquestrer dans la MEC des facteurs de
croissance tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le TGF-3 associé aux protéines
LTBP (Latent TGF-B Binding Protein),... (To and Midwood, 2011), ce qui permet de les mobiliser
rapidement en cas de besoin et de réguler les voies de signalisation associées.
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Figure 9 : Structure de la fibronectine (FN) et de ses fragments.

La FN est composée de modules conservés : 12 modules FN de type | (ovales bruns), 2 de type Il (ronds jaunes) et 15
de type lll (carrés rouges), ainsi que de 3 modules de type lll soumis a I'épissage alternatif (carrés jaunes). Ces
modules interagissent avec divers protéines et récepteurs cellulaires (Ilégendes noires) et présentent certains sites
(accessibles ou cryptiques) d’interactions entre molécules de fibronectine (Iégendes rouges). Enfin, ces modules
forment les 3 domaines de la FN : le domaine N-terminal de 70kDa, le domaine central de liaison (CBD) et le domaine
C-terminal de 40kDA (Hepll) (To and Midwood, 2011).
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Figure 10 : Etapes de lafibrillogenése de la fibronectine (FN): initiation (A), déploiement (B) et
assemblage fibrillaire (C).

A. Linitiation de la fibrillogenése de la FN nécessite des interactions entre le domaine N-terminal 70kDa de la FN et des
récepteurs cellulaires incluant des intégrines (i), ainsi que des domaines FNIlllg.;0 avec lintégrine a5B1 (ii). Ces
interactions induisent I'activation des intégrines impliquées et leur passage a un état de haute affinité (iii), permettant la
liaison de la FN a des HSPG (iv). B. Ces interactions alliées aux tensions exercées par la cellule induisent un
dépliement des molécules de FN. C. L'exposition de sites cryptiques en plus de ceux déja accessibles favorise les
interactions intermoléculaires FN-FN et mene a la formation de fibrilles de FN. Les modules les plus importants sont
entourés d’un cercle (To and Midwood, 2011).

1.1.2.2. Les laminines

Les laminines constituent une famille de glycoprotéines hétérotrimériques principalement
retrouvées dans les membranes basales et dans certains compartiments mésenchymateux. Chacune
d’elles est constituée d'une chaine o, d'une chaine ( et d’'une chaine y qui s’assemblent via des
interactions hautement spécifiques entre leur domaine C-terminal, résultant en des structures

cruciformes (a 4 bras), en forme de Y (a 3 bras), ou en forme de tige (1 seul bras) (Figure 11)
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(Domogatskaya et al.,, 2012). A ce jour, 5 chaines a, 4 chaines B et 3 chaines y ont été recensées
(Mouw et al, 2014). Elles se combinent pour former 16 laminines en raison de distributions
tissulaires différentes des chaines qui les composent et d’interactions limitées entre elles (Theocharis
et al, 2016). La nomenclature des laminines repose sur leur composition en différentes chaines. Par
exemple, la laminine-111 (LM-111) est composée des chaines al, 1 et y1 alors que la LM-511 est
composées des chaines a5, 31 et y1 (Domogatskaya et al., 2012).

Les laminines possedent de multiples fonctions et régulent notamment les interactions entre
les cellules et la membrane basale / MEC en se liant a certains récepteurs cellulaires tels que des
intégrines, a des composants matriciels comme le collagene 1V, des protéoglycans,... (Domogatskaya et
al, 2012; Durbeej, 2010). Elles jouent donc un role dans des mécanismes tels que I'adhésion et la
migration cellulaires. Enfin, elles sont indispensables au développement embryonnaire précoce et a
I'organogenése (Durbeej, 2010).
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Figure 11 : Structure des laminines.

Les laminines sont composées d’'une chaine a, d’'une B et d’'une y qui s’assemblent en 16 combinaisons (connues a ce
jour) pour former des structures cruciformes, « en Y » ou cylindriques (Domogatskaya et al., 2012).

1.1.3. Protéoglycans

Les protéoglycans représentent un groupe particulier de glycoprotéines hautement
glycosylées dont les fonctions dérivent a la fois de la protéine mais aussi des GAG qui les composent.
IIs sont formés d'un axe protéique sur lequel des GAG sont liés de maniere covalente a un résidu
sérine (Figure 12). Ces GAG correspondent a des chaines linéaires composées de répétitions de
disaccharides comprenant un hexosamine, un N-acétyl galactosamine ou un acide glucuronique, plus
ou moins sulfatés. Il existe quatre GAG principaux qui participent a la formation des protéoglycans : la
chondroitine sulfate, le dermatan sulfate, le kératan sulfate et I’héparan sulfate (Theocharis et al.,
2016). Par ailleurs, les protéoglycans peuvent s’associer a l'acide hyaluronique pour former des
complexes de plusieurs centaines, voire milliers, de molécules.
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Figure 12 : Structure des protéoglycans.

(a) Les protéoglycans sont visibles en microscopie électronique. (b) Les protéoglycans, ici liés a I'’hyaluronate par des
protéines de liaison (cercles bleus), consistent en un axe protéique (mauve) sur lequel sont greffées une ou plusieurs
chaines de GAG (vert). (c) Les GAG sont des longues chaines polysaccharidiques composées d’'une répétition d’'unités
de disaccharides spécifiques, telles qu’illustrées pour le chondroitine sulfate, le kératan sulfate et I'acide hyaluronique.
Figure tirée de Pearson Education Inc. 2012.

Une part importante des fonctions biologiques des protéoglycans dérive des caractéristiques
biochimiques et hydrodynamiques de leurs GAG, notamment via un nombre variable mais le plus
souvent élevé de groupements sulfates et carboxyles. Ceux-ci, en raison de leur caractére hydrophile,
sont largement responsables de I'hydratation et de la turgescence des tissus conjonctifs, favorisant
ainsi la diffusion des ions et des petites molécules. Les protéoglycans conferent également aux tissus
conjonctifs leur résistance a la compression, en particulier dans le cartilage.

Les protéoglycans interagissent également avec de nombreux facteurs de croissance, des
cytokines, des chémokines matricielles, des récepteurs de surface cellulaire et des composants de la
MEC, par lI'intermédiaire de leur coeur protéique ou via les chaines latérales de leurs GAG (Theocharis
etal, 2016). IIs participent ainsi a diverses propriétés cellulaires telles que I'adhésion, la prolifération,
la migration, la différenciation et I'apoptose. Par leurs diverses interactions avec d’autres composants
de la MEC, les protéoglycans sont au centre des processus physio-pathologiques impliquant la
formation et le remodelage des tissus conjonctifs (Theocharis et al., 2016). Les protéoglycans sont
particulierement abondants dans les MEC du systéme nerveux central et dans le cartilage.

Les protéoglycans peuvent étre divisés en différentes classes et sous-classes sur base de leur
localisation cellulaire, de leur taille, de la composition de leurs chaines de GAG ou des propriétés de
leur corps protéique (Edwards, 2012; Schaefer and Schaefer, 2010; Theocharis et al., 2010) (Figure
13).

A ce jour, le seul protéoglycan intracellulaire connu est la serglycine (lozzo and Schaefer,
2015; Theocharis et al, 2016). Elle a été observée dans des granules de sécrétion de cellules
inflammatoires, notamment des mastocytes, ou elle participe au stockage de protéases jusqu’a leur
relargage en cas d'inflammation. Elle est également un acteur clé de la réponse inflammatoire chez les
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cellules endothéliales et son expression a été corrélée avec une agressivité accrue de certaines cellules
cancéreuses.

Les protéoglycans de surface cellulaire comprennent des protéoglycans transmembranaires
comme les syndécans et le bétaglycan, mais aussi des protéoglycans avec une ancre GPI (Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol) tels que les glypicans. Les syndécans sont impliqués dans une large gamme de
processus biologiques grice a leur capacité a lier de nombreux facteurs de croissance et a leur
interaction avec des récepteurs de type « tyrosine kinase » (lozzo and Schaefer, 2015). Suite a leur
clivage par des «sheddases », certains syndécans se retrouvent également dans I'environnement
péricellulaire ou ils participent a divers processus physiopathologiques, dont la promotion de la
croissance tumorale attribuée au syndécan-1 « soluble ». Le bétaglycan (ou récepteur de type III du
TGF-f3) est un protéoglycan transmembranaire exprimé ubiquitairement et qui agit comme co-
récepteur des membres de la famille des TGF-f3 (Iozzo and Schaefer, 2015; Theocharis et al., 2016).
Les glypicans sont liés a la membrane plasmique via une ancre GPI. Ils modulent I'activité de facteurs
de croissance et de cytokines comme le FGF (Fibroblast Growth Factor) ou Wnt (lozzo and Schaefer,
2015). IIs sont de plus impliqués dans le controle de la croissance tumorale et I'angiogenése.

Les protéoglycans péricellulaires sont fréquemment associés a la surface cellulaire par
I'intermédiaire d’intégrines ou d’autres récepteurs. Ils peuvent également étre intégrés dans les
membranes basales, tels le perlécan et I'agrine, ou les collagenes XVIII et XV (qui peuvent porter des
chalnes d’héparan ou de chondroitine sulfate). Il est intéressant de noter qu’en plus des fonctions
remplies par les molécules intactes, des fragments de dégradation peuvent étre doués d’activités
spécifiques, telles les propriétés anti-angiogéniques et angiostatiques de I'endorepelline (fragment du
perlécan) et de 'endostatine (fragment du collagene XVIII) (Iozzo and Schaefer, 2015).

Les protéoglycans extracellulaires représentent la classe de protéoglycans la plus
conséquente puisqu’elle compte 25 génes distincts (Theocharis et al., 2016), dont les hyalectans
(protéoglycans se liant a I'acide hyaluronique et aux lectines). Parmi les protéoglycans extracellulaires
figurent 'aggrécan, le versican, le neurocan et le brevican qui sont des composants structurels du
cartilage, des vaisseaux sanguins et du systéme nerveux central. Dix-huit SLRP (Small Leucine-Rich
Proteoglycans), exprimés de maniere quasi-ubiquitaire dans les MEC, présentent des fonctions
multiples et variées. Parmi ceux-ci figurent la décorine, le biglycan et le lumican. Les SLRP sont
impliqués dans l'assemblage des fibrilles de collagénes (Kalamajski and Oldberg, 2010) car ils
contiennent une région capable d'interagir avec les collagenes fibrillaires. A titre d’exemple, il a été
montré que la décorine se lie de maniere non covalente a la surface des fibrilles de collagenes et que
ses chaines latérales contribuent au contréle de la formation et de l'alignement des fibrilles de
collagéne (Theocharis et al., 2016). Enfin, trois testicans aussi appelés protéines SPOCK complétent la
classe des protéoglycans extracellulaires (Iozzo and Schaefer, 2015).
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Figure 13: Classes de protéoglycans basées sur leur localisation.

Le seul protéoglycan intracellulaire connu a ce jour est la serglycine. Les protéoglycans extracellulaires incluent les
hyalectans (aggrécan, versican, neurocan et brevican) qui s’associent avec l'acide hyaluronique dans la MEC, les SLRP
(Small Leucin Rich Proteoglycan) (décorine, biglycan, lumican,...) et les membres de la famille SPOCK (non
représentés). Les protéoglycans des membranes basales incluent, par exemple, le perlécan, I'agrin et le collagene
XVIII. Enfin, les protéoglycans associés aux cellules comprennent les syndécans qui sont transmembranaires et les
glypicans qui sont ancrés a la membrane plasmique via une ancre GPI (Edwards, 2012).
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1.14. Cellules

Les tissus conjonctifs peuvent comporter différents types cellulaires issus de différentes
origines embryonnaires, bien que généralement d’origine mésodermique. Ces cellules, qui sont
résidentes ou circulantes, peuvent remplir diverses fonctions comme la sécrétion des composants de
la MEC ou son remodelage. Elles peuvent aussi étre impliquées dans la réponse nerveuse,
inflammatoire ou immunitaire.

Les cellules circulantes voyagent entre les tissus conjonctifs et les vaisseaux sanguins afin de
déclencher notamment les réponses immunitaire ou inflammatoire en cas de besoin. Ces cellules
comptent notamment les lymphocytes, les neutrophiles, les éosinophiles,...

Les cellules résidentes passent quant a elles toute la durée de leur vie au sein des tissus
conjonctifs. Les principales cellules résidentes sont :

- Les fibroblastes (et myofibroblastes qui sont des fibroblastes activés) sont des cellules
mésenchymateuses non épithéliales et non immunes, noyées dans la MEC interstitielle (ou
occasionnellement localisées en périphérie des capillaires) mais qui ne sont pas associées a une
membrane basale (Kalluri, 2016). D’ordinaire quiescents, ils sont activés par diverses conditions
(réparation tissulaire, fibrose, progression tumorale,... par exemples) et développent alors un
phénotype sécrétoire. De ce fait, ils maintiennent (ou tentent de restaurer) '’homéostasie des
tissus conjonctifs en synthétisant les composants structuraux des MEC mais également des
cytokines, des enzymes de dégradation contribuant au renouvellement de ces matrices, ...

- Les cellules endothéliales sont impliquées dans la formation des vaisseaux sanguins et
lymphatiques.

- Les adipocytes permettent le dépét et la centralisation des graisses qui sont utilisées comme
réserve énergétique et contribuent a I'isolation thermique.

- Les ostéoblastes et chondroblastes sont spécifiques des tissus osseux et cartilagineux,
respectivement, et assurent leur formation via la sécrétion des éléments de leur MEC.

- Les mastocytes stimulent I'inflammation et la réponse aux allergénes via le relargage d’héparine
et d’histamine. De plus, ils contribuent a la dégradation et au renouvellement de la MEC en
activant des métalloprotéases (Krystel-Whittemore et al., 2015).

- Les macrophages sont des cellules dérivées des monocytes sanguins et sont impliqués dans
I’élimination des cellules endommagées mais aussi de tout matériel étranger au corps.

- Les dendrites et les axones des cellules neuronales ainsi que les cellules de Schwann constituent
quant a eux les éléments nerveux retrouvés dans les tissus conjonctifs et sont chargés de
transmettre I'information.

1.1.5. Interactions cellules-MEC

Les mécanismes d’adhésion cellulaire permettent aux cellules de s’attacher entre-elles ou a la
MEC, contribuant ainsi a I’ organisation cohérente en différents tissus et organes (Geiger and Yamada,
2011). L’ancrage des cellules a leur environnement est également un facteur déterminant dans
diverses voies de signalisation impliquées dans la régulation de la plupart des propriétés et fonctions
cellulaires  (prolifération, différenciation, migration, survie cellulaires, synthése de
macromolécules,...). La formation des adhésions cellulaires et leurs régulations sont en effet cruciales
au cours de 'embryogenése mais aussi pour les fonctions immunes, la réparation tissulaire,... Elles
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sont par ailleurs impliquées dans des processus pathologiques tels que la progression tumorale et la
formation de métastases. Ces interactions ne permettent pas uniquement l'organisation des cellules
en tissus fonctionnels mais également la transmission aux cellules adhérentes des informations
concernant leur environnement via la liaison de molécules diffusibles (facteurs de croissance,
cytokines,...) a certains récepteurs cellulaires, informations issues d’autres cellules adjacentes
(interactions cellule-cellule) ou provenant de la MEC (interaction cellule-ECM). Différents types
d’adhésions cellulaires ont été identifiés, dont les adhésions focales (localisées aux extrémités des
fibres d’actine), les adhésions fibrillaires (formées le long de fibrilles matricielles comme les fibrilles
de FN), les podosomes (des adhésions circulaires formées autour d'un faisceau d’actine et I'ancrant a
la membrane plasmique),... (Geiger and Yamada, 2011). La composition et la morphologie des
adhésions peuvent évoluer de maniere dynamique et varient selon le type cellulaire, la nature et la
rigidité de la MEC, et les intégrines présentes. En réponse aux informations issues de leur
environnement, les cellules peuvent remodeler la MEC en exprimant et sécrétant certains éléments
structuraux ou des enzymes de dégradation. Les adhésions cellulaires permettent donc un dialogue
réciproque et bidirectionnel entre les cellules et leur environnement.

Bon nombre de ces adhésions sont médiées par les intégrines qui jouent un réle central dans
leur formation, maturation et leur fonction étant donné que ces protéines forment la famille
principale de récepteurs permettant I'attachement entre les cellules et leur environnement.

Les intégrines sont des hétérodimeres composés d'une sous-unité a et d’'une sous-unité 3
associées de maniére non-covalente. Chez les vertébrés, 18 sous-unités a et 8 3 ont été recensées, et
forment 24 intégrines différentes aux distributions tissulaires variables (Campbell and Humphries,
2011). Un ligand peut souvent se lier a plusieurs intégrines différentes et une intégrine spécifique
peut généralement lier plusieurs ligands, mais avec une spécificité et une affinité définies par les sous-
unités qui la compose. Les ligands matriciels principaux comprennent notamment des collagénes, des
laminines, la fibronectine, la vitronectine et la fibrine. Chaque sous-unité des intégrines présente un
large domaine extracellulaire, une séquence transmembranaire et un domaine intracellulaire de taille
plus réduite. La liaison du domaine extracellulaire a son ligand est médiée par des séquences
spécifiques telles que le triplet RGD dans la fibronectine ou encore la séquence GFOGER dans le
collagene I (ou O représente une hydroxyproline) (Campbell and Humphries, 2011). La signalisation
initiée par l'interaction intégrine-ligand est alors transmise par le domaine intracellulaire vers le
cytosquelette d’actine par l'intermédiaire de complexes protéiques structuraux ou d’effecteurs, tels
que des kinases, capables d’initier une réponse cellulaire. Inversement, I'interaction de I'intégrine
avec son ligand, la formation de I'adhésion et la signalisation en aval permettent aux cellules non
seulement d’identifier et de reconnaitre la composition de la MEC environnante, mais également de
percevoir ses propriétés mécaniques et d’y réagir de maniere dynamique (Chiquet et al, 2003;
Deroanne et al., 2001; Lambert et al., 2001a; Lambert et al,, 2001b).

Ces voies de régulation ne sont pas exclusivement dépendantes des intégrines mais sont
interconnectées avec des voies dépendant d’autres récepteurs cellulaires, comme les récepteurs aux
facteurs de croissance. (Carragher and Frame, 2004; Comoglio et al., 2003; Manso et al., 2006; Serini
etal, 2006).

Les signaux chimiques et mécaniques de la MEC constituent donc des régulateurs importants
de la plupart des processus cellulaires (prolifération, migration, survie, différenciation, synthése
protéique,...) qui permettent aux cellules de s’adapter a leur environnement et, éventuellement, de le
remodeler.
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2. Enzymes protéolytiques

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui hydrolysent et clivent une
liaison établie entre deux acides aminés d’une chaine peptidique. Ce clivage est réalisé avec une
spécificité plus ou moins grande dépendant des acides aminés proches du site de clivage mais aussi de
la structure 3D du substrat. Présentant une grande diversité structurale, ces enzymes protéolytiques
sont impliquées dans de trés nombreuses fonctions s’étendant de la dégradation de la nourriture en
nutriments, jusqu'a des processus finement régulés comme la cascade de coagulation sanguine, la
maturation et le recyclage protéiques en passant par le remodelage tissulaire. Par le clivage spécifique
de certains substrats, elles peuvent également influencer le comportement et la survie cellulaires
(Lopez-Otin and Matrisian, 2007). Il existe chez 'humain 5 groupes distincts de protéases qui sont
caractérisés par la composition du site catalytique, et selon la présence d’'un acide aminé particulier
(les protéases a sérine, thréonine, cystéine, ou a acide aspartique/glutamique) ou d’un ion métallique
(les métalloprotéases).

Les métalloprotéases auxquelles s'intéresse particuliérement le présent travail font partie de
la superfamille des zincines qui sont caractérisées par la présence d'un atome de zinc dans leur site
catalytique. Les metzincines, une sous-famille des zincines, sont d'une importance prépondérante
pour 'homéostasie des tissus conjonctifs. Elles partagent une structure similaire caractérisée par une
séquence commune de liaison au zinc HExxHxxGxxH dans leur site catalytique (Gomis-Ruth, 2009;
Jones and Riley, 2005) et par la présence d'une méthionine cruciale pour la conformation
tridimensionnelle du domaine catalytique. Les metzincines peuvent elles-mémes étre divisées en
sous-familles (Gomis-Ruth, 2009):

- les astacines, qui participent a divers processus biologiques tels que la digestion, le
développement, la différenciation et le remodelage tissulaire.

- les serralysines, qui sont des facteurs de virulence sécrétés par des bactéries qui causent
notamment la méningite, I'endocardite, la peste, la pneumonie, certaines dermatites ou d’autres
maladies des tissus mous.

- les snapalysines, des metzincines bactériennes capables d’hydrolyser le lait.

- Les pappalysines, des protéines plasmatiques associées a la grossesse.

- les leishmanolysines, des protéases de surface cellulaire présentes chez la plupart des
protozoaires des genres trypanosome, plasmodium et sarcosytidié.

- les métalloprotéases matricielles (MMP), qui constituent la famille de métalloprotéases la plus
étudiée et qui sera détaillée ci-apres.

- les adamalysines, d’'une importance particuliére dans ce travail, seront également décrites plus en
détails par la suite.

2.1. Les métalloprotéases matricielles (MMP)

Les MMP, également appelées matrixines, sont des endopeptidases sécrétées ou liées a la
membrane plasmique. Elles partagent de nombreuses similarités en termes de structure, de
régulation et de fonction. Elles représentent les principales enzymes responsables du clivage et de la
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dégradation des composants de la MEC (Bonnans et al., 2014; Peng et al,, 2012). Outre cet aspect
primordial, il est maintenant clairement établi qu’elles sont essentielles dans divers processus
biologiques tels que le développement embryonnaire ou la morphogenése, notamment par
I'activation de multiples cytokines et par la libération de matrikines (des peptides actifs générés par
clivage de composants de la MEC). Elles sont également impliquées dans des processus pathologiques,
dont la fibrose, I'arthrite ou le cancer. La premiére MMP a avoir été découverte (il y a plus de 50 ans)
a été identifiée au cours d’'une étude recherchant I'’enzyme capable d’initier la dégradation du
collagéne (activité collagénase) lors de la résorption de la queue des tétards au cours de leur
métamorphose (Gross and Lapiere, 1962). La famille des matrixines mammaliennes se compose
aujourd’hui de 24 membres, dont 23 sont présents chez '’humain. Sur base de leur structure, les MMP
sont divisées en 4 sous-groupes principaux (dont certains sont encore subdivisés) : les gélatinases, les
MMP typiques (comprenant notamment les collagénases et stromélysines), les matrilysines et les
MMP activables par la furine comprenant notamment les MMP transmembranaires (Membrane Type
MMP, ou MT-MMP) et les MMP ancrées a la membrane (Brkic et al., 2015) (Figure 14). Du point de
vue structurel, le peptide signal, un propeptide (ou prodomaine) et le domaine catalytiques sont
présents dans toutes les MMP. Certains domaines, tel le site de liaison a la fibronectine ou le domaine
hémopexine sont également présents dans de nombreuses MMP alors d’autres ont une distribution
plus restreinte.

L’activité des MMP est régulée a plusieurs niveaux, probablement parce qu'une activation
constitutive et insuffisamment contrélée pourrait s’avérer déléteére. Ces régulations s’opérent au
niveau de I'expression génique mais également par I'intermédiaire du prodomaine qui maintient les
MMP sous une forme inactive (zymogene). En effet, un résidu cystéine, conservé au sein du
propeptide, a la capacité de lier I'atome de zinc présent dans le domaine catalytique, ce qui rend
I'enzyme inactive. Le clivage du prodomaine (ou la modification de cette cystéine) est donc nécessaire
pour permettre I'activation de I'enzyme, selon un mécanisme connu sous le nom de « cystein switch »
(Peng et al,, 2012). Un autre niveau de régulation dépend d’interactions s’établissant entre les MMP et
des inhibiteurs spécifiques tels que les TIMP (Tissue Inhibitor MetalloProteinase) qui s’y lient de
maniére non covalente (Brkic et al,, 2015; Peng et al., 2012). L’équilibre dynamique entre MMP actives
et inactives liées aux TIMP est ainsi crucial pour la régulation de la dégradation et du remodelage de la
MEC, mais aussi pour de nombreux processus cellulaires comprenant la prolifération, la migration,
I'adhésion et 'apoptose.
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Figure 14: Classification des MMP basée sur I’'organisation de leurs domaines.

Les MMP sont constituées de 4 sous-groupes principaux : les gélatinases, les matrilysines, les MMP typiques et les
MMP activables par la furine. La structure prototypique des MMP consiste en un peptide signal, un propeptide, un
domaine catalytique. Hormis les MMP7, 23 et 26, toutes les MMP contiennent également un site de liaison a la FN, un
domaine charniére et un domaine de type hémopexine. Les gélatinases se caractérisent par la présence de motifs
répétés de type fibronectine type Il alors que d’autres MMP partagent la particularité d’étre activables par un clivage
opéré par des proprotéines convertases telle la furine. Modifié d’aprés (Brkic et al., 2015).
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2.2. Les adamalysines

La famille des adamalysines comprend trois sous-groupes de protéases (Giebeler and Zigrino,
2016; Gomis-Ruth, 2009; Takeda, 2016):

- les métalloprotéases issues du venin de serpent, responsables des hémorragies et de la nécrose
faisant suite a une morsure.

- les ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinases)

- les ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin repeat)

221. Les ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinases)

A ce jour, 40 genes codant pour des ADAM ont été identifiés, dont une vingtaine chez ’humain
(Takeda, 2016; van Goor et al., 2009). Ces protéases présentent une structure conservée comprenant
un prodomaine, un domaine métalloprotéase, un domaine riche en cystéine, un domaine de
répétitions EGF-like (Epidermal Growth Factor), un domaine transmembranaire et une queue
cytoplasmique (Figure 15) (Giebeler and Zigrino, 2016). Un domaine disintegrin-like est également
présent, en référence a la séquence xCD, similaire a la séquence RGD des protéines capables d’adhérer
aux intégrines (excepté pour 'ADAM-15 qui possede bien la séquence RGD). Malgré leur classement
au sein des metzincines, il faut noter que plusieurs ADAM ne contiennent pas la séquence consensus
HExGHxxGxxHD responsable de la liaison du zinc et ne possédent donc probablement aucune activité
protéolytique (Giebeler and Zigrino, 2016; Takeda, 2016; van der Vorst et al., 2012). Des variations
d’épissage produisent des protéines aux localisations différentes, tantdét transmembranaire tant6t
extracellulaire, et modifieraient leur fonction.

Les ADAM sont impliquées dans de multiples processus tels que la migration, la fécondation
de I'ceuf par les spermatozoides, certaines voies de signalisation et les interactions entre cellules ou
avec la MEC via leur séquence xCD (ou RGD) et leur domaine riche en cystéine, capables d’interagir
avec les intégrines et certains protéoglycans (Giebeler and Zigrino, 2016; Takeda, 2016; van Goor et
al,, 2009). Elles ont aussi été mises en cause dans divers processus physio-pathologiques comprenant
I'inflammation, la fibrose, la dégénérescence neuronale et le cancer (van Goor et al,, 2009). Outre le
clivage de composants matriciels, cette activité protéolytique s’illustre aussi par le clivage de
domaines extracellulaires de protéines transmembranaires et de surface, dont des facteurs de
croissance, des molécules d’adhésion, des cytokines et leurs récepteurs. Comme pour les MMP,
I'activité des ADAM est réprimée par la présence du prodomaine (Giebeler and Zigrino, 2016) et
inhibée par des membres de la famille des TIMP. La fonction des ADAM catalytiquement inactives
reste quant a elle largement inconnue, avec des réles possibles dans le développement, 'adhésion et
les interactions cellulaires, et la régulation de signalisations cellulaires (Takeda, 2016; van Goor et al,,
2009).
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Figure 15: Structure des ADAM

La présence d’'un domaine métalloprotéase possédant la séquence consensus HEXGHxxGxxHD (HEx ...) permet une
activité protéolytiqgue, alors que les enzymes qui en sont dépourvues (« ... ») sont probablement catalytiquement
inactives. La plupart des ADAM présentent un motif de liaison xCD dans leur domaine disintegrin-like (un motif RGD
dans le cas de 'ADAM-15). SADAM : ADAM soluble. Tiré de (Giebeler and Zigrino, 2016).

2.2.2. Les ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase
with ThromboSpondin type 1 repeat)

La « superfamille » des ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin
type 1 repeat) fut découverte en 1997 lorsque ses deux premiers membres, les ADAMTS1 et
ADAMTS?2, furent respectivement identifiés par une équipe japonaise (Kuno et al., 1997) et par le
LBTC, notre laboratoire (Colige et al., 1997), de maniére quasi simultanée. Depuis, deux homologues
de 'ADAMTS2, les ADAMTS3 et 14 furent identifiées et caractérisées au sein du LBTC (Bekhouche et
al,, 2016; Colige et al.,, 2005; Colige et al., 2002; Janssen et al., 2016).

Aujourd’hui, les ADAMTS comptent 19 membres chez les mammiféeres (Figure 16), nommées
ADAMTS1 a 20, les ADAMTSS et 11 faisant référence a la méme protéine (Kelwick et al., 2015a). Ces
enzymes sont, au méme titre que les MMP et les ADAM, des membres de la superfamille des
metzincines et sont donc caractérisées par la présence d’'un résidu méthionine conservé proche du
site de liaison d’'un atome de zinc dans le domaine catalytique. Il s’agit d’enzymes sécrétées qui se
retrouvent chez tous les animaux multicellulaires mais qui n’ont pas encore été découvertes chez les
plantes ou les organismes unicellulaires.

La superfamille des ADAMTS comprend également 7 protéines ADAMTS-like (ADAMTSL).
Celles-ci résultent de I'expression de génes spécifiques et non de I'épissage alternatif de genes codants
pour certaines ADAMTS. Elles ne présentent aucune activité catalytique car elles sont dépourvues des
domaines aminoterminaux comprenant le domaine catalytique présent dans les ADAMTS. Elles
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contiennent en revanche les mémes domaines auxiliaires C-terminaux, notamment les domaines TSR1
(Apte, 2009; Le Goff and Cormier-Daire, 2011).

2.2.2.1. Structure

Au-dela du peptide signal qui leur est commun, les ADAMTS sont organisées en deux régions
principales. L'organisation de la « moitié » aminoterminale, constituée d'un prodomaine, d'un
domaine catalytique caractéristique des métalloprotéases et d'un domaine disintégrine-like, est
identique dans toutes les ADAMTS. En revanche, leur partie C-terminale, appelée également
« domaine auxiliaire » recéle plus de variations en termes de domaines de structures et de séquence,
ce qui explique I'hypothese selon laquelle cette région serait largement impliquée dans les
mécanismes régulant la spécificité de substrat et le positionnement correct du domaine catalytique
sur sa séquence cible (Figure 16) (Apte, 2009; Kelwick et al., 2015a; Stanton et al., 2011). Cette
variabilité structurelle, bien que conservant certaines similitudes, a permis la distinction de 8 groupes
d’ADAMTS aux fonctions spécialisées et qui représentent des sous-familles issue d’une évolution
différente de leurs membres (Figure 16) (Kelwick et al., 2015a; Stanton et al., 2011).

La spécificité au sein d'une sous-famille est notamment illustrée par les ADAMTS2, 3 et 14 qui
présentent une organisation identique et unique de leur domaine auxiliaire qui explique
probablement pourquoi elles sont les seules a posséder une activité aminoprocollagéne peptidase. A
I'inverse, de nombreuses ADAMTS clivent des protéoglycans alors qu’elles présentent toutefois une
grande diversité au niveau des domaines auxiliaires, ce qui démontre que les connaissances actuelles
de leur mode d’actions demeurent largement insuffisantes (Figure 16).
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Figure 16 : Organisation phylogénique et structure de la famille des ADAMTS

En plus d'un peptide signal commun, toutes les ADAMTS présentent une organisation identique de leur domaine
protéase N-terminal qui comprend le prodomaine, le domaine catalytique caractéristique des métalloprotéases et un
domaine disintégrine-like. En revanche, les ADAMTS peuvent étre différenciées et caractérisées sur base de leurs
activités et substrats spécifiques (s'ils sont connus) qui dépendent notamment de l'organisation variable de leur
domaine auxiliaire C-terminal. Ce domaine C-terminal comprend au minimum une répétition de type thrombospondine
de type 1 (TSR) (excepté pour TADAMTS4), un domaine riche en cystéines et un spacer, éventuellement agrémentés
d’autres domaines. Les protéoglycanases (ou aggrécanases) constituent un sous-groupe des ADAMTS capable de
cliver des protéoglycans, notamment I'aggrécan, malgré une composition variable de leur domaine auxiliaire.
L’ADAMTS13 est a ce jour la seule ADAMTS connue pour cliver le facteur de von Willebrand. Les ADAMTS2, 3 et 14
partagent une organisation identique avec une forte homologie de séquence. Elles sont caractérisées par la présence
de 3 TSR dans leur région C-terminale, d'un domaine procollagéne N-peptidase et d'un domaine PLAC (Protease and
Lacunin). Ce sont les seules ADAMTS connues pour avoir une activité aminoprocollagéne peptidase. Un autre groupe
d’ADAMTS caractérisé par la présence d’'un domaine mucine comprend les ADAMTS7 et 12. Ce domaine particulier

43



Introduction générale

leur confére le statut de protéoglycan. Selon des données toujours soumises a discussion, ces deux ADAMTS seraient
capables de cliver la protéine COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein). 6 ADAMTS réparties en 3 groupes sur base
de leur structure doivent encore étre caractérisées afin de définir leurs familles de substrats potentiels. Représentation
des enzymes faite a I'échelle. PLAC: Protease and Lacunin; CUB: Complément C1r/C1s, Uegf et BMP1; VWFCP: von
Willebrand factor-cleaving protease; GON-1: domaine similaire a celui retrouvé dans la protéine GON-1 chez C.
elegans. Adapté de (Kelwick et al., 2015a; Stanton et al., 2011).

2.2.2.1.1. Domaine protéase N-terminal

Faisant suite au peptide signal, on considere que le domaine protéase N-terminal est constitué
du propeptide, du domaine catalytique métalloprotéase et d'un domaine disintégrine-like (Figure
16).

- Le propeptide ou prodomaine, d'une longueur variable, maintient la plupart des ADAMTS sous
forme de zymogene inactif. Leur activation résulte du clivage de ce propeptide par des enzymes de
la famille des proprotéine convertases comprenant notamment la furine (Malfait et al.,, 2008;
Stanton et al,, 2011; Wang et al., 2004). Ce clivage intervient sur une séquence consensus riche en
acides aminés basiques qui marque ainsi la limite entre le prodomaine et le domaine catalytique.
Méme si aucune preuve directe de « cysteine switch » n’a été apportée a ce jour, le clivage de ce
domaine est requis pour l'activation des ADAMTS (a I'exception de ’TADAMTS13).

- Le domaine catalytique métalloprotéase de toutes les ADAMTS présente une forte homologie et
contient la séquence consensus HExxHxxGxxH commune aux metzincines. Contrairement aux
ADAM, cette séquence est intacte dans toutes les ADAMTS qui ont donc toutes potentiellement
une activité catalytique (Barrett et al., 2012). Les trois résidus histidine (H) de cette séquence
permettent de coordonner 'atome de zinc essentiel a la bonne conformation du site actif, alors
que le résidu G autorise le repliement de la poche catalytique et que le résidu E est responsable de
'activité catalytique (Jones and Riley, 2005). Une méthionine conservée est présente en aval du
site actif, ce qui permet une boucle « met-turn » similaire a celle décrite pour les MMP et cruciale
pour la conformation correcte du site catalytique (Barrett et al., 2012).

- Le domaine disintégrine-like qui fait suite au domaine métalloprotéase est homologue au domaine
disintégrine des ADAM mais présente une signature différente en cystéines. Il n’y a cependant a ce
jour aucune preuve de I'interaction directe des ADAMTS avec des intégrines par I'intermédiaire de
ce domaine, alors que cela a été référencé pour certaines ADAM (Przemyslaw et al., 2013). Le
domaine disintégrine-like semblerait plutét faire fonctionnellement partie du domaine protéase et
serait impliqué dans la fonction catalytique (Gerhardt et al., 2007).

2.2.2.1.2. Domaine auxiliaire C-terminal

Le nombre et la nature des domaines qui composent le domaine auxiliaire des ADAMTS sont
variables, ce qui a permis leur classification en sous-familles (Figure 16). On retrouve notamment, de
sa région la plus N-terminale vers son extrémité C-terminale :

- Un ou plusieurs motif(s) TSR (Thrombospondin type 1 repeat), ce qui différencie les ADAMTS des
autres métalloprotéases. Les domaines TSR sont répartis sur deux régions. Toutes les ADAMTS
comprennent un unique domaine TSR (dit TSR central) dans la partie N-terminale du domaine
auxiliaire. En revanche, le nombre de TSR varie dans la région C-terminale, allant de 0 pour
I’ADAMTS4 a 13 pour les ADAMTS9 et 20 (Figure 16). Ces TSR sont organisés de maniere
ininterrompue, ou sont séparés en blocs par des séquences peptidiques non structurées
(ADAMTS9 et 20), voire méme par un domaine mucine-like (ADAMTS7 et 12). Contrairement au
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TSR central, les TSR C-terminaux présentent une forte variabilité de séquence méme s’ils
conservent leur signature en Trp et Cys (Barrett et al., 2012). Certaines TSR contiennent des sites
de liaison aux protéoglycans ou des sites d’attachement cellulaire (via le CD36 par exemple)
(Tortorella et al., 2000a). Ceci suggére des interactions préférentielles avec les GAG ou une
localisation en périphérie cellulaire pour les ADAMTS qui les possedent, participant ainsi a la
détermination de substrats et de fonctions spécifiques. Ce type de domaine est présent dans
différentes familles de protéines (Tucker, 2004) et permet des interactions moléculaires ainsi que
certains mécanismes tels que la liaison a ’héparine, 'activation de la forme latente du TGF-3,
I'adhésion cellulaire et I'inhibition de I'angiogenése (Sipes et al., 1993).

Un domaine riche en cystéines suit le TSR central et présente une forte homologie au sein des
ADAMTS. Dans les ADAMTS2 et 13, ce domaine comprend une séquence RGD qui permettrait a ces
enzymes d’interagir avec des intégrines (Colige et al., 1997).

Un « spacer » de longueur variable suit le domaine riche en cystéines. Ses fonctions, a I'instar de
celles du domaine riche en cystéines, restent relativement peu définies mais il pourrait jouer un
roéle dans l'interaction entre 'ADAMTS et son substrat (Colige et al., 2004; Fushimi et al., 2008;
Majerus et al.,, 2005) puisque l'activité enzymatique diminue drastiquement en son absence, au
méme titre que ce qui a été montré pour le domaine riche en cystéines (Ai et al., 2005; De Maeyer
etal, 2010; Soejima et al., 2003).

Différents domaines additionnels sont également présents en fonction du groupe d’ADAMTS
concerné. Leur présence ou absence permet notamment la distinction entre les différents groupes
d’ADAMTS :

o GON-1 est un domaine présent dans les ADAMTS9 et 20 (sauf dans le variant principal
d’épissage de 'ADAMTS20). Son nom est tiré de la protéine GON-1, une ADAMTS
orthologue chez C. elegans ou elle est nécessaire au développement des gonades. Elle
semblerait impliquée dans la dégradation des membranes basales et dans certaines
étapes de la morphogenese (Blelloch and Kimble, 1999; Somerville et al.,, 2003).

o Le domaine PLAC (Protease and Lacunin) est présent dans la partie C-terminale des
ADAMTS 2, 3, 6,7, 10,12, 14, 16, 17, 18, et 19, ainsi que dans certaines ADAMTSL et
proprotéine convertases. Ce domaine fut initialement découvert dans l'extrémité C-
terminale de la protéine matricielle lacunine (Nardi et al, 1999). Il est notamment
caractérisé par une séquence consensus comprenant 6 cystéines. Sa fonction et sa
structure tridimensionnelle restent inconnues a ce jour (Barrett et al,, 2012).

o Le domaine PNP (Procollagéne N-Propeptidase) est présent dans les ADAMTS2, 3 et
14 a leur extrémité C-terminale et englobe leur domaine PLAC (Colige et al.,, 2005).

o L’ADAMTS13 est la seule a comporter deux domaines CUB (pour Complement
Clr/C1ls, UEGF, BMP1) (Zheng et al,, 2001). Ce type de domaine, relativement fréquent
dans certaines familles de protéases, est retrouvé quasi exclusivement dans des
protéines extracellulaires (ou associées a la membrane plasmique), dont la majorité
sont associées au développement (Bork and Beckmann, 1993). Dans le cas de
I’ADAMTS13, ils ne semblent pas étre impliqués dans l'activité catalytique car un
variant sans domaine CUB présente une activité enzymatique normale (Zheng, 2013).
En revanche ils sont nécessaires a la liaison de '’ADAMTS13 au facteur de von
Willebrand (Zander et al.,, 2015).

o Un domaine mucine-like (domaine protéoglycan) est également présent entre les
domaines TSR4 et 5 chez les ADAMTS7 et 12. Ce domaine permet 'attachement de
chaines chondroitine sulfate, ce qui confére a ces ADAMTS le statut de protéoglycan
(Somerville et al., 2004b).
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2222, Maturation et régulations de l’activité
enzymatique

Tout comme les MMP et les ADAM, les ADAMTS sont exprimées sous forme de zymogéne
inactif (pour la plupart d’entre elles). Le prodomaine est excisé au cours du processus de sécrétion,
notamment par des enzymes de la famille des proprotéines convertases, générant ainsi une forme
active de I'enzyme. Certaines pro-enzymes, comme I’ADAMTS9, peuvent néanmoins étre résistantes a
ce type de maturation intracellulaire et sont activées en surface cellulaire (Koo et al., 2006, 2007).

Bien que le clivage du propeptide résulte généralement en I'activation des ADAMTS, il arrive
qu’il induise au contraire une diminution de I'activité de la proprotéine déja active. Par exemple, le
clivage du propeptide de 'ADAMTS13 n’est pas nécessaire pour le clivage du facteur de von
Willebrand (Majerus et al., 2003). De méme, I'excision du prodomaine de 'ADAMTS9 par la furine
réduit son activité protéolytique sur le versican (Koo et al., 2006, 2007).

L’activité des ADAMTS peut aussi étre modulée par protéolyse de leur extrémité C-terminale.
Une activité catalytique accrue a ainsi été observée lors du clivage de domaines auxiliaires des
ADAMTS4 (Kashiwagi et al.,, 2004), ADAMTS13 (Zheng et al., 2003) et ADAMTS2 (Colige et al., 2005).
Il est également possible que des clivages protéolytiques similaires réduisent ou inhibent I'activité
d’autres ADAMTS, méme si cette hypothese doit encore étre confirmée expérimentalement. Que la
protéolyse active ou inhibe les ADAMTS, elle peut étre soit autocatalytique (Colige et al., 2005;
Flannery et al., 2002) ou résulter de I'activité d’autres enzymes (Gao et al., 2004). A noter que ce type
de protéolyse modifie probablement la spécificité des enzymes dans la reconnaissance de leurs
substrats et dans la localisation des enzymes ou leurs interactions puisque le domaine auxiliaire est
impliqué dans ces processus (Kuno and Matsushima, 1998).

A ce jour, peu d’inhibiteurs endogénes des ADAMTS ont été recensés, a 'image de TIMP3 et de
I'a2-Macroglobuline (Lin and Liu, 2010; Luan et al., 2008; Tortorella et al., 2004; Wang et al., 2006). La
papiline, une ADAMTSL, s’est montrée efficace pour inhiber 'ADAMTS2 in vitro (Kramerova et al,
2000). De maniére analogue, il a été suggéré que les ADAMTSL en général pourraient aussi jouer un
réle inhibiteur / régulateur des ADAMTS en raison de 'homologie structurelle de leurs domaines
auxiliaires et de leur capacité a interagir avec des composants matriciels (Apte, 2009; Kelwick et al,
2015a). Récemment, la recherche dans la lutte contre I'ostéoarthrite rhumatoide s’est intéressée a
I'inhibition des aggrécanases ADAMTS4 et 5 par utilisation de molécules naturelles ou synthétiques
tels que l'acide hyaluronique, le polysulfate de pentosan de calcium (un composé de synthése) ou la
nobilétine (un composé présent dans I'écorce de certains fruits de la famille des citrus) (Lin and Liu,
2010).

2.2.2.3. Fonctions physio-pathologiques des ADAMTS et
ADAMTSL

Bien que certaines fonctions et substrats des ADAMTS aient été identifiés (Tableau 5), il est
vraisemblable que cette liste va s’allonger considérablement compte tenu de la récente découverte de
cette famille d’enzymes et des nouveaux progres technologiques dans le cadre de la caractérisation
des interactions entre protéines et de la recherche de substrats de protéases.
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ADAMTS Substrat(s) identifié(s)
Aggrécan (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002), Versican (Sandy et al.,
ADAMTS1 2001), Tissue Factor Pathway Inhibitory 2 (Torres-Collado et al., 2006),

(Kuno et al., 1997)

Nidogénes 1 et 2 (Canals et al.,, 2006), TSP1 et 2 (Lee et al., 2006),
Syndécan-4 (Rodriguez-Manzaneque et al., 2009)

ADAMTS2
(Colige et al, 1997) Procollagenes de types I-1I-111-V (Colige et al., 2005)
ADAMTS3 Procollagénes de types I-1I (Fernandes et al., 2001; Le Goff et al., 2006),

(Fernandes et al., 2001)

proVEGF-C (Jeltsch et al., 2014); Janssen et al., 2016)

ADAMTS4
(Tortorella et al., 1999)

Aggrécan (Tortorella et al.,, 2000b), Brévican (Nakamura et al., 2000),
Versican (Sandy et al,, 2001),

Décorine (Kashiwagi et al., 2004), Biglycan (Melching et al., 2006),
Fibromoduline (Kashiwagi et al., 2004), COMP (Dickinson et al., 2003),
Transferrine carboxyméthylée (Kashiwagi et al., 2004), a2-macroglobuline
(Tortorella et al., 2004), matriline 3 (Hills et al., 2007)

ADAMTSS
(Abbaszade et al., 1999;
Hurskainen et al., 1999)

Aggrécan (Tortorella et al.,, 2002), Versican (Longpre et al., 2009), Brévican
(Held-Feindt et al., 2006),

Décorine (Gendron et al., 2007), Biglycan (Melching et al., 2006),
Fibromoduline (Gendron et al., 2007), a2-macroglobuline (Tortorella et al.,
2004)

ADAMTS6
(Hurskainen et al., 1999)

Inconnu

ADAMTS7
(Somerville et al., 2004b)

a2-macroglobuline (Somerville et al., 2004b), Granulin epithelin precursor
(Bai etal, 2009a), COMP (Liu et al., 2006a),

ADAMTSS
(Vazquez et al., 1999)

Aggrécan (Collins-Racie et al., 2004)

ADAMTS9
(Somerville et al., 2003)

Aggrécan (Somerville et al., 2003), Versican (Somerville et al., 2003)

ADAMTS10
(Somerville et al.,, 2004a)

Inconnu

ADAMTS12
(Caletal., 2001)

COMP (Liu et al., 2006b)

ADAMTS13
(Zheng et al,, 2001) Facteur de von Willebrand (Zheng et al., 2001)
ADAMTS14
(Colige et al,, 2002) Procollagenes de types I-11I (Colige et al., 2002)
ADAMTS15
(Cal et al, 2002) Aggrécan (Kevorkian et al., 2004)
ADAMTS16
(Cal et al,, 2002) Aggrécan (Zeng et al., 2006), a2-macroglobulin (Gao et al., 2007)
ADAMTS17
(Cal et al,, 2002) Endothelial protein C receptor shedding(Kutz et al.,, 2011)
ADAMTS18
Aggré Z tal., 2006
(Cal et al,, 2002) ggrecan (Zeng eta )
ADAMTS19 Inconnu
(Cal etal., 2002)
ADAMTS20

(Somerville et al.,, 2003)

Versican (Silver et al,, 2008)

Tableau 5: Substrats identifiés des ADAMTS
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Génotype

Phénotype

Adamts1-/-
(Mittaz et al., 2004; Shindo
etal, 2000)

- Retard de croissance

- Environ 50% de létalité postnatale

- Anomalies urologiques et des surrénales
- Diminution de la fertilité des femelles

Adamts1/- /4 /-

- Anomalies urologiques associées a 95% de 1étalité postnatale

Adamts2/-
(Lietal, 2001)

- Fragilité cutanée
- Stérilité masculine

Adamts2/- / 14/~ (Dupont
etal, 2018)

- Phénotype de 'Adamts2/-aggravé par le développement de 1ésions
épidermiques

Adamts37/-(Janssen et al.,
2016)

- Létal au jour embryonnaire 14.5 (description détaillée en Annexe 1 de ce
manuscrit)

Adamts4/-
(Glasson et al., 2004)

- Pas de phénotype apparent
- Diminution du clivage du versican lors de 1ésions de la moelle épiniere

Adamts57/-

(Dupuis et al,, 2011;
Glasson et al., 2005;
McCulloch et al., 2009)

- Syndactylie a faible pénétrance

- Valve cardiaque myxomateuse

- Diminution des lésions d’ostéoarthrite apres induction d’une instabilité
articulaire (modele d’ostéoarthrite)

- Diminution du clivage du versican lors de la myogenese

- Accumulation d’aggrécan et fonction des tendons altérée

- Altération du dépot de collagéne dans des modéles de cicatrisation de la peau

Adamts4-/-/57/-
(Majumdar et al., 2007)

- Diminution des lésions d’ostéoarthrite apres induction d’une instabilité
articulaire (modele d’ostéoarthrite)

Adamts7/-

- Réponse altérée en cas de 1ésions vasculaires

Adamts9/-
(Enomoto et al., 2010)

- Létal au jour embryonnaire 7.5

Adamts9+/-
(Kern etal., 2010; Koo et
al.,, 2010)

- Anomalies cardiaque et aortique
- Néovascularisation spontanée de la cornée

Adamts9+/- /57
(McCulloch et al., 2009)

- Syndactylie a haute pénétrance

Adamts9+/-/207/
(Enomoto etal., 2010;
McCulloch et al., 2009;
Silver et al., 2008)

- Taches blanches dans le pelage plus étendues que pour 'Adamts20/-
- Syndactylie a pénétrance compléte
- Fente labio-palatine

Adamts9+/-/20*/- - Fermeture du palais retardée
(Enomoto et al., 2010)
Adamts127/- - Sensibilité élevée a la croissance tumorale et a I'angiogenése

(El Hour et al., 2010)

- Augmentation de I'inflammation et retard de guérison aprés induction de
colite, de sepsis endotoxique et de pancréatite

- Augmentation de I'inflammation bronchique et hypersensibilité allergique
dans des modéles de pathologies des voies respiratoires

Adamts137/-
(Motto et al.,, 2005)

- Thrombocytopénie chez les souches de souris avec un taux élevé de vWF
plasmatique

- Syndrome ressemblant a un purpura thrombocytopénique thrombotique

- Infarctus plus large aprés une occlusion partielle de 'artére coronaire gauche

Adamts147/-(Dupont et al.,
2018)

- Pas de phénotype évident

Adamts167- (rat)
(Kelwick et al., 2015a)

- Pression systolique réduite
- Infertilité et cryptorchidie des males

Adamts187- - Cataracte
- Masse graisseuse corporelle réduite
Adamts20-/- - Taches blanches dans le pelage

(Enomoto et al., 2010;

- Syndactylie a faible pénétrance
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McCulloch et al., 2009; - Retard de fermeture du palais
Silver et al., 2008)

Adamts57//207/ - Syndactylie a pénétrance compléte
(McCulloch et al., 2009)

Tableau 6 : Modéles de souris déficientes en ADAMTS et phénotypes associés (Dubail and Apte,
2015; Kelwick et al., 2015a)

Sur base des modeles murins existants (Tableau 6) et de I'étude de certaines pathologies
héréditaires chez I'humain (Tableau 7), il est clair que les ADAMTS sont impliquées dans une
multitude de processus physiopathologiques qui comprennent I'homéostasie des tissus conjonctifs, la
coagulation, I'arthrite, 'angiogenése ou encore la migration cellulaire. L’établissement d’un inventaire
de leurs substrats permettrait donc d’appréhender plus aisément leurs diverses fonctions.

Principales \ A B
. . . . . Gene associé a un
Enzyme Fonction Maladie humaine | manifestations ; L
. . phénotype similaire
cliniques
ADAMTS2 Procollagene | Syndrome d’Ehlers- Peau fragile, hernie
N Danlos de type ombilicale, ecchymoses
propeptidase | dermatosparactique | fréquentes
(VIIQ)
ADAMTS10 | Inconnue Syndrome de Weill- Stature et membres courts, FBN1
Marchesani (WMS) peau épaisse, ankylose
articulaire, dislocation du
cristallin
ADAMTS17 | Inconnue WMS-like Petite taille, dislocation du FBN1
cristallin
ADAMTS13 | Clivage du Purpura Thrombose des capillaires
facteur de Thrombocytopénique | etartérioles (coeur,
von thrombotique cerveau, rein)
Willebrand
ADAMTSL2 | Inconnue Dysplasie Stature et membres courts, | FBN1
géléophysique peau épaisse, ankylose
articulaire, maladie des
valves cardiaques
ADAMTSL4 | Inconnue Ectopie du cristallin Dislocation du cristallin FBN1

Tableau 7 : Implication des ADAMTS et ADAMTSL dans des maladies génétiques humaines. Tiré de
(Le Goff and Cormier-Daire, 2011).

2.2.2.3.1. Les ADAMTS2, 3 et 14 : aminoprocollagéne
peptidases

Le groupe des aminoprocollagéne peptidases comprend les ADAMTS2, 3 et 14. Il revét une
attention particuliére pour notre laboratoire et constitue le théme principal de ce travail
Historiquement, I'intérét pour 'TADAMTS2 remonte au début des années 1970, dans le cadre de I'étude
d’'une maladie génétique rare apparue chez le bovin en Belgique au cours d’'un programme de
croisement visant a générer une race caractérisée par une masse musculaire élevée. Les animaux
touchés par la maladie baptisée dermatosparaxie présentaient une peau extrémement fragile (Lapiere
etal,, 1971; Lenaers et al,, 1971). Des analyses du derme en microscopie électronique démontrerent la
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présence de fibrilles de collagéne anormales et désorganisées résultant de 'accumulation de collagene
de type I et Il ayant conservé leur aminopropeptide. L'incubation du collagene extrait du derme
d’animaux dermatosparactiques avec un extrait de peau normale résultant en un clivage de
I'aminopropeptide du collagéne, il fut suggéré que la pathologie résultait de 'absence d’une activité
«aminoprocollagene peptidase ». Une avancée importante fut la détermination d’'une partie de la
séquence en acides aminés de I'enzyme responsable de cette activité (Colige et al., 1995), ce qui
permit la création de sondes et d’amorces utilisées pour cloner le cDNA bovin puis humain (Colige et
al., 1999). Conformément a une nouvelle nomenclature établie a cette époque (Kuno et al.,, 1997),
cette aminoprocollagene peptidase fut baptisée ADAMTS2.

Deux autres enzymes démontrant une activité aminoprocollagéne peptidase furent ensuite
décrites : les ADAMTS3 et 14. La premiére référence indirecte a 'ADAMTS3 résulte du clonage d'un
cDNA humain (KIAA0366) qui présentait de fortes similarités de séquence avec 'ADAMTS2 (Nagase
et al,, 1997), bien que 'activité N-endopeptidase de la protéine codée ne fiit démontrée que quelques
années plus tard (Fernandes et al, 2001). L’ADAMTS14 fut quant a elle clonée par trois équipes
différentes (Bolz et al., 2001; Cal et al., 2002; Colige et al., 2002). Son activité et son profil d’expression
furent caractérisés, démontrant une faible mais réelle activité N-procollagéne peptidase in vitro
(Colige etal., 2002).

L’ADAMTS?2 est impliquée dans le clivage de 'aminopropeptide du collagéne de type I dans la
peau (Colige et al., 2004; Colige et al.,, 1999) mais elle est également capable d’exciser le propeptide
aminoterminal des procollagenes de types II, Il et V (Colige et al., 2005; Fernandes et al., 2001; Le
Goff et al,, 2006; Wang et al., 2003). Les ADAMTS3 et 14 présentent quant a elles une activité in vitro
sur les procollagenes de types [, II et IIl pour 'ADAMTS3 (Fernandes et al., 2001; Le Goff et al., 2006),
et de type I pour 'ADAMTS14 (Colige et al.,, 2002). De plus, 'ADAMTS3 est co-exprimée avec le
collagene de type Il dans le cartilage et avec le collagene de type I dans les os et les tissus musculo-
tendineux au cours du développement chez la souris (Le Goff et al, 2006), suggérant une action
spécifique in vivo sur ces collagenes. L’ADAMTS14 ne présente pas une expression spécifique de
certains tissus au cours du développement mais est co-exprimée avec 'ADAMTS2 dans le derme
mature. Enfin, 'TADAMTS2 est co-exprimée dans de nombreux tissus avec le collagéne de type III.

Outre la mutation entrainant une perte d’activité de I'ADAMTS2 a l'origine de la
dermatosparaxie bovine, plusieurs altérations (délétions, codons stop prématurés) du géne humain
ont été identifiées et sont a I'origine du syndrome d’Ehlers-Danlos (EDS) de type dermatosparactique
chez 'homme (précédemment connu sous le nom d’EDS de type VIIC) (Colige et al., 1999; Nusgens et
al,, 1992). Cette maladie rare est caractérisée par une fragilité extréme de la peau, des ecchymoses
fréquentes, une hernie ombilicale et un facies caractéristique (micrognathie, cedéme des paupieres,
fontanelle large, sclérotique bleue) (Colige et al., 2004; Malfait et al., 2004). Comme chez le bovin, elle
résulte d'un déficit de clivage de 'aminopropeptide des procollagénes de types I et III, dont la
persistance perturbe I'assemblage correct des fibrilles et fibres de collagéne dans le derme.

Les souris homozygotes ADAMTS2 knockout (Adamts2/) présentent les mémes
caractéristiques phénotypiques que la dermatosparaxie chez '’humain et le bovin, en particulier une
extréme fragilité de la peau alors que les autres tissus riches en collagénes, tel que 'os et les tendons,
semblent normaux (Li et al.,, 2001). A la naissance, les nouveau-nés Adamts2/- sont normaux. Leur
peau n’est pas particulierement fragile et les fibres de collagenes ont une morphologie normale
suggérant que d’'autres ADAMTS, peut-étre I'ADAMTS3 et/ou I'’ADAMTS14, pourraient étre
responsables du clivage du procollagene de type I durant la vie embryonnaire et au cours des
premiers jours aprés la naissance. En appui de cette hypothese, notre laboratoire a montré que les
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ADAMTS2, 3 et 14 possedent une expression tissulaire spécifique durant I'’embryogenése chez la
souris (Le Goff et al,, 2006). Seule TADAMTS3 a été identifiée comme étant significativement exprimée
dans les tissus riches en collagenes de type I et de type II, alors que I'expression de 'ADAMTS2 est
plus particuliérement associée avec I'expression du collagéne de type IlI, comme dans le poumon ou
l'aorte par exemple. En revanche, TADAMTS14 n’est pas significativement détectée par hybridation in
situ chez I'embryon. Un autre phénotype notable des souris Adamts2+/- est la stérilité des males. Celle-
ci résulte d’événements toujours inexpliqués mais dont on sait qu’ils surviennent quelques semaines
apres la naissance puisque les testicules semblent normaux a I'dge de 2 semaines mais sont fortement
altérés 2 semaines plus tard ((Li et al., 2001) et observations personnelles).

Du polymorphisme dans le géne de TADAMTS?2 est par ailleurs associée a un facteur de risque
de lésion du tendon d’Achille (El Khoury et al, 2013) et d’accidents vasculaires cérébraux
pédiatriques (Arning et al., 2012) et chez I'adulte (Arning et al., 2016). L'expression de 'ADAMTS2
participerait également a I'établissement de la cirrhose du foie chez I'humain via sa participation a la
formation des fibres de collagéne et la régulation de la voie du TGF- (Dong et al.,, 2013). Il a d’ailleurs
été démontré au sein du LBTC que la fibrose hépatique était significativement réduite chez les souris
Adamts27/- (Kesteloot et al., 2007). Enfin, notre laboratoire a aussi mis en évidence un réle anti-
angiogéne et anti-tumoral de 'ADAMTS2 in vitro et in vivo via un mécanisme indépendant de son
activité catalytique (Dubail et al., 2010).

A l'aide d’'un modele de souris déficientes, notre laboratoire a récemment identifié ' ADAMTS3
comme acteur indispensable de la lymphangiogenése. Les souris hétérozygotes (Adamts3*) sont
viables et fertiles alors que les embryons homozygotes Adamts3~/- meurent au jour 15 de gestation. Ils
présentent un lymphcedéme cutané important (et particulierement au niveau dorsal), des vaisseaux
sanguins anormaux dans le placenta et une dégénérescence progressive du foie alors que la
maturation des collagénes fibrillaires semble normale. Le LBTC a montré que ce phénotype spécifique
chez les embryons Adamts3-/- résulte de 'absence de maturation par '’ADAMTS3 du pro-VEGF-C en
VEGF-C actif capable d’interagir avec ses récepteurs. Ces résultats sont détaillés dans la publication en
annexe 1: « ADAMTS3 activity is mandatory for embryonic lymphangiogenesis and regulates
placental angiogenesis ».

Peu de données concernant 'ADAMTS14 sont actuellement disponibles. Des études
d’association génétique semblent I'impliquer dans l'ostéoarthrite du genou (Poonpet et al, 2013;
Rodriguez-Lopez et al, 2009) et dans la sclérose en plaque (Goertsches et al, 2005). Un
polymorphisme particulier a également été corrélé a une susceptibilité accrue a développer divers
cancers, notamment du foie (Sheu et al.,, 2017) et de la cavité orale (Su et al., 2016). 1l faut cependant
préciser qu'aucune étude fonctionnelle n’a encore confirmé ces corrélations. Les souris homozygotes
déficientes en ADAMTS14 (Adamts14+/-) créées par notre laboratoire ne présentent cependant aucun
phénotype particulier évident (Dupont et al, 2018). La double délétion de 'ADAMTS2 et de
I’ADAMTS14 cause cependant, outre la fragilité cutanée liée a l'absence de I'ADAMTS2, le
développement vers I'dge de 3 mois de 1ésions épidermiques réminiscentes de la dermatite atopique
et résultant de dysfonctions immunitaires (Dupont et al., 2018).

2.2.2.3.2. Les ADAMTS 1,4, 5,8 et 15 : aggrécanases

Les ADAMTS 1, 4, 5, 8 et 15 doivent leur nom initial d’ « aggrécanases », puis plus tard, de
« hyalectanases » et de «protéoglycanases» a leur capacité a cliver divers protéoglycans tels
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I'aggrécan, le versican, le brevican, des SLRP, des syndécans, la décorine et le biglycan, mais aussi la
fibromoduline et la protéine COMP (Tableau 5) (Dancevic et al, 2013; Longpre et al., 2009;
Rodriguez-Manzaneque et al., 2002; Sandy et al., 1991).

Les souris déficientes en ADAMTS1 présentent une mortalité périnatale d’environ 50% et les
souris survivantes présentent de nombreuses anomalies telles qu'un retard de croissance, des
atteintes uro-génitales et une stérilité des femelles (Mittaz et al., 2004; Shindo et al., 2000; Shozu et al,,
2005). Les propriétés anti-angiogéniques attribuées a 'ADAMTS1 ont été mises en lien avec la
présence de ses domaines TSR mais aussi avec son activité catalytique (Rodriguez-Manzaneque et al.,
2015). ’ADAMTS1 a également été référencée comme inhibitrice de la lymphangiogenése in vitro
(Inagaki et al, 2014). Elle semble aussi essentielle au renouvellement du versican durant le
développement cardiaque chez l'embryon (Stankunas et al, 2008). Enfin, notre laboratoire a
également montré une implication de '’ADAMTS1 dans le controle de 'accumulation du versican dans
les valves mitrales en cas de dégénérescence myxoide (Hulin etal., 2012).

L’absence d’ADAMTSS5, dans un modéle de souris déficientes, méne également a une réduction
de la protéolyse du versican et a une dégénérescence myxoide des valves cardiaques (Dupuis et al.,
2011). 11 a également été démontré que l'absence d’activité ADAMTS5 protege contre le
développement de l'ostéoarthrite, alors que des souris déficientes en ADAMTS4 sont
phénotypiquement normales et ne présentent aucune protection contre la dégradation (induite ou
inflammatoire) de l'aggrécan et des cartilages, démontrant ainsi que I'’ADAMTS4 n’est pas
I'aggrécanase principale, du moins chez les souris (Glasson et al., 2005; Glasson et al., 2004; Majumdar
et al, 2007). L’ADAMTS4 est de surcroit impliquée dans d’autres processus tels que l'ovulation
(Richards et al., 2005) et la modulation de la plasticité neuronale (Tauchi et al., 2012).

Il a été attribué un role suppresseur de tumeur a 'ADAMTS8 dont la répression de
I'expression via I'hyperméthylation de son promoteur est avérée dans différents types de carcinomes
(Choi et al., 2014). Un autre mécanisme, dont la nature demeure cependant inconnue, est aussi
suggéré dans d’autres types de cancers tels que les cancers du cerveau ou du poumon dans lesquels
I'expression de ’ADAMTSS est réprimée (Dunn et al., 2006). Une activité anti-angiogénique puissante,
similaire a celle de TADAMTS1, a également été rapportée (Vazquez et al., 1999).

L’ADAMTS15 est capable d’inhiber la migration de cellules cancéreuses mammaires
indépendamment de son activité catalytique, via une augmentation du taux de syndécan-4 en surface
cellulaire (Kelwick et al, 2015b). D’autres études ont montré que son expression réprime la
croissance tumorale et 'invasion de cellules de cancer colorectal in vitro, alors que des mutations
résultant en son inactivation fonctionnelle sont observées dans les cancers colorectaux, pulmonaires
et pancréatiques (Viloria et al., 2009).

2.2.2.3.3. L’ADAMTS 13 : protéase clivant le facteur de
von Willebrand (vVWFCP)

I’ADAMTS13, aussi appelée vVWFCP pour von Willebrand Factor Cleaving Protease, est la seule
ADAMTS qui comporte deux domaines CUB a son extrémité C-terminale (Zander et al,, 2015). C’est
aussi la seule connue a ce jour pour cliver le facteur de von Willebrand, une glycoprotéine
polymérique plasmatique impliquée dans la cascade de coagulation sanguine, et le réduire en
fragments de tailles optimales afin de permettre une bonne coagulation (Zheng, 2013). Des mutations
induisant une déficience en activité plasmatique de I'ADAMTS13 causent le «purpura

52



Introduction générale

thrombocytopénique thrombotique », une maladie autosomale récessive caractérisée par une
thrombocytopénie, une anémie hémolytique et des thromboses microvasculaires (Zheng, 2013).

2.2.2.3.4. Les ADAMTS7 et 12 : COMP protéases

Les ADAMTS7 et 12 se caractérisent par la présence d'un domaine mucine-like (ou domaine
protéoglycan) hautement glycosylé au niveau duquel peut étre greffé une chaine chondroitine sulfate,
ce qui leur confere le statut de protéoglycans (Somerville et al., 2004b). Ces deux ADAMTS sont aussi
connues pour cliver la protéine COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein), ce qui leur vaut aussi le
nom de COMP protéases (Liu et al., 2006a; Liu et al., 2006b). Cette interaction avec COMP provient des
4 TSP C-terminaux qui ont aussi été rapportés pour avoir un effet inhibiteur de la différenciation des
chondrocytes (Liu et al., 2006a; Wei et al,, 2014b). Les ADAMTS7 et 12 ont été identifiées comme
d'importants régulateurs négatifs du développement des cartilages au niveau de la plaque
cartilagineuse intervertébrale (Zhang et al,, 2012). ’ADAMTS12 est d’ailleurs considérée comme un
inhibiteur de la chondrogenése (Bai et al., 2009b) alors que 'TADAMTS?7 est fortement exprimée lors
de la différenciation terminale des chondrocytes et que sa surexpression inhibe leur différenciation
(Bai et al., 2009b).

L’ADAMTS12 a été mise en cause dans l'initiation et la progression de 1'ostéoarthrite méme si
les données nécessitent d’étre confirmées in vivo (Wei et al,, 2014b). Des données in vivo ont par
contre confirmé l'implication de ’TADAMTS?7 dans l'initiation et la progression de cette pathologie (Lai
et al, 2014). De plus, les peptides issus de la dégradation de COMP identifiés en cas d’arthrite
rhumatoide et d’ostéoarthrite correspondent a ceux générés par la digestion de COMP par 'ADAMTS7
qui est surexprimée dans ces maladies (Luan et al., 2008) L’ADAMTS12 a de plus été caractérisée
comme médiateur de I'inflammation physiologique, mais aussi particulierement de I'inflammation en
cas d’allergie, y compris dans I'asthme (Moncada-Pazos et al., 2012; Paulissen et al., 2012; Wei et al,,
2014b). Enfin, elle a été rapportée comme exercant un effet anti-tumoral et anti-angiogénique in vivo
et in vitro (Blacher et al., 2008; El Hour et al,, 2010; Fontanil et al., 2014).

L’ADAMTS7 a, quant a elle, été associée au développement de l'athérosclérose et de
pathologies vasculaires mais son role précis reste toujours a déterminer, bien qu’il puisse faire
intervenir la dégradation de COMP par ’ADAMTS7 et I'interaction de celle-ci avec la thrombospondine
1 (Zhang et al.,, 2015). Son rdle a aussi été évoqué dans la croissance et I'invasion tumorales dans les
cancers de la prostate et de la vessie compte tenu de sa présence dans l'urine de patients touchés par
ce type de cancer (Roy et al., 2008).

2.2.2.3.5. Les ADAMTS 9 et20

Les ADAMTSO9 et 20 sont les enzymes les plus longues et les plus conservées de la famille des
ADAMTS, avec des orthologues présents chez les nématodes (Dubail and Apte, 2015; Somerville et al.,
2003).

I’ADAMTS9 est une métalloprotéase physiologiquement cruciale au vu de la 1étalité des
embryons déficients en ADAMTS9 des le stade de gastrulation (Dubail et al., 2014; Kern et al., 2010).
Ceci serait associée a I'absence de clivage du versican par TADAMTS9 puisque ce protéoglycan est un
des composants essentiels de la matrice extracellulaire embryonnaire et que son clivage par des
ADAMTS (et notamment les ADAMTS9 et 20 (Somerville et al, 2003)) est nécessaire au bon
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déroulement du développement, potentiellement en raison de la genese de fragments cryptiques
capables de réguler des propriétés cellulaires (Nandadasa et al., 2014).

L’haploinsuffisance en ADAMTS9 provoque des défauts cardiovasculaires et des problemes
oculaires avec une forte pénétrance. Chez la souris, la combinaison de cette haploinsuffisance et de
I'inactivation de '’ADAMTS20 suite a une mutation se traduit par la mortalité des souriceaux
(Adamts9+/-/20/-) a la naissance, en raison d'une fente palatine importante, alors que I'inactivation
seule de 'ADAMTS20 ne présente qu'une faible pénétrance du phénotype (Enomoto et al., 2010),
suggérant une redondance de fonction entre les deux enzymes. Les souris Adamts9+/-/20/- présentent
par ailleurs une zone cutanée caractérisée par I'absence de pigmentation (« belted ») qui est plus
étendue que dans le cas des souris Adamts20/-. Ces travaux ont ainsi permis de démontrer
I'importance de ces enzymes pour la survie des mélanoblastes (Silver et al., 2008).

Des redondances de fonction ont également été mises en évidence pour d’autres ADAMTS.
C’est ainsi que des souris doublement déficientes en ADAMTS20 et 5 (Adamts20~-/57/-) présentent une
syndactylie a pénétrance compléte résultant de 'absence de résorption des membranes cutanées
interdigitales, qui est bien plus marquée que chez les souris « simple mutantes » (McCulloch et al.,
2009). C’'est aussi le cas pour les souris doublement déficientes en ADAMTS9 et 5, ou en ADAMTSO et
20 (via un systéme d’inactivation conditionnelle de 'ADAMTS9 permettant d’éviter la létalité
embryonnaire) (Dubail et al., 2014).

Enfin, TADAMTS9 a été identifiée comme un géne suppresseur de tumeur dans les cas des
cancers nasopharyngiens et de I'cesophage via ses propriétés anti-angiogénes (Koo et al., 2010; Lo et
al,, 2010).

2.2.2.3.6. Les ADAMTS 6,10,16,17,18 et 19

Les derniers groupes sont définis sur base de la structure des enzymes et chacun d’eux
comprend une paire d’ADAMTS : les ADAMTS6 et 10, les ADAMTS 16 et 18, et enfin les ADAMTS17 et
19. Peu d’informations concernant les substrats et fonctions de ces enzymes sont aujourd’hui
disponibles, leur valant le nom d’ADAMTS « orphelines » (Kelwick et al.,, 2015a). Bien que ces enzymes
ne soient pas encore bien caractérisées, certaines sont impliquées dans des maladies génétiques
(ADAMTS10, 17 et 18) et il ne fait donc aucun doute qu’elles sont impliquées dans des processus
physiologiques importants.

Des mutations dans le gene codant pour I'ADAMTS10 causent le syndrome de Weill-
Marchesani (WMS) dont les manifestations comprennent une petite stature, un épaississement de la
peau et de la cornée, une fibrose progressive des valves aortiques et des défauts du cristallin (Cain et
al,, 2016). Puisque ce syndrome est également causé par des mutations de la fibrilline1 provoquant un
défaut de l'organisation des microfibrilles des fibres élastiques, et que 'TADAMTS10 se lie a cette
protéine, tout semble indiquer une implication de 'ADAMTS10 dans la fibrillogenése, méme si la
nature de ce lien reste actuellement floue (Hubmacher and Apte, 2015). Alors que 'ADAMTS10
semble résistante a un clivage de son prodomaine par la furine, 'TADAMTS6 (qui lui est fortement
homologue) est efficacement clivée (Cain et al, 2016). Un autre aspect qui distingue ces enzymes
«sceurs » est que I'ADAMTS10 participe a la formation des adhésions focales, des jonctions
intercellulaires et au dépot de fibrilline alors que ’ADAMTS6 inhibe ces processus (Cain et al., 2016).
Peu de données concernant 'ADAMTS6 sont disponibles mais une récente étude lui confére des
propriétés antitumorales dans le cadre de cancer mammaires. Celles-ci seraient liées a I'inhibition de
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la migration et de l'invasion de cellules cancéreuses, ainsi qu'a une réduction de la croissance
tumorale, suggérant que I'expression de '’ADAMTS6 puisse servir de marqueur pronostic du cancer
du sein (Xie et al., 2016).

Les ADAMTS16 et 18 présentent une homologie de séquence de 57%, allant méme jusqu’a
85% pour leur domaine catalytique (Cal et al.,, 2002). Leur activité catalytique n’a que peu été étudiée
mais ces enzymes possedent une faible activité aggrécanase (Zeng et al., 2006). Il a été suggéré que
I’ADAMTS18 joue un role dans 'hémostase via une interaction et son clivage par la thrombine (Wei et
al,, 2014a). ’ADAMTS18 aurait également un role anti-tumoral car des mutations ont été associées a
divers cancers. Une forte méthylation de son promoteur menant a une répression de son expression a
par ailleurs été observée dans diverses lignées cancéreuses (Wei et al, 2014a). Bien que son
implication dans des pathologies génétiques humaines n’ait pas encore été rapportée, I'inactivation de
I’ADAMTS16 chez des rongeurs a mené a de I'’hypertension, de la cryptorchidie et de l'infertilité
masculine, ainsi que des anomalies de développement rénal (Kelwick et al., 2015a).

Des mutations de 'ADAMTS17 ont été mises en lien avec un syndrome similaire a celui de
Weill-Marchesani avec des défauts du cristallin associés a une petite stature chez ’humain, et les
mémes défauts oculaires chez le chien (Hubmacher and Apte, 2015). Ceci suggére un lien avec la
fibrilline, comme pour 'ADAMTS10 avec laquelle elle présente une structure similaire, mais sans
preuve fonctionnelle a ce jour (Hubmacher et al, 2017). LADAMTS19 est un des membres de la
famille les moins étudiés actuellement. Sa répression via la méthylation de son promoteur a été
associée au cancer colorectal et a un type muqueux de cancer des ovaires, élevant cette enzyme au
statut de biomarqueur potentiel pour le diagnostic de ces types de cancers (Alonso et al., 2015). De
récentes études ont montré un lien entre des polymorphismes dans le géne codant pour 'TADAMTS19
et le développement d'une insuffisance ovarienne prématurée, liée a un dysfonctionnement précoce
des ovaires (Christin-Maitre and Tachdjian, 2010; Knauff et al., 2009). Cela semble indiquer que
I'enzyme jouerait un role dans la folliculogenése, méme si ceci reste a démontrer de maniere formelle.

2.2.2.3.7. Les protéines ADAMTSL

Les protéines ADAMTSL présentent des domaines C-terminaux similaires a ceux présents dans
le domaine auxiliaire des ADAMTS. Elles s’en différencient néanmoins par I'absence de domaine
protéase formant la partie N-terminale des ADAMTS (Apte, 2009; Le Goff and Cormier-Daire, 2011).
Elles ne sont donc pas catalytiquement actives, mais pourraient agir en tant qu’inhibiteurs compétitifs
des ADAMTS (Apte, 2009; Kelwick et al., 2015a) ou avoir une fonction directe dans 'architecture de la
MEC et de son remodelage en raison d’interactions avec les divers composants de celle-ci. Cette
théorie est notamment étayée par le fait que plusieurs ADAMTSL telles que les ADAMTSL5 et 6 soient
impliquées dans I'assemblage de la fibrilline pour former les microfibrilles (Bader et al., 2012; Tsutsui
etal, 2010).

L’ADAMTSL2 est connue pour se lier a la fibrilline 1 mais aussi au LTBP1 (Latent TGF-(-
binding protein 1), un ligand de la fibrilline 1 et du TGF-B. De plus, des mutations au sein de sa
séquence provoquent la dysplasie géléophysique, une maladie génétique autosomale récessive
similaire a la WMS. Le mécanisme sous-jacent consisterait en une diminution de la sécrétion de
I’ADAMTSL2, probablement en raison d’une altération de sa structure, ce qui résulterait en une
modification de la biodisponiblité du TGF-f3 et en une activation de sa voie de signalisation (Le Goff et
al, 2008). Par ailleurs, un séquencage d’exomes de patients touchés par cette maladie mais ne
présentant pas de mutation pour ’ADAMTSL2 a mis en évidence des mutations hétérozygotes dans le
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géne codant pour la fibrillinel. Comme une interaction directe a été démontrée entre ’ADAMTSL2 et
la fibrillinel, il est vraisemblable qu'une dérégulation des interactions fibrilline-ADAMTSL2-TGF-f3
soit bien a l'origine de la petite stature des individus touchés (Le Goff et al., 2011).

Un autre exemple concerne '’ADAMTSL4, également connue pour se lier a la fibrillinel
(Gabriel et al,, 2012). Les mutations dans son géne ont été rapportées pour induire des pathologies
oculaires résultant d’'une perturbation des structures microfibrillaires soutenant le cristallin (Ahram
et al,, 2009), un défaut également été observé dans le cas de mutations dans le gene codant pour la
fibrillinel dans le syndrome de Marfan (Lonngvist et al.,, 1994). Des mutations dans le gene codant
pour la protéine LTBP2 induisent elles aussi un syndrome oculaire similaire (Desir et al., 2010),
suggérant un lien entre 'ADAMTSL4 et LTBP2 de maniére analogue a celui entre 'ADAMTSL2 et
LTBP1.

En conclusion, il semble donc que les ADAMTS(L) remplissent des fonctions dans des
processus importants tels que I'angiogeneése et la lymphangiogenése, la fertilité ou le développement.
Des liens avec des pathologies incluant différentes formes d’arthrites, une série de syndromes
spécifiques et certains cancers semblent également avérés. Une identification plus complete de leurs
substrats et de leurs fonctions est toutefois requise afin de mieux définir si les ADAMTS(L) peuvent
étre considérées comme des outils diagnostiques et des cibles thérapeutiques d’intérét.
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3. Protéolyse et « dégradomique »

Environ 2% des geénes humains codent pour des protéases, ce qui en fait la seconde classe
d’enzymes la plus importante en terme de nombre (Puente et al., 2003). Elles furent initialement
considérées comme de simples enzymes de dégradation aspécifiques et furent donc principalement
associées au catabolisme protéique. Il est cependant apparu progressivement que la protéolyse est un
mécanisme permettant un controle précis d'une multitude de processus et ce dans tous les
organismes vivants. Ce controle s’effectue au travers de I'hydrolyse spécifique des liens peptidiques
au sein des protéines cibles, ce qui résulte en la formation de fragments présentant potentiellement
des propriétés différentes de celles du substrat d’origine (Lopez-Otin and Overall, 2002; Marino et al,,
2015). A titre d’exemples, les protéases peuvent ainsi :

o Activer ou inhiber d’autres facteurs (autres protéases, facteurs de croissance,
cytokines,...),

o Modifier la localisation et/ou les fonctions de leurs substrats (récepteurs
transmembranaires ou solubles par clivage juxta-membranaire),

o Exposer des sites cryptiques fonctionnels ou libérer des matrikines ou autres
fragments bioactifs.

Les protéases permettent donc d’initier, de moduler et de terminer une large gamme de
fonctions cellulaires via le clivage de leurs substrats. Elle contrdélent donc (in)directement de
nombreux processus biologiques capitaux comprenant la réplication de I’ADN, la progression dans le
cycle cellulaire, la différenciation et la migration cellulaires, la morphogenese et le remodelage
tissulaire, 'homéostasie, la réparation tissulaire, 'immunité, 'angiogenese, 1'apoptose,... (Barrett et
al,, 2012; Sternlicht and Werb, 2001).

En considérant I'importance des protéases pour I'ensemble de ces processus, il est aisé de
comprendre que des altérations de leur synthése ou de leur activité puissent étre au centre de
multiples processus pathologiques (cancers, arthrite, maladies neurodégénératives ou
cardiovasculaires ...). Par ailleurs, les protéases sont aussi utilisées comme facteurs de virulence par
de nombreux microorganismes, virus et parasites, et le venin de certains animaux comprend
fréquemment des protéases responsables de la destruction tissulaire. Les protéases et leurs substrats
sont donc des acteurs clés pour l'industrie pharmaceutique car ils représentent des cibles
thérapeutiques potentielles.

La dégradomique est un terme qui désigne I'étude et la caractérisation de l'activité des
protéases a I'échelle du protéome. Cette approche comprend les interactions avec leurs substrats et
inhibiteurs par l'utilisation de toute approche génomique et protéomique (Lopez-Otin and Overall,
2002; McQuibban et al,, 2000). En mettant I'accent sur la facon dont la protéolyse permet aux cellules
de controler certains processus biologiques, les premiéres études dans le domaine ont souligné la
nécessité d'étudier les protéases et leur pertinence fonctionnelle. Depuis, la notion de dégradome a
ainsi été élargie a deux concepts. Le premier fait référence a 1'ensemble des protéases exprimées par
une population cellulaire, un tissu ou un organisme dans des circonstances définies, alors que le
second s'applique au répertoire complet de substrats d'une protéase particuliere dans une cellule, un
tissu ou un organisme (Lopez-Otin and Overall, 2002).
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Au vu de la complexité des réseaux protéolytiques, le développement des outils spécifiques a
son étude se sont avérés nécessaires. Les avancées technologiques, notamment en spectrométrie de
masse, ont mené au développement de techniques puissantes et quantitatives permettant
I'identification ciblée des substrats potentiels de protéases. Une des approches initiales consista a
marquer puis analyser en spectrométrie de masse I'ensembles des protéines et des peptides générés
par protéolyse, afin de déterminer leur identité et leur abondance relative (Huesgen and Overall,
2012). La principale limitation de ce type d’approche provient du fait que les protéines et fragments
de faible abondance ne sont que difficilement détectables car le plus souvent masqués par les
peptides les plus abondants dans les échantillons ou tissus d’intérét (Anderson and Anderson, 2002;
Eckhard et al., 2016c; Huesgen and Overall, 2012). Les données obtenues par ce type d’approche sont
donc limitées et incompletes. Cette limitation peut étre contournée en se focalisant sur 'étude des
peptides N- et C-terminaux générés au cours du clivage protéolytique. Ces peptides sont en effet
hautement informatifs car ils permettent simultanément l'identification des substrats potentiels de la
protéase étudiée mais aussi la détermination précise des sites de clivage (Overall and Blobel, 2007).
Ce type d’approche a permis la création d’'un nouveau champ de protéomique positionnelle a haut
débit appelé « terminomique », dont le but est 'étude de peptides situés aux extrémités N- et C-
terminales générés par la protéase d’intérét (directement et indirectement) (Eckhard et al., 2016c).

Comme dans toute approche de protéomique par spectrométrie de masse, les protéines de
grande taille doivent étre clivées en peptides de tailles adaptées pour une analyse efficace (Huesgen
and Overall, 2012). Une digestion par une endoprotéase hautement spécifique, telle la trypsine, est
ainsi souvent utilisée (Figure 17) (Vogtle et al., 2009). Cette digestion augmente cependant la
complexité de I'échantillon et pourrait résulter en la perte d’informations car les peptides terminaux
initiaux sont relativement peu abondants et se retrouvent alors noyés dans la masse de peptides
tryptiques, prévenant (ou réduisant) les chances d’identifier les peptides d’'intérét (Huesgen and
Overall, 2012). Pour contrer cette difficulté, un enrichissement en peptides terminaux avant analyse
est réalisé par sélection positive ou par la déplétion des peptides tryptiques. Cette étape
supplémentaire permet de simplifier le protéome et d’augmenter sa couverture de lecture. En
conséquence, elle améliore grandement les chances d’identifier les peptides de faible abondance
(Gevaert et al., 2007). Malgré ces avantages, se focaliser sur les peptides N- et C-terminaux présente
des limitations. Selon la séquence protéique, les peptides terminaux générés par la digestion avec
I'endoprotéase spécifique peuvent ne pas étre adéquats pour l'identification par spectrométrie de
masse (trop petits, trop longs, présentant une ionisation faible,...), ce qui risque de compromettre
I'identification de certains peptides et de la protéine cible correspondante (Huesgen and Overall,
2012). Cet inconvénient peut étre évité en effectuant les expériences en réplicats, en ayant recours a
des endoprotéases aux spécificités complémentaires telles que la trypsine (clivage en aval d'une
arginine ou d’une lysine) et la GluC (clivage aprés un acide glutamique ou, dans une moindre mesure,
apres un aspartate).

Un autre défi auquel doit faire face ce type d’approche de terminomique est que l'identification
de la plupart des protéines ne résulte que de I'analyse d'un peptide unique (Wang et al., 2010), ce qui
est souvent difficilement accepté par la communauté scientifique car source d’erreurs (Veenstra et al.,
2004). Des conditions tres stringentes sont des lors utilisées pour I'assignement d’'une séquence a un
spectre identifié par le spectromeétre de masse. Par exemple une validation statistique du peptide via
le logiciel PeptideProphet (Keller et al., 2002) est couramment appliquée, de méme que l'identification
par deux spectres indépendants (Kleifeld et al., 2010).
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Figure 17 : Principe d’analyses en N- et C-terminomique par spectrométrie de masse

Une protéase clive son substrat en minimum deux fragments plus petits. La plupart des techniques actuelles de
protéomique nécessitent une digestion des échantillons par une endoprotéase spécifique telle que la trypsine pour
permettre l'identification des protéines par spectrométrie de masse. Cette digestion augmente cependant la complexité
de I'échantillon. Une sélection positive ou négative des peptides N- ou C-terminaux d’intérét permet de simplifier les
échantillons a analyser (Huesgen and Overall, 2012).

Parmi les techniques de terminomique basées sur de la spectrométrie de masse en tandem
figurent notamment la C-terminomique pour I'étude des extrémités C-terminales alors que le N-TAILS
(Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates) et la COFRADIC (Combined FRActional Diagonal
Chromatography) sont les techniques les plus utilisées en N-terminomique. Toutes ces stratégies
d’analyses des N- et C-terminomes ont recours a un marquage isotopique ou a un blocage chimique
des protéines avant leur digestion par une endoprotéase spécifique telle que la trypsine, ce qui
préserve les informations des extrémités protéiques et permet la quantification relative des protéines
(Huesgen and Overall, 2012; Mallick and Kuster, 2010).

Les analyses en C-terminomique ont toujours été compliquées compte tenu de la nature
chimique de leur cible, a savoir les groupements carboxyles situés a I'extrémité C-terminales des
protéines et peptides (Eckhard et al,, 2016c; Marino et al., 2015). En effet, ces groupes carboxyles
sont moins réactifs que les amines primaires ciblées en N-terminomique, ce qui rend les techniques de
C-terminomique bien plus complexes et difficiles. Des techniques ont toutefois été développées et
adaptées spécifiquement pour la C-terminomique (Schilling et al., 2010; Van Damme et al,, 2010) en
utilisant un polymeére pour enrichir les peptides C-terminaux.

La COFRADIC et le N-TAILS constituent les techniques de N-terminomique les plus utilisées et
se basent sur une sélection négative pour enrichir I'échantillon en peptides informatifs avant I'analyse
en spectrométrie de masse (Marino et al., 2015).

Dans le cas de la COFRADIC, qui fut la premiere technique de N-terminomique de ce type
(Gevaert et al, 2003), l'enrichissement en peptides N-terminaux se base sur une séparation des
peptides via des cycles de chromatographies échangeuses d’ions et en phase inverse, apres un
traitement biochimique complexe (Chen et al.,, 2013; Marino et al., 2015; Van Damme et al., 2010).
Lors du N-TAILS, les amines libres, dont les extrémités N-terminales initiales, natives ou générées par
I'enzyme étudiée, sont d’abord marquées et bloquées par des composés chimiques spécifiques. Les
échantillons sont ensuite digérés par la trypsine (ou tout autre protéase hautement spécifique) qui
génére des peptides avec une extrémité aminoterminale possédant une amine libre, a I'exception du
peptide situé le plus en amont puisque son amine terminale avait initialement été bloquée par le
marqueur. L'utilisation d'un polymere fixant les amines libres permet ensuite une sélection négative
aboutissant a un enrichissement en peptides N-terminaux d’intérét (Kleifeld et al., 2010; Kleifeld et al.,
2011; Marino et al., 2015; Prudova et al,, 2010).
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La dégradomique permet donc de découvrir le répertoire de substrats des protéases, ce qui
constitue une étape essentielle pour une identification plus complete de leur fonctions en physio-
pathologie (Lopez-Otin and Overall, 2002).

3.1. La spectrométrie de masse au service de la

protéomique

La spectrométrie de masse est une technique particulierement sensible utilisée pour détecter
et identifier des molécules dans des échantillons plus ou moins complexes. Elle se base sur la
séparation en phase gazeuse de molécules préalablement ionisées en analysant le rapport entre leur
masse et leur charge (ratio m/z). Suite a 'amélioration constante des instruments de mesure, la
spectrométrie de masse a trouvé de nombreuses applications y compris en protéomique (Mallick and
Kuster, 2010). Dans ce cadre, elle permet notamment d’identifier les protéines d’'un échantillon a
partir du m/z de leurs fragments peptidiques, de détecter les modifications post-traductionnelles ou
encore de séquencer certains peptides. Ce type d’analyse permet ainsi l'identification de
biomarqueurs dans le cadre de pathologies, la comparaison du niveau d’expression protéique entre
diverses conditions expérimentales ou I'étude de la métabolisation de médicaments ou drogues par
I'organisme (Finehout and Lee, 2004).

Tous les spectrometres de masse sont composés d'une source d’ionisation, d'un ou plusieurs
analyseurs de masse, d'un détecteur assorti d’'un amplificateur, et d'un systéme informatique dont la
nature varie selon le type de spectromeétre de masse, le type de données désirées et les propriétés des
échantillons (Finehout and Lee, 2004; Hoffmann and Stroobant, 2007). La source d’ionisation permet
le passage des échantillons (sous forme de gaz, de liquide ou de solide) a I'état gazeux ainsi que leur
ionisation. La charge que les molécules regoivent permet au spectrometre d’accélérer les ions. Ceux-ci
passent alors a travers le champ électrique ou magnétique de l'analyseur, qui les dévie
individuellement de leur trajectoire en fonction de leur masse et de leur charge (m/z). Cette déviation
individuelle de trajectoire permet de séparer les analytes d’'un échantillon pour une analyse globale
ou, a I'inverse, d’utiliser 'analyseur de masse comme un filtre qui ne déviera vers le détecteur que des
ions possédant un m/z spécifique. Les ions qui ont été déviés correctement frappent alors le
détecteur. Celui-ci est généralement couplé a un amplificateur qui émet une multitude d’électrons
lorsqu’'un ion atteint le détecteur, produisant une amplification de chaque signal qui permet
d’améliorer la sensibilité (Finehout and Lee, 2004). L’ensemble du processus est effectué sous un vide
extréme afin d’éviter toute contamination par des molécules de gaz neutre, avec lesquelles les ions de
I’échantillon peuvent entrer en collision, ce qui modifierait leur trajectoire et produirait des produits
non spécifiques (Bakhtiar and Tse, 2000; Hoffmann and Stroobant, 2007). L’amplificateur permet la
transformation d’'un courant ionique en un courant électrique envoyé a un systéme informatique qui
analyse les données provenant du détecteur. Il représente alors ces données sous forme d'un
graphique appelé spectre de masse qui reprend en abscisse les rapports m/z individuels des ions et en
ordonnée leur abondance relative ou intensité relative. Les m/z des ions détectés peuvent finalement
étre comparés a ceux de bases de données afin d’identifier les molécules de 1'échantillon analysé
(Finehout and Lee, 2004).

Les analyseurs peuvent étre couplés pour réaliser des analyses en tandem (MS/MS) qui
fournissent des informations supplémentaires a propos de la structure ou de la séquence en acides
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aminés d’'une protéine (Finehout and Lee, 2004). Dans ce type d’approche, un premier analyseur
sépare les ions (appelés ions précurseurs) qui sont ensuite détectés, amplifiés et analysés au cours de
la premiére dimension (MS). Une cellule de fragmentation permet ensuite de fragmenter un ion
spécifique apreés sa sélection. Cette fragmentation s’effectue par collision avec un gaz inerte et neutre
qui ne réagit pas chimiquement avec les ions précurseurs. Dans le cas d’analyse MS/MS d’échantillons
protéiques, ces cassures se produisent préférentiellement au niveau des liaisons peptidiques. Dans le
cas d’identification de '’ensemble des protéines d’'un protéome, les ions précurseurs (les peptides)
seront sélectionnés et fragmentés individuellement. Cette fragmentation génére des ions secondaires
qui sont ensuite accélérés et envoyés vers un second analyseur pour la seconde dimension de la
MS/MS. Au cours de celle-ci, les fragments générés sont séparés sur base de leur m/z individuel avant
leur détection et analyse. L’analyse s’opere de la méme maniére que pour la premiere dimension via
les différents m/z et en considérant aussi les fragments de séquence obtenus dans cette seconde
dimension. L'identification des molécules composant I'échantillon initial est alors obtenue via la
comparaison a une base de données (par exemple les bases de données Mascot et X ITandem pour
I'identification de protéines). La MS/MS est aussi couramment utilisée pour obtenir la séquence en
acides aminés des protéines permettant la reconstruction directe de la séquence et I'identification de
nouvelles protéines (Wang et al., 2010). Il est important de noter que la spectrométrie de masse ne
permet pas une quantification absolue directe compte tenu des différences en termes de détection et
d’efficacité d’ionisation de différents peptides (Doucet and Overall, 2008; Nikolov et al.,, 2012). Deux
peptides différents de méme abondance n’ont en effet pas la méme intensité de pic aprés analyse. Par
contre, les différences d’intensité d'un méme analyte entre différentes conditions reflétent
précisément les différences d’abondance. On parlera alors de quantification relative qui consiste donc
en un rapport d’abondance de l'analyte entre les conditions considérées, mais non d'une
quantification absolue. Différentes stratégies ont été mises au point telles que le recours a des
marqueurs isotopiques (iTRAQ, SILAC, ICAT par exemples) qui permettent l'analyse par le
spectrometre de masse d'un méme peptide présent dans différentes conditions ou échantillons au
cours d'une méme expérience, pour ensuite comparer son abondance entre ces conditions. Ce type de
quantification permettra de dire que le peptide d’intérét est n fois plus présent dans la condition a que
dans la condition b, par exemple. Ce type d’approche permet un « profilage » quantitatif de milliers de
peptides en une expérience unique.
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3.2. LiTRAQ-TAILS (isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantification - Terminal Amine Isotopic
Labeling of Substrates)

Au vu de son caractere central dans le présent travail, I'iTRAQ-TAILS sera plus amplement
détaillée dans cette section afin d’en faciliter la compréhension.

L'iTRAQ (Isobaric tag for relative and absolute quantitation) est un marqueur isotopique et
isobarique. Il est constitué de trois parties (Figure 18, A) : un groupement fonctionnel réactif qui
réagit spécifiquement avec les amines primaires (-NH2) ; un groupement rapporteur, dont la masse
varie de 114.1 a 117.1 Da et qui permet l'identification du peptide marqué via la spectrométrie de
masse en tandem; et un groupement « balance» dont la masse varie inversement a celle du
rapporteur afin de conserver une masse totale identique de 145 Da au marqueur, peu importe celle du
rapporteur (Ross et al.,, 2004). Les variations de masse du rapporteur et du groupement «balance »
proviennent de la présence de certains isotopes 13C, 15N et 180 (Figure 18, B). L’avantage principal de
I''TRAQ est qu’il existe sous forme de multiplexes (de 4 ou 8 marqueurs différents selon le kit)
permettant '’analyse en parallele de 2 et jusqu’a 4 ou 8 conditions indépendantes selon le kit (Beck et
al, 2012). Ces différents marqueurs sont dits isobariques parce qu'ils possédent tous une masse
moléculaire de 145 Da (pour le 4-plex) ou 305 Da (pour le 8-plex). Le réactif iTRAQ n’augmente donc
pas la complexité peptidique des échantillons issus de multiples protéomes car il ne modifie pas
différentiellement la masse des peptides. Il permet cependant de distinguer la condition de laquelle
sont issus les peptides, et de déterminer leur abondance relative en comparant lintensité des
rapporteurs au sein des différentes conditions pour un peptide donné. Des peptides identiques
marqués par des marqueurs iTRAQ différents ne sont donc pas discernables lors de la premiére
dimension de spectrométrie de masse et seront détectés avec leur masse intrinseque accrue de 145
Da (ou 305 Da), quel que soit I'échantillon dont ils sont issus. Ce n'est que lors de la seconde
dimension MS/MS, aprés la fragmentation des peptides et des marqueurs iTRAQ, que les
identifications pourront étre effectuées (Figure 18, C) (Ross et al., 2004; Zieske, 2006). L’abondance
relative de chacun des ions rapporteurs permettra donc de déterminer de maniere directe quelle
proportion de chaque peptide identifié est issue des différentes conditions expérimentales. Les
produits de fragmentation des peptides permettront quant a eux a identifier la séquence des peptides
et leur origine protéique. Cependant, aucune quantification absolue des peptides n’est effectuée.

Développée en 2010, I'iTRAQ-TAILS (Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates) est une
technique de quantification relative a haut débit (Kleifeld et al., 2010; Kleifeld et al., 2011; Prudova et
al, 2010). Elle se base sur des analyses en spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) et vise a
mettre en évidence une différence d’abondance relative de peptides N-terminaux présents dans des
échantillons contenant ou non une protéase d’intérét. Dans ces conditions, tout peptide dont
I'abondance relative est modifiée permet d’identifier la protéine dont il dérive qui, de facto, est un
substrat potentiel de 'enzyme étudiée.
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Figure 18: Représentation schématique du marqueur iTRAQ, de ses composants et de sa
fragmentation en MS/MS (dans le cas de marqueurs composant le kit 4-plex)
(A) Diagramme représentant un marqueur iTRAQ, ses divers composants et leurs masses respectives. La molécule
compléte consiste en un groupement rapporteur, un groupe « balance » et un groupement réactif (N-hydroxy
succinimide ou NHS) qui permet la liaison aux amines primaires des peptides. La masse globale du marqueur iTRAQ
est gardée constante (145 Da) grace a un enrichissement différentiel en isotopes **C, *°N et **0 des groupes rapporteur
et balance, ce qui n’apporte aucune différence de masse au cours de la premiére dimension en MS de I'analyse (B). (C)
lllustration du marquage isotopique utilisé pour obtenir quatre combinaisons isobariques de I'TRAQ. Un mélange de
quatre peptides identiques marqués séparément par chacun des quatre membres du multiplex est identifi€ comme un
seul ion précurseur en MS car ils présentent un m/z identique. Lors de la fragmentation subséquente a la MS, la liaison
établie entre le marqueur et le peptide se brise de maniére similaire aux liaisons peptidiques. Suite & leur fragmentation,
les quatre marqueurs présentent une masse distincte (de 114 a 117 Da) correspondant a celles des groupements
rapporteurs en raison de la perte neutre du groupement balance. Cela permet lidentification de la condition
expérimentale d’origine et une quantification relative du peptide considéré a partir des intensités relatives des ions
rapporteurs. Les signaux provenant de fragments peptidiques ionisés restent quant a eux isobariques et sont utilisés
pour identifier les protéines d’origine a I'aide de bases de données (Ross et al., 2004).

Au cours de la procédure d'iTRAQ-TAILS, les échantillons a analyser, contenant ou non la
protéase d’intérét, sont incubés dans des conditions (température, pH, salinité,...) favorables a son
activité. Les échantillons sont ensuite réduits puis alkylés afin d’éviter la formation de complexes
polypeptidiques. Les amines primaires (présentes aux extrémités N-terminales et sur les chaines
latérales des lysines) sont alors marquées spécifiquement, et dés lors bloquées, par des marqueurs
isobariques iTRAQ spécifiques a chacune des conditions comparées (Figure 19) (Kleifeld et al., 2010;
Kleifeld et al., 2011; Prudova et al,, 2010). Les échantillons sont ensuite mélangés a proportions égales
et digérés par une endopeptidase spécifique (la trypsine généralement) ce qui résulte en la formation
de deux types de peptides : les peptides N-terminaux dont 'amine primaire est bloquée par I'iTRAQ,
et les peptides internes comportant une amine primaire N-terminale libre nouvellement formée par
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I'endopeptidase. Les peptides N-terminaux peuvent soit étre des néo-N-termini générés par la
protéase étudiée, soit étre des peptides N-terminaux correspondant a l'extrémité N-terminale de la
protéine native mature. Un enrichissement en peptides N-terminaux est ensuite réalisé par sélection
négative au moyen d'un polymére spécifique HPG-ALD (hyperbranched polyglycerol-aldehyde) qui
réagit avec les amines primaires libres et forme avec elles des liaisons covalentes. Ce polymére ne
retiendra donc que les peptides tryptiques puisque les extrémités N-terminales initialement libres ont
été marquées et bloquées par I'iTRAQ. Les échantillons enrichis en peptides d’'intérét sont alors
analysés par MS/MS. Un rapport d’abondance est ainsi calculé pour chaque peptide identifié et reflete
I'abondance relative de ce peptide dans la condition avec protéase par rapport a la condition non
traitée (Figure 20). Un rapport avoisinant 1 traduit une abondance du peptide d’intérét globalement
similaire dans les deux conditions, avec et sans protéase. C’est notamment le cas pour les peptides N-
terminaux matures ou issus d’une protéolyse indépendante de la protéase étudiée. Un rapport
« protéase / controle » supérieur a 1 indique que la protéine dont il est issu pourrait étre un substrat
de la protéase d’intérét puisque le peptide est plus abondant en présence de la protéase étudiée. Par
ailleurs, I'extrémité N-terminale du peptide identifié marque le site de clivage. Enfin, un rapport
« protéase / contréle » inférieur a 1 traduit une disparition du peptide d’intérét en présence de la
protéase. Ceci peut résulter d'un clivage par la protéase d'intérét au sein du peptide concerné,
constituant ainsi un indice indirect de I'activité enzymatique. En théorie, a tout peptide caractérisé par
un rapport supérieur ou inférieur a 1 devrait correspondre un autre peptide de la méme protéine avec
un rapport inverse. Bien que ce soit parfois le cas, il est rare que les analyses MS/MS permettent leur
détection simultanée en raison des limitations (taille, ionisation, masquage par d’autres peptides plus
abondants ...) déja évoquées ci-dessus.

L'iTRAQ-TAILS a permis l'identification de nombreux substrats de diverses enzymes incluant
plusieurs MMP (Prudova et al.,, 2010; Schlage et al.,, 2015) ou cathepsines (Prudova et al,, 2016) in
vitro mais a également été utilisée sur des fluides biologiques in vivo (Sabino et al., 2015). Elle a été
employée au cours de ce travail pour tenter de mettre en évidence de nouveaux substrats des
ADAMTS?2, 3 et 14, et ainsi de mieux définir leurs diverses fonctions.
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Figure 19 : Représentation schématique du protocole expérimental d’iTRAQ-TAILS.

Les protéines des échantillons contrble et traité par la protéase d’intérét subissent séparément un traitement consistant
en leur dénaturation, réduction et alkylation. Chacun d’eux est alors marqué par un marqueur iTRAQ spécifique qui
réagit avec les amines primaires localisées sur la chaine latérale des lysines ainsi qu’aux extrémités N-terminales
matures ou générées par la protéase (néo-N-termini). Dans cet exemple, les marqueurs iTRAQ 114 (cercles gris) et 115
(cercles bleus) ont été respectivement utilisés pour la condition contr6le et pour la condition « protéase ». Les néo-N-
termini marquées par I'TRAQ 115 sont illustrés par un cercle rouge. Aprés marquage des échantillons, ceux-ci sont
mélangés en proportions équivalentes et digérés a la trypsine. Les échantillons sont ensuite mis en présence d'un
polymere HPG-ALD (Hyperbranched polyglycerol — aldehyde). Celui-ci réagit avec les amines primaires et retient donc
les peptides générés par la trypsine. A linverse, les N-termini (marqués par iTRAQ) ne réagissent pas et sont
négativement sélectionnés. Ce mélange enrichi en peptides N-terminaux est finalement analysé par MS/MS, ce qui
permet a la fois 'identification et la quantification relative des peptides marqués.
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Figure 20: Représentation schématique et explication des différents types de rapport
« protéase/contréle » obtenus au cours d’une expérience d’iTRAQ-TAILS.

L’analyse MS/MS des peptides N-terminaux résultant de la préparation des échantillons en iTRAQ-TAILS aboutit & la
détermination de I'abondance relative, en présence et en absence de la protéase étudiée, de chaque peptide identifié.
Un rapport proche de 1 signifie qu’il n'y a aucun effet de la protéase sur la protéine identifiée. Un rapport
« protéase/contrle » significativement supérieur & 1 suggere que le peptide identifié est probablement généré par la
protéase. Dans ce cas, I'extrémité N-terminale du peptide marque le site de clivage. Un rapport inférieur a 1 peut
s’expliquer par un clivage au sein du peptide identifié par la protéase mais également par un clivage a distance
entrainant une dégradation plus compléte du substrat par d’autres protéases. Dans ce cas, I'identification précise du site
de clivage est impossible. Théoriguement, a tout peptide avec un rapport inférieur & 1 devraient correspondre deux
peptides avec un rapport supérieur a 1, provenant de la genése des deux peptides par le clivage de la protéine initiale.
Dans la pratique, ce n’est que trés rarement le cas en raison de limitations intrinséques de la technique (taille des
peptides adéquate, marquage iTRAQ, résolution insuffisante ...).
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PARTIE 2:
CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET
OBJECTIFS DU TRAVAIL
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Les ADAMTS2, 3 et 14 sont trois métalloprotéases partageant des séquences homologues et
une structure identique. Au début de ce travail, elles étaient principalement connues pour leur activité
aminoprocollagene peptidase. L'ADAMTS2 est I'enzyme principalement responsable du clivage de
I'aminopropeptide des procollagénes de type I et IIl dans la peau, mais elle présente également une
activité envers les collagénes de types Il et V. L’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique, une
maladie génétique causée par des mutations au sein du géne de 'ADAMTS2, est caractérisée par la
présence dans le derme de fibres de collagénes extrémement désorganisées menant a une fragilité
cutanée sévere. L'étude de souris déficientes en Adamts2 a par la suite confirmé que la peau est
I'organe le plus fortement altéré, méme si d’autres tissus, dont la vessie et 'aorte, sont également
affectés. A l'inverse, le tendon et I'os, pourtant riches en collagéne, ne présentent pas de défauts
majeurs. De maniere totalement inattendue, il s’est avéré que les males déficients en ADAMTS2 sont
également stériles. Ces diverses observations suggéraient une compensation partielle et variable de
I'absence d’ADAMTS2 par 'ADAMTS3 et/ou 'ADAMTS14, mais indiquaient également I'existence de
fonctions de I'ADAMTS2 indépendantes de son activité aminoprocollagéne peptidase. Les
connaissances concernant ces deux autres ADAMTS demeuraient toutefois relativement sommaires. Il
avait notamment été suggéré que '’ADAMTS3 était I'enzyme responsable du clivage du propeptide
aminoterminal du procollagene de type Il dans le cartilage et du procollagene de type I au cours du
développement embryonnaire, avec une légere activité sur le collagene de type IIl. De méme
I’ADAMTS14 présente une faible activité aminoprocollagene peptidase sur le collagéne de type I, mais
son expression est trés faible au cours du développement et elle est le plus souvent co-exprimée avec
I’ADAMTS2 chez I'adulte.

Au vu des données de la littérature, il semblait clair que les ADAMTS2, 3 et 14 sont impliquées
dans des processus autres que le clivage des procollagenes fibrillaires. A titre d’exemples, des données
issues du laboratoire ou de la littérature avaient établi des liens entre 'ADAMTS2 et la survenue
d’accidents vasculaires cérébraux ou le développement d'une fibrose hépatique. Ses roles anti-
angiogénes et anti-tumoraux avaient également été démontrés. Les fonctions de I'ADAMTS3
demeuraient quant a elles peu connues a l'entame de ce travail puisque ce n’est que
contemporainement a notre étude qu’a été démontrée sa capacité a réguler la lymphangiogenése par
clivage du pro-VEGF-C en VEGF-C actif. Concernant 'ADAMTS14, des études d’association génétique
avaient indiqué sa possible implication dans la sclérose en plaque, I'ostéoarthrite chez la femme et
divers cancers. Compte tenu de son profil d’expression, il avait également été suggéré que son activité
soit partiellement redondante a celle de TADAMTS2.

Ce travail avait donc pour objectif principal d’identifier le répertoire de substrats des
ADAMTS2, 3 et 14 au moyen de la technique d’iTRAQ-TAILS, puis de vérifier 'impact biologique
du clivage de ces substrats afin de déterminer I'’ensemble de leurs fonctions spécifiques ou
communes.

Les résultats de notre étude ont été divisés en trois sections :

La premiére partie de ce travail a consisté en l'analyse des répertoires de substrats des
ADAMTS2, 3 et 14 in vitro, en se basant sur des échantillons de milieux conditionnés par des
fibroblastes co-cultivés avec des cellules sur-exprimant 'une des trois ADAMTS d’intérét. Il est a noter
que c’était la premiere fois que la technique d’iTRAQ-TAILS était utilisée au laboratoire et que de
multiples mises au point et validations ont donc été nécessaires.

La seconde partie de ce travail a porté sur les fonctions des ADAMTS2 et 14 in vivo, plus
particulierement dans la peau. Elle est basée sur des analyses comparatives par N-TAILS
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d’échantillons de peaux de souris de type sauvage, déficientes en ADAMTS2, déficientes en
ADAMTS14 ou doublement déficientes en ADAMTS2 et ADAMTS14.

Enfin, la derniére partie de ce travail porte sur les multiples collaborations en cours et qui
concernent I'étude des répertoires de substrats d’autres métalloprotéases (MT4-MMP, ADAM?28,
ADAMTS?7 et 12) al'aide de I'i'TRAQ-TAILS.
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Chapitre 1: détermination des nouvelles fonctions des

aminoprocollagéne peptidases par élargissement de leur

répertoire de substrats

Les aminoprocollagéne peptidases (ADAMTS2, 3 et 14) doivent leur nom a leur capacité a
cliver 'aminopropeptide des procollagenes fibrillaires, une étape essentielle pour la formation des
fibres de collagénes. La littérature les concernant indique toutefois qu’elles pourraient étre
impliquées dans des processus biologiques indépendant des collagenes, ce qui suggere qu’elles
seraient capables de cliver un répertoire de substrats plus large qu’initialement escompté.

Cette partie de nos travaux, qui se fonde sur des analyses protéomiques par iTRAQ-TAILS,
avait pour but d’identifier d’autres substrats des ADAMTS2, 3 et 14, a partir d’échantillons de milieux
conditionnés par des cultures cellulaires.

A. Résumé des résultats

e Analyse des sécrétomes par iTRAQ-TAILS et mise en évidence des substrats potentiels
des aminoprocollagéne peptidases.

Cette étude s’est principalement basée sur I'analyse N-TAILS de milieux conditionnés par des
co-cultures entre des fibroblastes dermatosparactiques et des cellules humaines embryonnaires de
rein 293 (HEK293) surexprimant 'ADAMTS2, 3 ou 14 de maniére inductible par la doxycycline. Ce
modele a été choisi pour deux raisons principales :

- Les fibroblastes comptent parmi les cellules qui expriment le plus d’ADAMTS2. Ils présentent
donc une haute probabilité de produire également certains de ses substrats. De plus, les
fibroblastes dermatosparactiques ne produisent pas d’ADAMTS2 active (en raison d’une
mutation) et ne secretent pas de quantité significative d’ADAMTS3 ou 14, ce qui devrait favoriser
la présence de substrats endogénes non clivés.

- Un systéeme d’expression inductible a été préféré car il permet d’utiliser une méme lignée
cellulaire pour le contréle négatif (absence de protéase recombinante) et I'échantillon contenant
la protéase (en présence d'inducteur), ce qui prévient toute différence qui aurait pu étre liée a
'utilisation de lignées cellulaires différentes, contréle ou exprimant l'enzyme de maniere
constitutive.

Apres la procédure de préparation des sécrétomes et leur marquage par iTRAQ, 'analyse des
différents peptides identifiés par MS/MS a généré une liste de substrats potentiels identifiés pour
chacune des ADAMTS étudiées. Ces substrats potentiels présentaient un rapport « protéase /
contrdle » (P/C) supérieur a une valeur seuil fixée a 3 sigmas a partir de la distribution normale des
peptides N-terminaux naturels (issus des protéines matures). Ces listes comprennent respectivement
8, 17 et 22 substrats potentiels pour les ADAMTS2, 3 et 14 (Tableau 8). On y retrouve les sites de
clivage déja connus des propeptides aminoterminaux des procollagénes al(I) et a2(I) (Bekhouche
and Colige, 2015), ce qui démontre la validité de I'approche méthodologique. Les sites de clivage des
aminopropetides des procollagénes a1(V) et a2(V) n’avaient jamais été décrits précisément et ont pu
étre identifiés au cours de cette analyse. En plus de ces sites connus ou attendus, nous avons
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également identifié un site de clivage au niveau du propeptide carboxyterminal du procollagene
a1(IIl) et au sein d’autres protéines jouant un role dans l'architecture et le remodelage de la MEC
(fibronectine, CTGF (Connective Tissue Growth Factor), lysyl oxidase, lysyl oxidase-like 1, décorine,
versican, perlécan) ou en lien avec des voies de signalisation (DKK3 (Dickkopf Related Protein 3),
LTBP1 (Latent TGF-B Binding Protein 1) et TGF-f RIII). Bien que l'identification de ces substrats
candidats ait été effectuée sur base de criteres stricts, des validations attestant de leur clivage ont été
réalisées. Cinq de ces substrats en lien avec la structure de la MEC et avec la régulation de voies de
signalisation ont donc été validés dans un premier temps.

ADAMTS2 ADAMTS3 ADAMTS14

Name P:C (PSMs) Name P:C (PSMs) Name P:C (PSMs)
Collagen a-1(1) chain 20.1 (1) ADAMIO 5.7 (8) C3a-R 25 (1)
Collagen a-2(I) chain 35.0 (1) ADAMTSI 35.0 (3) Calsyntenin-1 6.4 (1)
Collagen a-1(1Il) chain 1.7 (3) Clusterin 35.0 (1) Collagen a-1(I) chain 9.1 (2)
Collagen a-2(V) chain 35.0 (3) Collagen a-1(I) chain 35.0 (8) Collagen a-2(1) chain 35.0 (3)
Collagen a-2(VI) chain 2.0 (1) Collagen a-2(1) chain 35.0 (6) Collagen a-1(11) chain 44 (1)
Collagen a-3(VI) chain 2.0 (3) Collagen a-1(Ill) chain 2.0 (3) Collagen a-1(111) chain 2.7(2)
Decorin 35.0 (1) Collagen a-1(V) chain 4.4 (1) Collagen a-2(IV) chain 3.6 (1)
DKK3 4.7 (3) CTGF 7.9 (1) Collagen «-1(V) chain 5.4 (4)
Fibronectin 35.0 (1) Collagen a-2(V) chain 2.7 (4)
Fibulin-3 35.0 (1) Collagen «-1(XVIII) chain 7.2 (2)
Granulins 35.0 (3) Decorin 3.7 (1)
HIA-A 35.0 (1) DKK3 7.0(1)
LTBPI 18.7 (2) Fibronectin 4.6 (1)
POTE] 227 (3) Fibulin-2 3.6 (1)
Prosaposin 5.1 (6) HILA-A 6.5 (1)
TGFB RHI 35.0 (2) IGFBP5 5.5 (8)
Thrombospondin-1 3.1 (2) LTBPI 3.5 (1)
LTBP2 25 (1)
Lysyl oxidase 28(2)
Lysyl oxidase homolog 1 5.7 (2)
Perlecan 6.3 (4)
Versican core frolein 8.5 (2)

Tableau 8 : Substrats potentiels des ADAMTS2, 3 et 14 révélés par iTRAQ-TAILS et présentant les
plus hauts rapports Protéase / Controle (P/C).

Ces rapports P/C sont indiqués pour chacun des substrats identifiés ainsi que le nombre de spectres (PSMs) observés
par MS/MS.

o Validation de protéines structurelles de la MEC comme substrats des
aminoprocollagéne peptidases

C-propeptide du collagéne de type III

A ce jour, seules la bone morphogenetic protein-1 (BMP-1), les tolloid-like proteinases et les
méprines -o et -p étaient connues pour cliver le propeptide carboxyterminal du procollagéne de type
[T (Greenspan, 2005; Vadon-Le Goff et al.,, 2015). Si le clivage identifié par iTRAQ-TAILS au début du
carboxypropeptide (Gly1221-Asp1222) du collagéne III était avéré, il signifierait que les
aminoprocollagenes peptidases sont capables d'opérer le clivage des deux propeptides du
procollagene de type III sans le concours d’autres enzymes. Afin de confirmer le clivage identifié, un
«mini » procollagene de type IIl recombinant formé par la fin de la triple hélice et le domaine
carboxyterminal (PCIII) a été incubé avec 'ADAMTS2 ou 'ADAMTS14, en absence ou présence
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA), un inhibiteur des métalloprotéases (Figure 21, A-B). En
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SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, I'apparition d’'une bande protéique aux alentours de 33kDa
correspondant au CP-III traduit un clivage en présence ’ADAMTS?2, confirmant le clivage identifié par
iTRAQ-TAILS. Des résultats similaires ont été obtenus pour TADAMTS14 (résultats non présentés).
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Figure 21: Validation des clivages de substrats potentiels impliqgués dans la structure de la MEC: C-
propeptide du collagene de type Il (A-B) et fibronectine (C-E).

(A) Représentation schématique du « mini » procollagéne de type Il utilisé. (B) SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie illustrant le clivage in vitro du mini-lll recombinant par TADAMTS2. (C-E) Immunoblots montrant les profils
électrophorétiques de la fibronectine en présence ou en absence d’ADAMTS2 (C), dADAMTS3 (D) ou d’ADAMTS14
(E). (C) Analyses de la fibronectine présente dans les sécrétomes de fibroblastes normaux (NF) ou
dermatosparactiques (DF) incubés avec de TADAMTS2 purifiée recombinante active ou inhibée par 'TEDTA. Analyses
de la fibronectine présente dans les sécrétomes de cellules HEK exprimant TADAMTS3 (D) ou 'ADAMTS14 (E) de
maniére dépendante de la doxycycline. Le clivage se traduit par une diminution de lintensité de la protéine de haut
poids moléculaire (>200 kDa) (C) et par I'apparition d’un peptide de plus petite taille (C-E).

Fibronectine

La fibronectine est un composant essentiel de la MEC et est également présente dans le sang
ou elle participe au processus de coagulation. Les validations de clivage ont été notamment effectuées
par western blottings sur des milieux conditionnés par des fibroblastes humains normaux ou
dermatosparactiques, ou produits par des co-cultures entre fibroblastes et cellules HEK293 capables
de secréter les ADAMTS2, 3 ou 14 de maniere inductible. L’apparition d’'une bande protéique a
environ 33 kDA en présence de ces ADAMTS confirme les résultats d'iTRAQ-TAILS et démontre que la
fibronectine est un substrat de ces trois ADAMTS (Figure 21, C-E).
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e Validation de substrats en lien avec des voies de signalisation

Nous nous sommes également intéressés aux substrats candidats impliqués dans des voies de
signalisation, et particuliérement la voie du TGF-f. Le clivage potentiel de trois protéines intervenant
dans cet axe a été étudié (Figure 22): DKK3 (A), LTBP1 (B-C), et TGF-BRIII (D).

DKK3

La protéine DKK3 recombinante humaine a été incubée, en présence ou en absence d’EDTA,
avec TADAMTS?2 ou 14 purifiée. L’analyse sur gel indique clairement la présence d’un clivage par les
enzymes actives (en absence d’EDTA) (Figure 22, A). Les produits clivés ont ensuite été caractérisés
par iTRAQ-ATOMS, une autre technique de spectrométrie de masse. Le site de clivage identifié
(Met126-Val127) correspond a celui identifié par iTRAQ-TAILS.

LTBP1

Les analyses iTRAQ-TAILS concernant la protéine LTBP1 avaient révélé des sites potentiels de
clivage de LTBP1 différents pour les ADAMTS3 et 14, et aucun pour 'ADAMTS2. La confirmation de
ces résultats par western blotting est délicate car elle doit se réaliser en conditions non réductrices,
afin de conserver le complexe LLC (large latent complex) de haut poids moléculaire formé par la
protéine LTBP1 et le pro-TGF-B (TGF- associé a son propeptide) (Figure 22, B-C). Ces analyses
démontrent que TADAMTS3 et de 'ADAMTS14 clivent le complexe LLC, mais générent des profils
électrophorétiques différents qui traduisent I'existence de sites de clivage propres a chaque enzyme.

TGF-B RIII

Le clivage du récepteur de type Il du TGF-f3 (TGF-f3 RIII) a été vérifié par western blotting sur
des milieux conditionnés de HEK293 exprimant les ADAMTS2, 3 ou 14 de maniere inductible (Figure
22, D). Le TGF-f RIII est une protéine transmembranaire qui ne peut étre identifiée dans le sécrétome
qu’apres clivage protéolytique. Un fragment d’environ 50 kDa est visible en présence de chacune des
trois ADAMTS, démontrant que le TGF-3 RIII est un substrat de ces trois ADAMTS. Une analyse plus
précise par « Liquid chromatography-tandem mass spectrometry » a ensuite confirmé le site de
clivage entre le domaine « Endogline-like» et le domaine «Zona Pelucida» (Pro383-Ala384)
préalablement déterminé par iTAQ-TAILS.
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Figure 22: Validation des clivages par les ADAMTS2, 3 ou 14 de substrats potentiels impliqués dans
des voies de signalisation.

(A) Digestion in vitro de DKK3 recombinant humain par les ADAMTS2 ou 14 recombinantes purifiées, illustrée par des
modifications des profils électrophorétiques (voir fleches). Les protéines sont visualisées par coloration au bleu de
Coomassie d'un SDS-PAGE. (B-C) Western blottings utilisant un anticorps anti-LTBP1 humain sur du sécrétome de
cellules HEK293 exprimant TADAMTS3 (B) ou 'ADAMTS14 (C) de maniére dépendante de la doxycycline. Les
protéines ont été séparées par SDS-PAGE et les expériences ont été réalisées en conditions non réductrices afin de
mettre en évidence le Large Latent Complex (LLC) comprenant la protéine LTBP1 associée au pro-TGF-B. (D) Western
blottings mettant en évidence le TGF-BRIII humain présent dans le sécrétome de cellules HEK exprimant TADAMTS2, 3
ou 14 de maniére dépendante de la doxycycline. Les fleches indiquent les formes clivées du TGF-BRIII par les
ADAMTS respectives.

o Implication de 'ADAMTS2 (et potentiellement des ADAMTS3 et 14) dans la voie du TGF-
B

En raison de la nature des substrats identifiés et afin de vérifier 1'effet biologique de leur
clivage, nous avons déterminé I'impact de ’ADAMTS2 sur les régulations opérées par les TGF-B1 et -
B2. Des fibroblastes normaux, préalablement transfectés par des siRNA controles (SCR) ou ciblant
I’ADAMTS2 (siTS2) (Figure 23, A), ont été cultivés en présence de TGF-B1 ou -B2. Les expressions de
deux genes cibles reconnus de la voie des TGF-f, le CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et l'a-
SMA (a-Smooth Muscle Actin), ont ensuite été mesurées par RT-PCR. L'effet des TGF-B1 et 2 sur ces
deux marqueurs était réduit en absence d’ADAMTS2 (Figure 23, B-C). Au cours d'une expérience
complémentaire, les fibres de stress formées par I'a-SMA ont été visualisées par immunofluorescence
apres un traitement identique a celui décrit ci-avant. Les fibres de stress étaient moins présentes et
moins marquées lorsque I'expression de '’ADAMTS?2 était réprimée (Figure 23, D). L’'ensemble de ces
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données indiquent donc que 'absence d’expression de 'ADAMTS2 réduit la réponse au TGF-f3 et
qu’elle pourrait donc, ainsi que '’ADAMTS3 et 14 par analogie, avoir un effet positif sur cette voie de
signalisation.
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Figure 23: Stimulation de laréponse au TGF-B8 de fibroblastes humains par I’ADAMTS2.

(A) Réduction de I'expression de 'ADAMTS2 par des fibroblastes humains normaux mesurée par RT-PCR 24 et 48h
apres transfection par des siARN spécifiques (siTS2). Des fibroblastes transfectés par des siARN controles (SCR) ont
servi de référence. (B-C) Evaluation, par RT-PCR, de la réponse de fibroblastes humains au TGF-1 ou TGF-2 par
mesure de I'expression de deux génes cibles de la voie des TGF-B : le CTGF (B) et I'a-smooth muscle actin (a-SMA,
C). Les fibroblastes humains ont été transfectés avec un siRNA contréle (SCR) ou un siRNA ciblant TADAMTS2 (siTS2)
et ont ensuite été traités pendant 48 heures avec 1ng/ml de TGF-B1 (graphiques de gauche) ou de TGF-2 (graphiques
de droite). Les résultats sont exprimés par la moyenne +/- SD (n=3, test de Student, différences relatives au contrdle
SCR: * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001) (D). Mise en évidence par immunofluorescence de I'a-SMA présente (FITC,
vert) dans des fibroblastes humains ayant subi le méme traitement qu’en (C). Les noyaux ont été colorés au DAPI
(bleu).
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e Conclusions

Au début de ce travail, les ADAMTS2, 3 et 14 étaient considérées comme des enzymes ne
possédant comme substrats que les procollagenes fibrillaires. Notre étude a permis d’infirmer ce
dogme en prouvant qu’elles sont également des acteurs-clés de I'organisation et du remodelage de la
matrice extracellulaire par leur capacité a cliver des macromolécules de structure, telle la FN, mais
également des molécules impliquées dans des voies de signalisation telles que DKK3, LTBP1 et TGF-
BRIII. Les résultats démontrent également que 'ADAMTS2, et par analogie potentiellement les
ADAMTS3 et 14, participent a la régulation de la voie du TGF-[3 et pourraient donc étre impliquées a
de multiples niveaux dans les mécanismes de réparation tissulaire, tant physiologiques que
pathologiques. L’ensemble de ces résultats a fait 'objet d'une publication reprise ci-apres.

B. Publication des résultats
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ABSTRACT A disintegrin and metalloproteinase with
throrbospondin type | motif (ADAMTS)2, 3, and 14 are
collectively named procollagen N-proteinases (pNPs) be-
cause of their spedific ability to deave the amrinopropeptide
of fibrillar procollagens. Severd reports also indicate that
they could beimaolved in other biological processes, such as
blood coagulation, development, and male fertility, but the
potential substrates assodated with these activities remain
unknown. Using the recently described N4ermina amine
isotopic labeling of substrate approach, we anayzed the
secretomes of hurran fibroblastsand identified 8, 17, and 22
candidate substrates for ADAMTS2, 3, and 14, respectively.
Armong these newly identified substrates, many are compo-
nents of the extracellular matrix and/ or proteins rdated to
cell signaling such & latent TGF- binding protein 1, TGFb
RIIN, and diddopfrelated protein 3. Candidate subsirates
for the 3 ADAMTS have been biochemically walidated in
different contexts, and the implication of ADAMTS2 in the
control of TGF-b adtivity has been further demonstrated in
hurnan fibroblasts. Finally, the cleavaoe ste spedificity wes
assessed showing a dear and unigue preference for non-
polar or sightly hydrophobic amino acids. This work shows
that the activities of the pNPs extend far beyond the classi-
callyreported processingof theaminopropeptideof fibrillar
collagens and that they should now be considered as multi-
level regulators of metrix deposition and remodding.—
Bekhouche, M., Leduc, C., Dupont, L., Janssen, L., Delalme,
F..VedordLeGoff, S, Smargiasso, N., Bawir, D., Mazzucchelli,
G., ZanellaCleon, |., Dubail, | ., De Pauw, E., Nusgens,

Abbreviations ADAMTS, a digntegrin and metalloproteinase
with thrormbespondin type | motif;, ATOMS, aminoterming -
oriented mass spectrometry of substrate; BINGO, Biological
Networks Gene Qntology, BMP, bone morphogenetic pro-
tein; CP4II, Cpropeptide of procellagen 111; CTGF, con-
nective tizue growh factor; DF, dermatogparactic fibroblast
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Extracellular matrix (ECM) remodeling is a arucial sep
in many pathophysiological events such as development,
wound healing, fibrods, and cancer. This complex and
well-orchestrated processiscongtantlyregulated through a
dynamic crostalk between cells and their environment.
Extracellular proteinasesand their respective networksare
esential to thisprocesthrough the degradation of matrix
components release of trapped otokines and growth
factors, generation of cryptic bioactive peptides from
larger molecules, and maturation of procollagens Fibrillar
collagens are the most abundant proteins in connective
tissues They are syntheszed as trimeric procollagen mal-
ecules encompasang the typical central triple-helical do-
main and terminal propeptides at each extremity. The
cleavage of these N- and Cterminal propeptides is re-
quired to allow the spontaneous assermbly of mature tri-
mers into perfectly organized collagen fibrils and fibers.
The procollagen N-proteinases ( pNPs), a disntegrin and
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metalloproteinase with thrombospondin type | motif
(ADAMTS) 2, 3, and 14, are principally known for their
abilityto deavethe aminopropeptide of fibrillar collagen
precursors(typesl, 11,111, and V) (1). Thecritical role of
ADAMTSZ in this processisillusrated in the dermato-
gparactic type of EhlersDanlos syndrome, a genetic dis-
ease caused by mutations in the Adamts2 gene. In the
absence of ADAMTS2 activity, pN-procollagen ( collagen
gill retaining its Nterminal extension) accumulates,
leads to the formation of highly disorganized collagen
fibers, and ultimataly, causes the extreme skin fragility
that is the hallmark of the dissasa (2).

Additional reports showing the derility of Adanis2-
deficient male mice (3), expresion of ADAMTS2 by
macrophages (4), and recently described genetic associar
tion between the Adants2 gene and pediatric stroke (5)
indicate that the functions and subdrate repertoire of
ADAMTS2 are probably not limited to fibrillar procolla-
gens Other genetic studies have linked the Adans14 gene
to a predispodtion to multiple sdeross( 6) or female knee
ogeoarthritis( 7, 8), and theexpresson of ADAMTS2 and 3
wes also shown to be increasad in culprit plagques from
patients presenting with acute myocardial infarction s
stable angina (9). Finally, it was recently shown that
ADAMTS3iscapableof deaving and activeting proVEGF-C
in experimental models( 10). Taken together, these reports
suggest that this subfamily of ADAMTS enzymes has func-
tions that are not related to collagen biology, and this
prompted usto ssarch additional potential substrates \We
used a proteomeswide dr . named terming armine iso-
topic labeling of subdrates (TAILS), which specifically
identifiesthe natural N termini of proteinstogether with the
M termini of their dleavage produdts (11). This approach
wes successfully used o identify nowel subsirates of matrix
rmetalloproteinases( MMPs) (12), meprinsa and b ( 13), but
has not vet been applied so far to ADAMTS proteinases,

This study aimed at the identification of new substrates
of ADAMTSZ, 3, and 14. The rationale for sudying these 3
ADAMTS in paralel was to increase the likelihood of
identifying new substrates of these highly smilar enzymes
and to better evaluate the extent to which they have over-
lapping functions. Tens of new substrates were identified,
rmany of therm being ECM cormponentsand/ or regulators
of the Wnt or TGFb pathways such as latent TGFb
binding protein (LTBP)1 and TGFb RIll. Additiona
characterizations confirmed the reliability of the TAILS
approach to identify newsubsdrates and demonsrated the
functional dgnificance of ADAMTSZ for TGF-b dgnaling.

(mntinuad from previous pagd

DKEK, dickkopfrelated protein; dpc, days postconception; ECM,
extracalular matrix; HEK, human embryonic kidney, HEPES,
4 2ndroxyetin)-1-piperadnesthanesulfonic add; HLA, hurman
leukocyte antigen; ITRAQD, isobaric tag for relative and sbmlute
guantitation; LAP, latencyassociabed peptide; LLC, large laent
cormplex; LTBP, latent TGFb binding protein; MEF, mouse
ermbryonic fibroblast; minidll, miniprocollagen 111; MMP, matrix
metalloproteinass; MY MS, tandemn mas specrometry; PiC,
proteinaszcontrol; PCPE, procollagen Cproteinase enhancer;
pMP, procollagen Nyroteinzse; dRNA, grall interfering RNA;
SMA, smooth muscle acting TAILS, terminal amine isotopic
labeling of substrates; TMT, tandem mass tag, TPP, Trans
Proteomic Pipeline; WT, wild-type
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All these data completaly madify the current paradigm
about ADAMTSZ, 3, and 14 by consderably extending
their subdrate repertoire,

MATERIALS AND METHODS
Antibodies

TheLF&3rabbit antiserumfor thehumean proa 1(111) Cpropeptide
has been described elsewhere ( 14) and was kindly provided by
Dr. Larry Fisher ( Mational | nstitutes of Health, Bethesda, MD,
UsA). Mouse anti-human fibronectin Nterminal antibody
wes purchased from Merck Millipore (MAB1936; Darmstadt,
Germany). The antibody directed against human LTEP1 was
fromR&D Syaterns( MAB388; Minneapolis MN, USA). Thegoat
antibody against the extracel lular domain of human TGF-b RIT
was from R&D Systems ( AF-242-PB).

Cell lines

For indudble cell lines, human embryonic kidney {HEK) 293 cdls
weretransfectad (N Geneg uiceTrandedion Reagent; EMD
Millipore, Billerica, MA, USA) with the pcDNA & tetracydine
repressor expression vector (Invitrogen-Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and selected using blagiddin { SigmeasAldrich,
St Louis MO, USA). Clones expressing a high leved of the tetra-
cycline repressor protein were identified by Western blotting
{rabbit polyclonal #TETOL MoBiTec, Antwerpen, Belgium)
and further trandfected by the pcDNAY TO expresion vector
(TetDn Syeterm; | mitrogen-Life Technologies) containing the
complete coding sequence of ADAMTSZ, ADAMTSS, or
ADAMTS14 inserted inthe multiplecloning ste{ Nal -Xbal stes
for ADAMTS2 and ADAMTS14, and Prrd-Prrd sites for
ADAMTS3). After selection ( Zeocin, 300 my’ mi; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), subcloning was performed to
identifyclones producing ADAMT S2, ADAMTS3, or ADAMTS14
anlyin the presence of domyoydine {1 mM; Sigmasdldrich).

For cell lines expressing conditutively the enzymes, HEKZ293
cells were trandected (Nowagen Genguice Trandection Re-
agent) with the pcDNAY TO expresion vector containing the
complete coding sequence of ADAMTS2, ADAMTS3S, or
ADAMTS14, which were inserted in the multiple doning site
(Nt -Xkal sites for ADAMTS2 and ADAMTS14, or Prrd-Prrg
stes for ADAMTS3). Stably transfected cell populations were
selected using Zeocin (500 oy mil).

Recombinant proteins

Production and purification of bone morphogenetic protein
{BMP) 1, procollagen C-proteinase enhancer (PCPE) 1, and
recommbinant miniprocollagen 111 (minid 1) were described else
where (15). Human plasma fibronedin wes purchased from
Sgmeldrich (#0895). Recombinant human dickkopfrelated
protein {DKK)3 and TGFb Rl were purchased from R&D
Systerns (#118-DK and #242-R3, respectively). Recombinant
ADAMTSZ, itsinactive mutant, or ADAMTS14 wesproduced in
HEK cells and purified according to the reported procedure
{16). Recombinant human TGFbl and TGFb2 were from
PeproTech (#00-21; PeproTech France, Meuilly-Sur-Seine,
France) and Sigma-Aldrich (#2815), respectivaly.

Reagents

The hyperbranched polyglycerol-aldehyde polvimer was pur-
chased from Flintbox (Universtyof British Colurmbia, Vancouwer,
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BC, Canada). |sobaric tag for relative and absolute quantitation
(ITRAQ) Iabels are from AB Sciex (Concord, ON, Canada).
Parcine trypsin was purchased from Promega (#Y5114; Madison,
W1, USA). Ultrafiliration devices were purchased from Merck
Millipore. All other reagents were purchased from Sigma
Aldrich. The procollagen C-proteinase-spedific inhibitor (UK-
383, 367) was from Sigma-Aldrich.

Secretome preparation

Dermatosparactic fibroblasts (DFs) from a patient suffering
from the dermatosparactic type of EnlersDanlossyndrome ( 17)
and HEK cells congitutively or conditionally (in a doxycycline-
dependent manner) expresing ADAMTS2, ADAMTS3, or
ADAMTS14 were cocultured in a 4:1 ratio (DF:HEK) (Fig. 1).
The ADAMTS2 analyss is the sum of 2 experiments. In a firs
experiment, DFs were cocultured with HEK cells congtitutively
expressing the inactive (labeled iITRAQLLS) or the active
ADAMTS2 (labeled ITRAQLLY), named T52_A in proteome-
Xchange In thisexperiment, collagen synthes swes stimulated
by the addition of axorbic add o the culture medium (25 ).
The sample bafore negative ssledtion wes aso anayeed (named
T52 B in proteomeX change). In a second experiment, the HEK
cells expresed ADAMTSZ in a doxyoydinedependent manner
(labsled ITRAQLI4 and ITRADQILLS, respectively, without and
with doxyoycline) . A third condition was made by the addition
of recombinant ADAMTS2 to the control secretome obtained
in the absence of doxycydine { labeled iITRAQL16). There were
2 proteinase:control { P:C) ratios calculated from the latter ex-
periment: ITRAQLLS ITRAQL14 and ITRAQILLE ITRAOQLLY
(mamed TS2_C in proteomeX change).

TheADM-ﬂTEsau’etun‘eme&cmled:e:I fromH EK callsthat over-

e the proteingse in a inedependent manner done
(ITRAQLIS ITRAQLLY) or cocultured with DFs (iTRAQLLY
ITRAQLIE; named T53 A). A second experiment wes done usng
HEK cellsalone (iTRAQLLY ITRAQ11E named TS3 | B). Agngle
experiment was perforrred for ADAMTS14 usng the scretorme of
DFs cocultured with HEK cells over-expressing the proteinass in
a doxyoydlinedependent manner (ITRAQLLZITRAQLIE named
TS514in proteomex changs).

Proteinase expresson was induced by adding 1 miv doxyoye
dine 24 h before and during the 48 h of conditioned medium
preparation. The secreted medium was collected after 48 h
accordingto the reported procedure ( 11), Protein concentration
was edlimated usng the optical dengty at 280 nm and the Brad-
ford assay and was adjusted to 2 mgf mil. A total of 500 mg protein
vas processed for TAILS in each condition. When present,
recombinant ADAMTS2 (23 nM) wesadded overnightat 37°C to
the concentrated sscretome.

Sample preparation for liguid chromatography-tandem
mass specirometry

As a general guideline, ITRAQ-TAILS sample preparation was
doneaccording to the reported procedure ( 18). For the first
N-terminomics analysis of ADAMTSZ (TS2 A), the sample was
fractionated on a srong cation exchange column. A linear gra-
dientof KCI in 20 miM KH PO, was applied to eute the peptides
in 10 fractions. Each fraction wes injected in the mass spectrom:
eter QStar ES-Tof { AB Sciex) at the Protein Scence Fadilityof the
Structure Fédérative de Recherche Biosdiences (Lyon, France).
The smple before negative sslection wes dso analyeed on the
ESIQ Exactive ( Thermo Fisher Scientific) massspectrometer
(TS2 B).For all the other samples, peptideswereinjected into the
ES-0) Exactive masspectrometer at the GIGA Proteomic Fadlity
of the Universtyof Liege. Themasspedrometer wescoupled to a
2DRP/ RP NanoAcguity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) for
the peptide fractionation in 3 fractions The mas gecrometry
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proteomic data have been depodted to the ProteomeX change
Consortium {19) via the PRoteomics | DEntifications partner re-
positony with the data set identifier PX D002354 and digital object
identifier 10.601% PX DO02354.

Analysis of mass spectrometry results

In afirt gep, peptideswereidentified udngMascot (verdon 2.2.06;
Matrix Science Inc., Boston, MaA, USA) and alowing ssmitryptic
cleavages and 2 missed deavaoss’ peptide. Carbamidonmeth s
teinewesset asa fixed modification, and other modificationsvere
setasvariable: Nterminal acety, deamidation (NQ), Pyro-glu
( M-term E), Pyro-Gln (N-4erm Q), Oxidation (M), iTRAQ (K],
iTRAG (Y) and iITRAQ (N-term). Peptide tolerance was set at
0.02 Da.

The tandem mes pedromeary (MY MS) data were analyzed
usngthe TransProteomic Pipeline (TPP) and Proteorme Discoverer
software (Thermo Fisher Sdentific). For the TPP analyses the
PeptideProphet and ProteinProphet softwere programs embedded
into TPP, used to \walidate protEn and peptide asgnment The
nontryptic model wes orritted in the PeptideProphet parameters
The error rate to velidate proteins or peptides wes respectively st a
2 and 5%. Then, Clipper software was Lsed to determine the upper
and lower cutoffs corresponding to 3s calculated from the normral
disribution of the log( P:C ratio) from natura mature N termini, A
Gausian ermor fundion wes usd o Eoulate a P walue that refleds
the profabilityof a peptide to be afalsepodtive. A peptide with aP-C
ratic shove or bedowthe 35 cutoff has $ 99.8% chance to be de
pendent on the shudied protease (20). For daa analyses with the
Proteome Discoverer software, peptide assgnment was walidated
usng Percolator { embedded in the Proteome Discoverer package).
Only high-onfidence peptides were conddered (. 95% confi-
dence), The intensty of the reporter ions wes integrated wsing a
window of 20 ppm. Clipper results were manually complemented
by Proteorme Discoverer data by adding missing peptides abowe or
belowthe 35 cutoff.

Biological process analysis

The proteins showing PiC ratios above or below the cutoffs were
submitted w Biological Networks Gene Ontology (BINGO), an
add-on of Cytoscape (verdon 2.8.2), for Gene Ontology search
(21}, The dgnificance level was szt at 0.005 The categories s
alized are overrepresented after the Benjamini and Hochberg
false discovery rate correction using the whole annotation for
Horosdansin the Gene Ontology database as reference st

Biocherrical validation of the C-propeptide dlesvage of type
I collagen

Mouse ermbryonic fibrobl ags{ MEFs) were extracted fromwild-type
[WT) or ADAMTS2 null embryos at 14.5 d posconasption {dpe)
and cultured under hypoxic conditions (3% O3), and collagen
expression wes dimulated as described above. The scretome ves
collected according o the reported procedure (11). For Western
blot anaysis with the LF-69 antibody (| ageing the C-propeptide of
type |1l procollagen), 2.5 ng protein wes loaded in each lane,
Analyses of minidll desveoe invitrowere al performed in 50 miM
M 2hydrosyethy )-Lpi perazineethanesulfonic add (HEPES) {pH
7.5}, 150rri MaCl, and 10 CaCly (H EPESbuffer) . ADAMTS2
or BMPLwasincubated for 16 h in the presence of 2.5 ng mini-
Il at 37°C in the presence or absence of 200 nM PCPE or
of 250 nM UK-383.367. For Nterminal Edman sequencing
[ L-ProBE; Ghent U niverdty, Ghent, Belgium) of the band corres-
ponding to the C-propeptide, proteins were eedrotrangferred
onta a PYDF membranea and gained with Coomassie blue.
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Figure 1. N<terminomics networks and biological processes related to ADAMTS2, 3, and 14. A) Schematic view of the
N-terminomics workflow used for the analyss of the pNPs Dashed lines show the N-terminal ?eptids analyzed. DFs were
9.

cocultured with HEK cells over-expressing the pNPs in a doxycydine-dependent manner (dox?

B) Numbers of proteins

observed after data analysis and affected cell surface or extracellular proteins showing at least a peptide with a ratio above or
belowthe 3 s cutoff of the experiment. Direct candidate subsrates were defined by interna nontrypticlike peptides C) Biological

processes related to the pNP networks usng BiINGO (21).

ADAMTS2 cleavage of fibronectin

The conditioned media of human fibroblasts were collected as
decribed above and were then incubaked with recombinant
ADAMTS2(200nM for 16h at 37°C) in the presence or absence of
20 mM EDTA in HEPES buffer, Western blotting wes performed
using the mouse anti-human fibronectin N-termind antibody us-
ing these media or on the secretome of HEK cells expressing
ADAMTS3 or 14 in a doxyoydinedependent manner. For the in
vitrodigestion, 2 ng human plasma fibronedtin wasincubated with
recombinant ADAMTS2 (200 nM) for 16 h at 37°C in HEPES
buffer. Proteins were separated udng SDSPAGE and gained with
Coomassie blue. The 33 kDa cleavage product was extracted from
the gel and analyzed by MY MS. The deavage ste wasdetermined
byamino-terminal-oriented mass spectrometry of substrate
(ATOMS) according to the reported procedure (22) with dight
modificationsdeveloped ak the GI GA Proteomic Facility: thetryptic
digedion being replaced bya multienzymeatic digestion based on a
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mix of trypsin, chymotrypsin and GluC, and peptidesbeing labeled
with tandem masstags [ (TMTs); #80065; Life Technologies).

Analysis of DKK3 cleavage

DKK3 (2.5 mg) was incubated in the presence of ADAMTS2
(50nM) or ADAMT S14(100nM), with or without 20mM EDTA
in HEPES buffer for 16 h at 37°C. Proteinswere separated usng
SDSPAGE and gtained with Coomasse blue. The deavage dte
was determined by iTRAQ-ATOMS according to the reported
procedure (23). Investigation of testis morphology of WT or
Adamt=2?/? males was performed by hematoxylin and eosin
gaining of paraffin-embedded transwersal sections

Analysis of LTBP1 deavage

LTBP1 cleavage wes invesigated in the secretome of HEK293
cellsin the presence or absence of doxycydline for the induction
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of ADAMTS expresson. Proteins (2.5 mg) were separated using
SDSPAGE under nonreducing conditions to preserve the come
plex formed by LTBPL, laencyasodiaed peptide (LAP), and
TGFb.

Analysis of TGFb Rl deavage

TGFb RIN desvage was asessed by Western blotting on the
secretome of HEKZ293 cells expressing the proteinases in a
doyoydinedependent manner, or on the secretome of human
skinfibroblasts For theinvitodigestion, recombinant TGF-b RIT
(2.5 ) wes incubated with recombinant-purified ADAMTS2 or
14 (50 nM), in the presence or absence of 20 mM EDTA, in
HEPES buffer for 16 h at 37°C. TGF-b Rl deavage pattern was
anayzed by Western blotting, For the MS/ M5 analyds of the
deavage products, the gal was stained with Coomassie blue, and
the 50 kDa protein band observed after deavage wes extracted,
digested with trypsgin, and submitted to MS MS uting the ESI-Q
Exactive mass spectrometer. Nontrnyptic peptides were also eval-
uated in the analyss.

Evaluation of the TGF-b response in dermal skin fibroblasts

The response to TGF wes assessed after treatment of human
normmal fibroblags with 1 ng' ml TGRbL or TGFRb2 for 48 hin
complete mediurm. RNA was extracted using the RNA 1solation
Kit from Roche Diagnostics (#11828665001; Meyan, France).
Therewere 2 TGF-b target genesesaluated by RT-PCR, a-amooth
muscle actin (SMA) and connective tissue growth factor (CTGF),
using the RNA oligos S9CT AGAGACAGAGAGGAGCAGGAAL-
3% and S9GGECATTGCCGACCGAATGCAGAL-ZY or S9CCTC-
GOCGTCAGGGCACTTGAA-39 and SO9TCCACCCGGGTTAC-
CAATGACAA-ZY respectively. The RTPCR-amplified products
were guantified with GelQuant (bodhemabsdutions o) and
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corrected by the 285 housekeeping gene sgnal. Experiments
were done in triplicate, errors bars are the ssus, and the
P walues were determined using the 14ailed unpaired Stu-
dent's t test and GraphPad Prism (verson 5.00; GraphPad
Software, Lajolla, CA, USA).

Silencing of ADAMTS2 was done using a smal interfering
(d)RNA (SRNA) designed between the exons 13 and 14 of
ADAMTSZ mRNA (NM_014244.4; National Center for Bio-
technology |nformation; Bethesda, MD, USA) usng the RNA
oligns 59GAAGCAUGGUUACAUCAAGTT-3 and 59CUU-
GAUGUAACCAUGCUUCTT-39 Cells were trandected with
SRNA (20 nM), either control (sorambled, S8UUGCALUA-
CAGGACUCGUUATT-39 and 58UAACGAGUCCUGUALGC-
AATT-29 or specific to ADAMTS2, usng the caldum phosphate
precipitaion procedure, After 18 h, cells were trypsinized,
replated for 6h, and treated with TGFb1or TGF-L2{ 1ng' ml} in
complete medium. The SRNA efficdiency was controlled by
RT-PCR after 24 or 48 h after trypsinization udngthe RN A oligos
SOGGATCTCAAACATCTTGAT GTAACCA-39and S9CTACAA-
GGACGCCTTCAGCCTCT-39

a-5MA levels were also evauated by immunofluorescence.
Célls were treated with TGFb1 or TGFh2 as desoribed above.
a-5MA wes gained with an antibody coupled to FITC 488
{green), and nudlel were gained with DAPI (blue) (both from
Sigma-aldrich). Photographs were taken using an inverted mi-
croscope (Edipse T1-5; Nikon, Tokyo, Japan).

Determination of deavage site specificity

Heat mapsand amino acid sequence logos, corrected by the
natural abundance of amine acids in the human proteome,
were generated using the iceLogo software package (24).
Analyses were based on the cleavage sites determined by
proteomics for the candidate substrates (Table 1 and Sup-
plemental Table 1),

TABLE 1. Candidate subsrates of ADAMTS2, 3, and 14 revasled by N-taminamics

ADAMTS2 ADAMTS3 ADAMTS14

Narme P:C (PSMs) MName P.C (PSMs) Name P:C {PSMs)
Cdlagn a-1(1) dwain 20101} ADAM10 571(3) C3aR 2511
Cdlagn a-2(1) duain 35.01(1) ADAMTSL 3501(3) Calsmitanin-1 6.4 (1)
Cdlagen a-1(111) dhain 1.71(3) Clugtin 350(1) Cdlagn a-1(1) dain 91(2)
Cdlagan a-2(V) dnain 350(3) Cdlagan a-1{1) dhain 35.01(8) Cdlagn a-2(1) dain 35.0(3)
Cdlagn a-2(\M) dain 201(1) Cdlagmn a-2(1) dhain 350(6) Cdlagn a-1(l1) drain 44(1)
Cdlagen a-3(M) dhain 20(3) Cdlagn a-1{111) dhain 20(3) Cdlagen a-1{111) dhain 2702
Damrin 350(1) Cdlagm a-1{V) drain 4.4 (1) Cdlagn a-2(1V) dain 36(1)
DEES 47(3) CTGF 79(1) Cdlagan a-1(V) dain 5.4 (4)
Fibronedin 3501(1) Cdlagn a-2(V) dhain 27104)
Fibulin-3 3501(1) Cdlagen a-1(x\M11) chain 7.2(2)
Granulins 35.0(3) Deaxrin 3701
HLA-A 350(1) DkE3 7.0(1)
LTEPL 187 (2) Fibronetin 46(1)
POTE] 27(3) Filbulin2 36(1)
Prosapoain 511(6) HLA-A 6.51(1)
TGFb RIN 350(2) |GFEPS 551(8)
Thrombspondinl 3102 LTEPL 35(1)
LTERFZ 251(1)
Lysyl cxiclase 28102
Lyl cedclase horrdog 1 5.7(2)
Palazn 6.3 (4)
Vadcan e pradn 8.51(2)

Candidate subsrakes regarding the highest P:C ratios are shown. The highest P:.C ratio of the peptides corresponding to the subsrates is
reported together with the number of spedra [ peptide-spectrum matches (PSMs) ] observed by MS MS. The complete peptide lists for each

subsrate are reported in Supplemental Table 1
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RESULTS
N-terminomics analysis of ADAMTS2, 3, and 14

Investigation of the proteénase nebworks rdated to the
ADAMTSZ2, 3, and 14

I dentificationsof newsubstrates were performed using
hurman dermatosparactic skin fibroblasts, which lack
active ADAMTSZ and only express low amounts of
ADAMTS3 and 14. These cellswere coculturedina4:1
ratio with H EK293 cellsexpressing or not recombinant
ADAMTSZ, 3, or 14. The srundree conditioned medium
of the different culture conditions wes collected, and each
ADAMT Spostive condition and itsspecific controlswere
labeled with different iTRAQs, pooled, and processed for
TAILS andyds [n these conditions, the ratios betwesn the
intengties of the different reporter ions allow the relative
guantificabion of peptides Although natural N-termina
peptides and peptides corresponding to basal proteclysis
leadto P:Cratiosaf; 1, peptideswith P:C ratiossgnificantly
. larelikelyto be generated bythe ADAMT Sunder study
(Fig. 1A). In addition, the amino-terminal extremities
of the proteasegenerated N termini (neo-N termini)
correspond to the P19 position of the cleavage sites,
therebyallowing directidentification of cleavage sites.
Finally, peptides with P:C ratios, 1 (reflecting degra-
dation or cell uptake of neo-N termini) are assumed to
encompassthe cleavage dte but do not allowits precise
localization. The cutoffsto discriminate neo-N termini
from other N termini were determined from the nor-
mial distribution of natural N-terminal peptides, which
arenot expected to be modified bythe protei nase. Very
strict 3 s cutoff values were used to increase the prob-
ability of identifying relevant substrates cleaved with
high efficacy.

Analysesof the different culture conditionsrevealed the
presence of 1354, 1423, and 1918 different proteins in
the secretomes used for ADAMTS2, ADAMTS3, and
ADAMTS14, respectively. The P:C ratios were calculated
for al the identified peptides, and thisindicated that 38,
51, and 79 extracellular or cell surface proteins were af-
fected by the expression of ADAMTS2, ADAMTS3, and
ADAMTSIS, respectively (Fig. 1B and Supplemental
Table 1). These proteins were consdered to be a part of
their respective protease nebworks (defined as the sub-
proteome affected by the proteinass, which indudes its
direct subdrates and secondary events linked to its ex-
pression and activity) and used to give a better indghtinto
the biological processes related to one spedfic ADAMTS,
BiINGO analysis (21) showed that the major processes
influenced by ADAMTS2, 3, and 14are ECM organization,
blood vessel development, response to wounding, and
TGFb receptor dgnaling pathway (Fig. 1C). The most
sgnificant biological proces was "ECM organization,”
with acorrected P value between 4.6 3 10° for ADAMTS2
and 2.2 3 10" for ADAMTS14, principally thanks to the
presence of several fibrilforming collagens and fibronectin
(Fig 1C and Supplemental Table 1), "Blood vessel devel-
opment” is modly related to ADAMTSS and ADAMTS14,
with Pvalues of 753 10" and 1.2 3 10°, respectively (Fig.
1C), whereasthe Pyvalue of ADAMT S2 weslower (2.4 3 10"'?
ADAMTSZ and 14 are highly rdevant to response to
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wounding (Fig. 1C). More unexpectedly, ADAMTS3
and 14 networks were related to the TGF-b receptor
signaling pathway. This pathway was not identified for
ADAMTSZ using BiNGO, although some of the pro-
teins in the ADAMTS2 network (eg, LTBP1) are
clearly related to this pathway according to the litera-
ture (Supplemental Table 1). Among the proteinsin-
wvolved in this pathway, which were affected byat least 1
of the 3 ADAMTS, were TGF-b1 and TGF-b2, the cor-
eceptors endoglin (CD105) and TGF-b RN, interact-
ing and trapping molecules present in elastic fibers
(LTBP1, 2, and 3; fibulins 1, 2, and 3}, and other ECM
macromolecules that either modulate and/ or are
transcriptionally regulated by the TGF-b pathway
(decorin, CTGF, and collagens) (Table 1 and Sup-
plemental Table 1).

Candidate subdrates of ADAMTS2, 3, and 14

Particular attention wespaid to the nontrypticlike internal
peptides (no “K" or “R" in P1) having a P:C ratio . 1 be-
cause these are likely to result from direct cdleavage by
ADAMTS, whereas tryptic peptides are more ambiguous
and can aso reflect changes in protein expresion. This
analysisyielded 8, 17, and 22 potentia direct substratesfor
ADAMTSZ2, ADAMTS3, and ADAMTS14 (Table 1). Be-
sdesfibrillar collagens, ADAMTS2 wes found to be likely
able to proces 1) the beaded filamentforming type VI
collagen, outdde the triple-helical domains 2) decorin, a
proteoglycan interacting with the surface of collagen fi-
brils; and 3) DKK3, a factor implicated in the regulation of
Wty b-catenin and TGF+ sgnaling (25, 26). The poten-
tid direct subdrates of ADAMTS3 were more nUmerous
and included fibrilforming collagens, other proteins
of the ECM, and proteins regulating cell behavior
( apoptosisand proliferation) or lipid metabolism, such
as clusterin, granulin, or prosaposn (Table 1). There
were 2 cell surface receptors, human leukocyte antigen
(HLA)-A and TGF-b RIII, also identified as potential
subdgrates with high P:C ratios, suggesting that they
were present as soluble forms in the conditioned
medium. ADAMTS14 shares many substrates with
ADAMTS2 and/ or ADAMTS3, such as fibrillar colla-
gens, fibronectin, DKK3, HLA-A, and LTBP1. Some
substrateswere however identified onlyfor ADAMTS14,
including 1) lysd oxidase and lysd oxidase like-1, 2 en-
Zymes that crossink collagen and elasting 2) verscan
and perlecan, 2 secreted proteoglycans with multiple
functions; and 3) type XVIII collagen at a site cloze to
that involved in the release of endostatin, a potent
antiangiogenic cryptic Cterminal fragment of collagen
XNV,

Although substrate identification was performed
using verystrict cutoff values, validation assayshave to
be performed. As a first step toward the validation of
candidate substrates, we decided to focus on 5 of
them belonging to the 2 main identified categories
(ECM and signaling regulation). The potential cleaw-
ages were systermatically evaluated for the 3 ADAMTS
in order to get information about their substrate

specificity.
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Biochermical validation

Strudural ndeules inpligted in ECM  ardhiteture and
ramodding

UOevage d the Corgpgdide o hypelll alagan— Although
ADAMTS2 can process the aminopropeptide of bype
Il procollagen, its activity on the C-propeptide of
procollagen |11 {CP4I11) wasnever previouslyreported.
Surprigngly, also, the 1pno1:er11jal deavage gte identified by
N-terminomics (G 1P7D; PC, 1.7) is the sme as
for BMP1 ( 27). This prormpted usto characterize this new
potential activity of ADAMTS2 in more detail.

In order to werify the release of CPHIl by ADAMTS2
(Supplementa Table 1), we used the purified enzyme and
recombinant mini- 11, which is composed of a short triple-
helical domain, the telopeptide, and entire Cpropeptide
(Fig. 28) (15). ADAMTSZ, but not an inactive enzyme
purified in the ==ame conditions, was able to release the
CPJIl (Fig. 2B). A similar activity was observed with
ADAMTS14 (Fig. 2C). To further wvalidate this in vitro
cleavage and to confirm that this effect wes not due to the
copurification of atinyamount of BMPL, the assaywasalso
performed in the presence of a BMP1 sinthetic inhibitor
and/ or in the presence of a specific enhancer of BMP1
activity on procollagen (PCPE) (29). ADAMTS2 cleaved
the Cpropeptide of type 11 collagen to the same extent
regardless of the presence of the inhibitor or the enhancer
(Fig. 2D). The=reaultsdemondratethat the Cypropeptide
of type 111 collagen is directly cleaved by ADAMTS2.

The ADAMTS2 cleavage site within mini-l11 was de-
termined by MN-iterminal Edman sequencing and
yielded the following cleavage site: G-F-A-P121E [121%y.
YD (Fig 24). The Proline in the P1 podtion wes also
previoudyfound in the N-propeptide cleavage ste ( 1), but
it islocated 3 residues N terminal to the site identified
by N4erminomics The discrepancy betveen the 2 ap-
proaches could be relabed to the presence of BMP1 in the
conditioned culture medium, the activity of which is pos
dblyincreased when there is prior cleavage by ADAMTS,

To explore the biological Sgnificance of this deavage,
type 11l collagen procesing wes assessed in MEFs from 6
different embryos (3WT and 3 Adamts2®/?) at 14.5 dpc.
An antibody specific to the C-propeptide (LF-69) was
used and showed a reduction in the amount of “free”
Cpropeptide together with the accurmulation of pC
forms when ADAMTS2 was absent (Fig. 2E).

Claavaged adlular and plagTa fironetin— Fibronectin is
another important component of the ECM. It is also
abundant in plaama under a form lacking type [11-4 and
type 111-B domains (Fig. 2F). TAILS analyses indicate a
possble cleanvage stein the N4erminal domain (P:C, 0.12;
Supplernental Table 1). Validation sudieswere performed
by Western blotting udng an antibody specific to the
30 kDa N4erminal domain (Fig. 2G). Media conditioned
by normial human skin fibroblasts contained a fragment
migrating ; 33 kDa by SDSPAGE. In contrast, accurmula
tion of fulldength fibronectin and absence of this 33 kDa
product were obsened in the medium of DFs (Fig. 2G).
When recornbinant-purified ADAMTS2 wasadded invitro
into the DF-conditioned medium, the 33 kDa product wes
also generated at the expense of the fullHength fibronec-
tin (Fig. 2G), and this processing was abolished in the
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presence of EDTA. Noteworthy, the release of the 33 kDa
fibronectin fragment was also specifically observed in
the conditioned medium of HEK293 cells expressing
ADAMTS3 or ADAMTS14 compared to nontransfected
cells(Fig. 2H), suggesting that this activity is shared by
all 3 enzymes.

In a second step, plaama fibronectin wes also incubated
invitrowith recombinant-purified ADAMTSZ, resulting in
a dmilar product of ; 33 kDa (Fig. 21). The fulHength
fibronectin and its Cterminal fragment after cleavage by
ADAMTS cannot be ezdly separated udng SDSPAGE,
rmaking classc (Edrman) N-+terminal ssquendngdifficultto
implement. Therefore, the 33 kDa fragment from plasma
fibronedtin was analyzed by mas . In agree-
ment with the gpecificity of the antibody used in Wesern
blotting, the peptidesobserved by mass spectrometrycover
the N4erminal assermbly domain of fibronedin, The pre-
cise cleavage dte was then determined using a new ap-
proach called ATOMS (22, 23) coupled to TMT labeling
and to amultienzymatic digestion. The 5 peptideswith the
highest P:C ratios resulted from a unique and un-
ambiguous cleavage ste: VR-AA™ FPY.QP (Fig 2)).
This cleavage ste was not seen usng a classc nyptic di-
gedion such asin Nterminomics Thisislikely dueto the
sze of the tryptic peptide resulting from this cleavage site,
which istoo long ( 32 aminoe acids, 3.6 kDa) to be properly
assgned by MY MS,

Cal ggnaling ndaules

Cleavage of DKK3 by ADAMTSZ and 14— DKK3 is a
member of the DKK family, which comprises 4 members
characterized by 2 conserved cysteinerich domains( Fig, 34),
M-terminomics analyses indicated cl of DKK3 by
ADAMTS2 and ADAMTS14 (Supplemental Table 1), a
result that was confirmed in vitro usng recombinant
human DEK3in the presence of recombinant ADAMTS2
or 14 (Fig. 38). DKK3 is a highly glycosiated molecule
migrating at 75-80 kDa by SDSPAGE despite a predicted
massof 37.5kDa. Inthe presenceof ADAMTS2 or 14, the
intensty of the corresponding band decreased, whereas
3 deavage products migrating at 38, 55, and 70 kDa were
observed (Fig. 3B). According to the N-terminomics
anal)s% DKK3 was cleaved at positions 25M W%,
128 |51, and % ITL, To determine the precize cleav
age site of ADAMTSZ within DKK3, we used iTRAQ-
ATOMSon recombinant proteinsin vtro, which led tothe
identification of asingle cleavage dte at podtion "M W%
(Fig. 3A). This suggests the existence of ssquentia sc-
ondary processing by other proteinases after initial
ADAMTS2 cleavage or that the dleavage ste isperhapsles
drictly defined in conditions encountered in cell culture.
Thegeneration of 3degradation productsof DKK3( 38, 55,
and 70 kDa) by ADAMTS2 or ADAMTS14 suggedts the
presence of at least 2 deavage sites Thissecond ste might
be the | IT? identified for ADAMTS14 during the N-
TAILS analysis The reason why this dte was not identified
by ITRAQ-ATOMS on recombinant proteins was not in-
vestigated further,

DKK3 has been shown to be implicated in saminiferous
tubuledevelopment { 30). Therefore, the histologyof testes
from adult WT or Adarrt=2?/? mice was examined by
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Figure 2. Novel protealytic events of the pMPs related to structural molecules of the ECM: CP4II and fibronectin, A) Schematic
view of the recombinant procollagen 11l model substrate (mini- 111). The cleavage ste determined by Ntermina Edman
sequencing is reported belowe B and C) SDSPAGE (10% acramide, reducing conditions) stained with Coomassie blue shows
the in vitrodigestion of recombinant mini4 1l {850 nM) by recombinant-purified ADAMTS2 (50 nM) or iEEinaqme mutant (B) or
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hematoxyin and eosn gaining. The ssminiferoustubules
werealtered in 2 ricewith an increasein lumen
gpace and areducton in thickness of the tubules(Fig. 3C),
which complemented praviousfindingsshowingadecrease
of mature soerm in 2 tegtes (3). ADAMTS2
deaves DKK3 updream of the 2 conserved geteinerich
domains known to be responsble for the inhibition of the
Wit pathweay. Therefore, DKK3 procesing by ADAMTS
could activate, rather than abolish, its inhibitory function
on the Wnt pathways Because DKK3 is involved in sami-
niferous tubule developrment ( 30), it is tempting to specu-
late that the infertility of 2 male mice could be
related to dyaregulation of DKK3 fundion in testis

LTBP1 pro=sing— LTBP1 sequesters pro-TGF-b within
the ECM to dlow its rapid release when needed. The as
sociation of LTBP1 with pro-TGF-b by disulfide links
is known as the large latent complex (LLC) (Fig. 44).
MN-terminomics analyses revealed the cleavage of LTEPL
by ADAMTS3 at %P 1a¥® and 7P IA""® postions( Fig. 44).
LTEP1 procesing by ADAMTS3 wes firg confirmed by
Western blotting in the medium of HEK293 cells express
ingthe proteinasa (Fig. 4B). Intheab=ence of ADAMTS3, 2
bands of 250 and 185 kDa were observed, which corre-
sponded, respectively, to the LLC (LTBP1 asociated with
pro-TGFbl) and to LTBPLl aone (Fig. 4B). When
ADAMTS3 wes expressad, the relative intensty of LLC
decreased, whereas a cleavage product of 150 kDa, corre-
sponding to the expected size after cleavage of LTBP1 at
the ¥°p LA™ dte, was markedlyincreased (Fig. 44, B). No
band of 104 kDa that would have resulted from the cleaw
age at the "°P IA7"® site could be observed,

Proteomic analyses identified LTBP1 cleavage by
ADAMTS14 & the *°P IG¥ position (Fig. 4A and Supple-
mental Table 1). Thisshould generate a deavage product
differing by only 1.5 kDa from the uncleaved LTBP1,
which does not allow their discrimination by SDSPAGE,
When ADAMTS14 was expressad in HEK293 cells LLC
abundance decreased, whereas the band corresponding
to LTBP1 alone increased (Fig. 4C), leading to a different
glectrophoretic pattern from that obtained with ADAMTS3.
Because dissociation of LAP/ TGF-b from LTBP1 should
not result from a deavage at the P IGY ste, it must be
raused bya cleavage within the LAP domain (see Fig. 44).
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Thishypothessisfurther supported bythe exigtenceof a
cleavage ste in the LAP domain of TGFb1, as suogesed by
the proteomic analyas (P:.C, 0.28; Supplementa Table 1),

For ADAMT 52, a well-defined band corresponding to a
degradation/ maturation product wes never detected.
Howewer, a dight decrease of the LLC intendty wes con-
sgtently observed, sugaeding that a cleavage that modifies
or destroys the epitope recognized bythe LTBP1 antibody
may occur (Fig. 4D0). In summary, it seemsthat wheress all
the sudied ADAMTSs are susceptible to cleave the LLC,
therearedgnificantdifferencesin their deavage gpedfidity.

Cleavage of TGFb RINl by ADAMTSZ, 3, and 14— N-
terminomics analyses identified a cleavage of TGFb RIII
(b-glycan) by ADAMTS3 between the endoglirdike and
the zona pdludda domains (Fig. 5A) at the **p 1%
gte. TGF-b RIlI deavage wesfird asesed by Western blot-
ting in the condiionad medium of inducible HEK cells
Becaus= TGF-b Rl isatransmembrane receptor, onlyshed
fragmentscould beidentified in thess conditions The=me

wesobserved in the presence of the SADAMTS, with
an increased abundance of 2 deavage products of 50 and
60 kDa (Fig. 58). To get further insght into the physolog-
icad relevance of this deavage, Western blots were per-
formed on the conditoned medium of normal and DFs
Although sorme intact shed ectodomain of TGRD BRI could
be seen with DFs, onlythe cleaved formswere presentin the
rmedia of normal fibroblasts (Fig. 5C).

To assessthe direct deavageof TGF-b RN, in vilroasssys
were performed usng purified recombinant TGF-b
BRIl and ADAMTS2 or ADAMTS14. A band migrating
; 120 kDa (Fig. 5D}, accompanied by a higher malec-
ular rmess smear typical of proteoglycans wes obserned in
the presence of EDTA (Fig. 5D). In the presence of active
ADAMTSZ or ADAMTS14, however, the intact soluble
TGF-b Rl disappeared, and asngle deavage product wes
observed; S0kDa(Fig. 5D). Noother cleanvage product wes
seen usng either Western blotting (Fig. 50) or Coomassie
blue staining. The 60 kDa band ohserved in Fig. 58 could
therefore be due to glycosdation or to an additional
cleavage, occurring onlyin acellular contesd, by ADAMTS2,
3, or 14 or other proteases The 50 kDa band wes analyzed
by MS MS and shown to correspond to the N-terminal
endoglindike domain resulting from a cleavage at the

ADAMTS14 (200 nM) with or without EDTA (20 miM, C). Mw, molecular weight, D) Digestion of mini- |1 by ADAMTS2 (50 niM)
in the presence or absence of PCPE-1 (200 nk ) with or without the specific BMPL inhibitor { UK-383,367; 250 nM) (28). E) Type
Il eollagen pracessing in the conditioned rmedium of MEFs extracted from 6 different embryos (WT or Adarm=22"2) at 14.5 dpe.
The Western blot was performed using an antibody specific to the Cpropeptide of type |11 collagen (LF-69, left). Estimation of
C-propeptide release in the MEF sacretome (WT or Adant=?* ' ? ) isshown. Error bars represent 6 sem. *P =0.0235, determined
using the 14ailed unpaired Student’sttest F) Schematic view of the fibronectin molecule. Typel, 11, and [11 fibronectin domains
are represented by gray squares, drcles, or hexagons, respectively. The aternatively spliced extra fibronectin type 111 domains
(A, B) and thevariable region are shown in dark gray. The binding site to the integrins [ encompassing the tripeptide Arg-GlhyAsp
(RGD) motif] isunderlined. The ADAMTSZ, 3, and 14 cleavage dte isindicated with an arrow G) |mimunoblots of the secretome
of human normal fibroblasts (MF) or DFs usng an antibody specific to the N4ermina (30 kDa) part of human fibronectin.
Recombinantpurified ADAMTS2 (75 nM) was added in vitro to the secretome of DFs with or without EDTA (20 mM). H)
Western blots of the secretome of HEK cells expressing ADAMT S3 or 14 in a doxyoycline-dependent manner, using the anti-
N-terminal domain of fibronectin antibody. 1) 1n vWilro digesion of human plasma fibronedin by recombinant ADAMTS2 shown by
SDSPAGE (12.5% acrylamide, reducding conditions) gained with Coomesdie blue. The deavage product of ; 33 kDa corresponding to
the N4terminal domain was identified by M5 MS usng the protein band extracted from the g, | ) Fibronectin cdeavage Ste in the
presence of ADAMT S2 wes determined Usng TMT-ATOMS. The ssmpleswere digested with amix of protessss before analyds. A total
of 163 peptides labeled with TMTs at their N termini were obssrved, most of them hadng TMT ratiosof ; 1 and derived from partial
degradation of the commerdial fibronectin preparation. The PC ratios of those peptides are shown with a graphic representation of
loge] protease/ control (cirl)]. The 5 peptides with the highest P.C ratio (red dots) originate from the same deavege site and
unambiguoudy define the preferential ADAMTS2 cleavage site within fibronectin. This deavage ste is reported on the right.
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Figure 3. ADAMTS2 or 14 deavage of DKK3 and potential
implication in tedis development. A) Schematic view shows the
domain composgtion of DKK3. One of the deavage stes
observed by Nterminomics in complex media wes confirmed
by iTRAQ-ATOMS usng recombinant proteins in vita The
deanage dte determined by iITRAQ-ATOMS is reported balow
[P.C, 11.96; peptidespectrum matches (PSMs), 8]. B) In vitro
digestion of recombinant human DKK3 by recombinantpurified
ADAMTS2 (left) or ADAMTS14 (right). Proteins were visualized
by SDSPAGE (10% acrylamide, reducing conditions) dained
with Coomasse blue. Mw, molecular weight. C) Hematoxylin
and eodn daining of paraffinembedded sections of tedtes of
8wk-old WT or Adant=2?/2 (TS2%/2) mice (n =2).

333p 1A% cleavage identified by N-terminomics for
ADAMTS3 (Fig. 5E).

Implication of ADAMTS2 in the TGF-b response of skin
fibrodass Many subdrates identified in this study in-
dicated that ADAMTS2, 3, and 14 play a major rolein the
regulation of TGF-b signaling. UsngADAMT S2 asamodel
proteinase, the response of human skin fibroblaststo TGF-
b1 or b2 was evaluated by RT-PCR (Fig. 6A) usnga-SMA
and CTGF asreporter genes The gpecific contribution of
ADAMTS2 wes assessed using an SRNA directed against
this protease (Fig. 6A). After treatment with TGF-b1 or
TGF-b2, the induction of a-SMA or CTGF wes attenuated
in fibroblagts deficient in ADAMTS2 (Fig. 6B, C). Similar
data were obtained when the reponse of normal and DFs
was compared ( data not shown). Thisreduction of TGF-b
response was dightly more potent in the presence of TGF-
b2 compared to TGF-b1 treatment (Fig. 6B, C), suggesting
a contribution from TGF-b RIII, which isknown to have a
higher affinity for TGF-b2. The response of human fibro-
blaststo TGF-b in the absence of ADAMTS2 wes also \eri-
fied by immunofluorescence (Fig. 6D). When fibroblasts
were treated with TGF-b1 or 2, aclear induction of a-SMA
was seen. |n agreement with the RT-PCR data, after TGF-b
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treatment, the a-SMA level wasreduced when ADAMTS2 is
slenced, confirming the specific contribution of ADAMTS2
to the TGF-b response.

Cleavage site specificity of ADAMTS2, 3, and 14

Cleavage ste secificities were analyzed based on deavage
events related to the candidate substrates (Table 1 and
Supplemental Table 1) complemented with the deavage
stes determined by Edman or ATOMS. To take into ac-
count the contribution of the particular nature of fibrillar
collagens (rich in Glycine and Proline), the analyds wes
performed with and without the deavage sites of type |
collagen (a-1and a-2chains) (Fig. 7). When collagen | wes
excluded, the deavage stes of all 3 ADAMTS shared a
common and spedfic enrichment in small nonpolar or
dightly hydrophobic amino acids (G, P, A, M, F,and V) in
theP1land P19postions(Fig. 7, right panels). Accordingto
this analyds, the preferential cleavage ste for the pNPsis
P/ AIG/ V. Induding collagen | cleavege stesin the anal-
yasdoesnot modifythe deduced ADAMT S3 speificitybut
affects dightly the consensus cleavage dte for ADAMTS2
and 14, notably by increasing the contribution of the Gly-
cine residue in P19(Fig. 7).

DISCUSSION

Recent data indicated that ADAMTS2, 3, and 14 could be
involved in biological functions that are not related to
collagen processing (31) and may thus have other physio-
logical substrates (32). This hypothesis was evaluated
using an N-terminomics approach that allows the identifi-
cation of new subdrates in complex samples, as already
demondrated with ssverd metaloproteinases auch as
MMPs and meprins (12, 13). Using this approach, we
identified several new extracellular and cell surface
potential substrates of ADAMTS2, 3, and 14, of which
some were \validated by Western blotting, N-terminal
sequencing, and/ or mass spectrometry analysis. In this
work, the proteins identified by N-terminomicson cell
cultures congtitute a subproteome (or protease net-
work) related to the expression of ADAMTS2, 3, or 14.
Under these experimental conditions, the protease
network includes the primary direct subdrates of the
studied enzymes. It contains also proteins that are in-
directly affected as a result of activation or inhibition of
other actors such as other proteinases, inhibitors of
proteinases, or cytokines. As a whole, the protease net-
worksdetermined here in well-characterized modelsare
therefore fully relevant to the biological functions of
ADAMTS2, 3, or 14. Altogether, the N-terminomics and
validation data have led to the identification of prefer-
ential cleavage stes. For the 3ADAMT Ss, theP1land P19
positions were enriched in nonpolar or dightly hydro-
phobic amino acids (mainlyG, P, A, M, F, and V), aery
unique specificitythat stronglydiffersfrom that reported
for BMP1 (D in P19, MMP2 and 9 (L in P19, or
ADAMTS1or 4 (E in P1). Itisworth mentioning that the
previoudyidentified deavage site allowing the release of
the aminopropeptide of type I, I, and 11 procollagens
(A/PlQ) could not be identified here because the
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Figure 4. LTBP1 cdeavage by the pNPs A) Schematic view of the LLC composed of LTBP1 associated with pro-TGF-b1, the latter
being secreted as a noncovaent complex between TGF-b and the LAP. ADAMTS3 and 14 cleavage stes within human LTBP1,
observed by N-terminomics, are shown by black arrows. Cleavage site sequences are reported below. B-D) Western blots using an
anti-human LTBP1 antibody on the secretome of HEK cells expressing ADAMTS3 (B), ADAMTS14 (C), or ADAMTS2 (D) in a
doxycydine-dependent manner. Proteins were separated by SDSPAGE (7.5% acrylamide). Experiments were performed under

nonreducing conditions to see the LLC. Mw, molecular weight.

proteins in the secretome were not treated to remove
the blocked terminal pyroglutamate. The previoudy pub-
lished “PlA" processing of a-1 type V procollagen was
however identified and confirmed the reiability of our
experimental procedure (Supplemental Table 1). Simi-
larly, several “A lA" dtes were identified, which fully cor-
regpond to the newly identified deavage of VEGF-C by
ADAMTS3 (10). Severd different deavage dtes were also
identified in the triplehelical domain of type | collagens
(Supplemental Table1). Thiswesnot anticipated butisnot
surprising basad on the identification here of the prefer-
ence of these ADAMT Ss for proline- and glycinerich se-
quences and knowing that the high expression of
collagens by fibroblastsin culture leadsto the secretion
of a agnificant percentage of abnormally folded colla-
gen molecules, which increasesthe possibilityto identify
true, although rare, cleaved sequences.

The amilarity between the preferential deavage gtes for
ADAMTS2, 3, and 14 certainlyexplainswhytheyshare several
common subdrates (such as fibronectin or TGFb RIII).
Howewer, it is dear that subdrate gedfidty isaso governed
by dructura interactions between the subdrae and the
protease andillary domains that are less consened than the
catalyticdomain. Thisisprobablythe casefor LTBP1 because
the 3 dudied ADAMT Ssdid not generate the same producdts

The cleavage of the N+terminal domain of fibronec-
tin by ADAMTS2 wes confirmed using normal and DFs

SUBSTRATE REPERTOIRE OF ADAMTS2, 3, AND 14

Interestingly, fibronectin has been reported to be impli-
cated in platelet thrombus formation and diseases asoci-
ated with thrombosis(33), and this could be correlated to
previous results showing that ADAMTS2 is potentially in-
wolved in pediatric sroke and that its expression is in-
creased in atherosclerotic plaques causing acute
myocardial infarction (9). Fibronectin isalso known to be
inwolved in inflammation by recruiting and activating
leukocytes, notably through its 29 kDa N-terminal frag-
ment that can be released by thrombin (34). Moreover,
the ADAMT S2 proteinase network shows other linkswith
proteins involved in inflammation (see Supplemental
Table 1: collagen a-2(VI) and a-3(VI) chains, IL-8,
macrophage migration inhibitory factor, or the com-
plement C1s subcomponent), which supportsthe role
of ADAMTS2 in the immune system (4).

This study reports the unexpected cleavage of cell
signaling molecules such as DKK3, which isimplicated
in prostate morphogenesis (26, 35) and testis devel-
opment (30) probably through the regulation of
TGF-b or Wnt/ b-catenin signaling. Investigation of
testis morphology in Ada 2 "male mice shows
the alteration of the seminiferous tubules leading to
the interesting hypothesis that processing of DKK3 by
ADAMTS2 could play a role during testis development.
However, the exact mechanism needsto be studied more
precisely.

11

88



Résultats : Chapitre 1

A B ADAMTSE ADAMTSS ADAMTS14
R i) ADAMTSZ, 3or 14 C'-'E{?'{f"g“" i -+ a??él- -+ 1253- - +
0 X = 10 - .
Endoglin-fite domain ¥ " 192 g a7 ] a7 7]
: ! == B8 L 66 -| L BB~
S AT R L e s — — Ly
GALF/HALON 45+ 45 45
c D 31 314 314
TRt
< 0 + [+ | ADAMTSZ ADAMTS14
500 + | - | EDTA EOTA
116 200
o7 = « sT0GF-heta R ‘M.
6 1164 1
- gT-‘ +
- — 66 4
45—
451 =
314
E
| 10 H| 10 +0 57 &0 10 i il 1]
MISEYVIAIF ALMSSCLATR GPEPERLCCL SFVIAISFI] ALMEIFTVLE TAGQEFEQL] BEVILHLNFI SIVHIHEHSY
I 110 120 i 140 150 180 180 200 ]

1
VILLMEPHFL 'RLETERLA TEVIRLFLVE EGIVVQESIA NTILTAETEE

Yeh VISITELEIA BRITIKVGED QUEFFHCHIG

[ Z10 ] 240 zit 250 H=] 210 =50 =50 FIE |
ENFLILNYL: EFLQPERARE CVM33CDONE EVHITZLITE NSKEYSAFQY DITIDIRES) EIIZVEMLI LILECSESVN WUIHSFDVRG SLETIAPHIT
T HH e
I 1110 13l 310 I [T 160 FRIT FH 150 [T |
PEETERIN TS IRDD] FIIUGHLYHW ALDNGYSFIT #SYTMAFVANE EDPHLRELENNAE #ENGIEZVHTI FFELRILLDF '-.-;iE.!;[_"dxr'F TAGGEGINGE
BH EEHEHRRE o T o | :
[ 417 [ 430 [ 150 [ 471 [H TR |
LPEPEFDISH BVAEEGEDS LPRPRIEVIP SIQLEFGISE PEEVQESVDI ALSVHCIHER MWIVAVEKDSE QASCYSEMDV TLLDPTCRME MHGTHEVLES
H
I 310 250 230 240 [T aE0 270 FIT HET s0e |
PLNECSTRER WEILDEVVYY NWSIVIQUEAL COSSGHEDSY EOLZSGINGE DOOMICEDRY LITAEEIVVE HOSLOOURNE SSEUELEHSK  ITEMMELYNT
H
I £10 £20 £210 Eil 553 5ED 570 620 I 708 |
DLELVP3QEV FOVIENEEVY VEVSVIEAZR ELGFAIQICE ISPYSNPDRM SHYTIIENIC PRIEIWKEYS PRRVEFPIR ADMDSGERFIF VPKRVEWIAL
H
'
I 7180 750 Til 740 7848 TED 718 TED T 204 I
LFEQEFLTLC TEMEWMEoMT PHCUPEDSAC TELDASITNE MENNHIFTE SLAVIMWRL® Sywssooes  PNEISEETFM  GLOTLTUMSI AFRAFVIEAL
v
I 311 320 520 a0 550 BED g ]
LICALWYIYZ HTCSTRODGR VPTSEEASEN 33AANSICIT GSTRCS33ST 2 [}

Cleavage site
GALP{IE3).(304)AL0MN

Figure 5 TGFb Rl deavage by ADAMTS2, 3, and 14. A) Schematic view of TGF-b Rl shows the cleavage ste obsered by
N-terminomics and confirmed by M% MS identification of the cleavage product in gel {Supplemental Table 1; see bedow). B)
Wegern blot for TGF-b Rl in the medium of HEK cells over-expressing ADAMTSZ, 3, or 14, The direct deavage product is
indicated by arrovs C) Western blot anaysisof TGF-b Rl present in the rmedium of human normal fibroblagts (NF) or DFs The
shed form (sTGFb RIN) is indicated by an arrow. D) Western blot shows the digestion of recombinant-purified TGFb Rl
(2.5 my) by recombinant ADAMTS2 (left) or 14 (right) in vilra The only deavage product, observed using Coomassie gaining
and identified by MS M5, is the endoglindike domain (arrow). E) Liguid chromatographytandem mas spectrometry
identification of the 50 kDa TGF-b Rl product generated by ADAMTS2 cleavage. Semitrypsn digestion wes set as parameter for
the identification of the peptide sequences. The deavage product ends at the cleavage ste determined by N-TAILS.

Analysss of the proteinase networks reveal a drong link
between pNPs and TGFb dgnaling Thisisin line with pre-
vious data showing that 1) mutations affecting ADAMTS10,
ADAMTS17, ADAMTSLZ, or ADAMTSLS proteins are
involved in genetic diseases related to elagtic fibers and
TGFb (36, 37); 2) the absence of ADAMTS2 reduces
liver fibrosis (38); and 3) ADAMTS enzymes are
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characterized by the presence of one or several domains
amilar to the “thrombospondin type | repeat” domain
known to activate pro-TGF-b1 (39, 40).

This study reports new mechanisms by which
ADAMTSZ, 3, and 14 can collectively modulate TGF-b
ggnaling, through the deavage of LTBP1, TGFb RIII, and
probably, pro-TGF-b. The direct deavage of LTBP1 was
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Figure 6. Biological implication of ADAMTS2 in TGF-b sgnaling in human fibroblasts A) Assessment of ADAMTS2 silencing by
RT-PCR after 24 or 48 h. Human normal dermal fibroblasts were transfected with a scrambled SRNA or an SRNA directed
againgt ADAMTS2. B and C) Invedtigation of TGF-b response in human fibroblasts by RT-PCR using 2 TGF-b target genes CTGF
(B) and a-SMA (C). Human normd fibroblasts were transfected with a scrambled (SCR) or a specific SRNA (dTS2) for
ADAMTS2 and were treated with 1 ng/ ml TGFb1 (left panel) or TGF-b2 (right panel) for 48 h. A.U., arbitrary units.
Experiments were done in triplicate. Error bars are 6 sem. ns, 0.1046; *P =0.0178, **P =0.,0017, and ***P =0.0002, determined
usng the 1tailed unpaired t test. D) Invegtigation of a-SMA level in human fibroblasts by immunofluorescence (FITC, green).
Nuclei were sained with DAPI. Cells were treated as described above,

clearly demonstrated for ADAMTS3, which induces the
release of TGF-b immobilized in the ECM. In the case of
ADAMTS2o0r 14, agpecificcleavagestein LTBPlinducing
such release could not be identified. However, Wegtern
blotanalysesshowed thatthe LLC (formed byLTBP1, LAP,
and TGFb) islessabundant in the presence of ADAMTS2
or ADAMTSI4. Thissuggedseither that LTBP1 isdeaved
at a gte that is different from the ADAMTS3 cleavage ste
and could not beidentified in our experimental conditions

SUBSTRATE REPERTOIRE OF ADAMTS2, 3, AND 14

or that cleavage occursin the LAP or in TGF-b itself (see
Fig. 4A). In favor of the latter hypothess, Nterminomics
data showed that ADAMTS14 deaves the pro-TGF-b mol-
ecule between the LAP domain and Ctermina sequence
corresponding to mature TGF-b (Supplemental Table 1).

The cell surface receptor TGF-b RIIl isknown to act asa
coreceptor for TGFb sgnaling and notably for TGF-b2
(41, 42). TGF-b RIlI can alo be shed from the cell surface
to release a soluble form that acts asan inhibitor of TGFb
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sgnaling (43-45). Cleavage of the woluble TGFb RIlI
within the nonsructured linker between the N-+termina
endoglindike domain and the zna pdludda domain ham-
pers its ability to inhibit TGF-b signaling because both
domains are required for the recognition of the growth
factors of the TGF-b superfamily (23, 45, 46). Therefore,
cleavage of the soluble TGF-b RIII bythe pNPswithin the
nonstructured linker will also contributeto increase TGF-b
availability.

Cleavage of LTBP1 and soluble TGF-b RIll by the
pNPsshould both lead to activation of TGF-b signaling.
This hypothesis was evaluated in human skin fibro-
blasts using ADAMTS2 as a model. Our data clearly
show that the response to TGF-b1 and -b2 is down-
regulated in the absence of endogenous ADAMTS2.
Additional characterizations will be required to iden-
tify more precisely the relative contribution of the
different cleavages (LTBP1, pro-TGF-b, and/ or TGF-b
RII1). Because ADAMTS2 expression isinduced by TGF-b
(47), itsrolein TGF-b sgnaling reported here conditutesa
podtive feedback loop that could be involved in processes
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such as fibrosis or wound healing (48, 49). We hawe
reported that tetrachlondanduced liver fibrods is re-
duced in 2 mice, implying the involvement of
ADAMTS2 in fibrods (38). This function wes initially as-
sumed to be due onlyto aterationsin amino procollagen
processing, but the involvement of ADAMTS2 in the cell
response to TGF-b reported here could be an important
additional mechaniam.

In conclusion, this original analysis of the substrate
repertoire of ADAMTS2, 3, and 14 shed a new light on
the dogmatic idea that ADAMTS2, 3, and 14 are only
involved in amino procollagen processing. Becausethey
are able to cleave many ECM macromolecules but also
proteins directly regulating cell phenotype such as fac-
torsinwlved in Wnt and TGF-b pathways, they should
now be considered as multilevel regulators of ECM de-
position and remodeling. |
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C. Analyses complémentaires

Les travaux décrits ci-avant ont permis la mise en évidence de nouveaux substrats des
ADAMTS2, 3 et 14 qui sont impliqués dans la formation et le remodelage de la MEC mais également
dans la réponse au TGF-f. Ces nouvelles connaissances indiquent donc que ces ADAMTS devraient
dorénavant étre considérées comme des acteurs clés dans les mécanismes de 'homéostasie de la MEC
puisque leur activité se manifeste a d’autres niveaux que la seule maturation protéolytique des
collageénes fibrillaires.

Afin de renforcer ces hypotheses, des analyses complémentaires ont été réalisées. Elles
avaient notamment pour but d’identifier I'impact fonctionnel de ces ADAMTS sur base de leurs effets
sur le phénotype cellulaire et des roles exercés par leurs substrats.

o Impactde 'ADAMTS2 sur la migration cellulaire

Compte tenu des roles connus de la fibronectine matricielle et notamment dans la migration
cellulaire, des tests de migration cellulaires (« scratch assays») ont été réalisés sur des fibroblastes
humains de derme exprimant ou non TADAMTS2.

Des fibroblastes dermatosparactiques ou des fibroblastes normaux, non transfectés ou
transfectés avec un siRNA controle ou avec un siRNA ciblant '’ADAMTS2 (voir protocole décrit dans la
publication) ont été ensemencés (30x10% cellules par puits) dans des dispositifs de culture (Ibidi,
#80209) formés de deux puits rectangulaires séparés de 500um. Aprés 18h, le dispositif de culture est
retiré (temps Oh) laissant un espace de 500um dépourvu de cellules. Des photos en contraste de
phase sont ensuite prises a intervalles de temps réguliers et a des positions fixes jusqu’a ce que les
cellules aient migré et rempli entierement I'espace entre les puits. Les photos ont été prises a I'aide
d’'un microscope Nikon TiS équipé une caméra CCD haute résolution (Andor), d'un régulateur
d’intensité halogen Fiber I[lluminator Intensilight et de I'objectif CFI Plan Fluor DL 10X 0.30 (Nikon), le
tout controlé par le logiciel NIC-Elements (Nikon). Les quantifications de la surface non occupée par
les fibroblastes au cours du temps (logiciel NIS-Elements (Nikon)) permettent d’évaluer la vitesse de
migration.

La vitesse de migration des fibroblastes normaux (NF et NF + siRNA SCR) est plus rapide que
celle des fibroblastes dermatosparactiques (DF) (Figure 24). De maniere remarquable, la répression
de I'expression de 'ADAMTS2 au sein des fibroblastes normaux (NF + siRNA TS2) se traduit par une
réduction de leur vitesse de migration qui devient semblable a celles des fibroblastes
dermatosparactiques, démontrant ainsi le role de '’ADAMTS2 dans le processus migratoire.

Les mécanismes moléculaires sous-jacents n’ont pas encore été identifiés mais pourraient
impliquer le clivage de protéines membranaires ou I'activation de voies de signalisation.
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Figure 24: L’expression d’ADAMTS2 stimule la migration cellulaire.

La vitesse de migration de fibroblastes dermatosparactiques (DF) ou de fibroblastes normaux (NF) transfectés par un
siRNA contrdle (NF + siRNA SCR) ou ciblant TADAMTS2 (NF + siRNA TS2) a été mesurée dans le modéle de « scratch
wound healing ». Des photos représentatives ont été prises au début du test (Oh), puis aprés 24 et 48 heures (A).
L’espace non occupé par les cellules a été mesuré au cours du temps (Scratch surface, pm2; siRNA SCR : siRNA
scramble ; siRNA TS2 : siRNA ADAMTS?2) (B) et permet une évaluation de la vitesse de migration.

e Role potentiel de 'TADAMTS2 dans la coagulation sanguine

Notre étude par iTRAQ N-TAILS a mis en évidence un clivage de la fibronectine plasmatique
humaine par les ADAMTS2 et 14. Compte tenu du rdle de la fibronectine plasmatique dans
I’hémostase et en raison d’'une publication associant le géne de 'ADAMTS2 aux accidents vasculaires
cérébraux chez 'enfant (Arning et al,, 2012) et chez 'adulte (Arning et al., 2016), nous avons voulu
évaluer I'éventuel impact de 'ADAMTS2 dans des tests de coagulation sanguine ou du sang de
donneurs est incubé en présence ou non d’ADAMTS2 purifiée (en collaboration avec Céline
Delierneux du Laboratoire de Thrombose et d’"Hémostase du GIGA).
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Le sang de volontaires sains (n=3) a été récolté dans un tampon citrate (3,2%) qui évite la
coagulation (selon un rapport sang/tampon citrate 9/1). Le sang est ensuite fractionné par
centrifugation a 180g pendant 15 minutes a température ambiante. La fraction enrichie en plaquettes
est alors ajustée a une concentration de 3.105 plaquettes/ml A l'aide de la fraction pauvre en
plaquettes. 250ul de plaquettes sont mélangés a 5pul de globules rouges permettant la visualisation du
caillot. De TADAMTS?2 (25 ou 50nM) ou le volume correspondant de son tampon (Tris HCl 50mM, NaCl
150mM CaCl; 2mM), ou du tirofiban (1,25pug/ml) est ensuite ajouté, mélangé et incubé avec les
échantillons (30 minutes a 37°C). De la thrombine (0,1 U/ml) et du CaCl; (20mM) sont finalement
ajoutés pour initier la coagulation sanguine et la formation du caillot. Des ce moment (t=0 min), des
photos ont été prises a intervalles de temps réguliers a I'aide d'un Nikon 3200D.

Lorsque les plaquettes sont incubées seules avant 'ajout de thrombine et de CaCl; (condition
basale, A), une trés faible coagulation est observée (Figure 25). Celle-ci n’est pas modifiée par la
présence du tampon dans lequel se trouve 'ADAMTS2 (E, F) alors que la présence du tirofiban (un
inhibiteur de la fonction plaquettaire) empéche toute coagulation (B). En revanche, en présence
d’ADAMTS2 (25 et 50 nm), la formation du caillot est stimulée (C, D). Des résultats similaires ont été
observés pour les 2 autres donneurs (non illustrés). Ces données, qui restent préliminaires, sont a
confirmer sur un plus grand nombre de donneurs. Elles semblent néanmoins indiquer que '’ADAMTS2
favoriserait la coagulation sanguine, suggérant ainsi un nouveau role indépendant de sa fonction
aminoprocollagene peptidase.

A B C D
SE & 3=
F £s £s Figure 25: Effet de PADAMTS2 sur la
Fe g= g- vitesse de coagulation sanguine.
lp:ag 5 Sl 3.105 plaquettes colorées par 5ul de globules
i _' '_ : rouges ont été incubées seules (A), en
\ présence de tirofiban (un inhibiteur de la
N fonction plaquettaire) (B), ADAMTS2 (25nM
i ou 50nM) (C, D) ou de la quantité
il iin i . correspondante de tampon (E, F) avant d’initier
' la coagulation par ajout de thrombine et de
CaCl,. (n=3 donneurs).
90 min l T E . !
— \; —~—

e (livage du CTGF par les ADAMTS?2 et 3

Le CTGF (également connu sous le nom de CCN2) est une protéine « matricellulaire capable
d’'interagir avec de nombreux constituants matriciels et avec diverses intégrines. Son expression est
stimulée par le TGFp et il est considéré comme un médiateur extracellulaire de certains des effets du
TGFp. Son identification comme substrat potentiel dans nos analyses par iTRAQ-TAILS était donc tout
a fait pertinente par rapport a nos observations montrant le réle de TADAMTS2 dans la réponse
cellulaire au TGF-f.

Des analyses par Western blotting ont été réalisées sur différents sécrétomes de fibroblastes.
Le CTGF est détecté sous forme d'un doublet (38 et 42 kDa) dans le sécrétome de fibroblastes
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dermatosparactiques (Figure 26, A). Il est également présent dans le sécrétome de fibroblastes
normaux exprimant ’ADAMTS2, mais de maniére moins intense.

Des co-cultures entre fibroblastes dermatosparactiques et HEK293 exprimant les ADAMTS2
ou 3 ou 14 en présence de doxycycline ont également été réalisées (Figure 26, B - C). Une disparition
totale du CTGF détecté par I'anticorps est observée lorsque les ADAMTS2 ou 3 sont exprimées alors
que I'’ADAMTS14 est sans effet (données non présentées). Ceci ne signifie toutefois pas que les
ADAMTS2 et 3 dégradent completement le CTGF. Il se pourrait par exemple que 1'épitope reconnu par
I'anticorps soit situé a 'extrémité de la protéine et que son excision résulte donc en la disparition de
I'immunoréactivité du CTGF. Par ailleurs, il est également possible que le CTGF, une fois clivé,
s’associe préférentiellement a la couche cellulaire et ne soit plus présent dans le milieu conditionné. Il
est également possible que le clivage se produise au sein de I'épitope reconnu par l'anticorps, ce qui
empécherait la reconnaissance par l'anticorps des fragments générés. De futures expériences utilisant
d’autres anticorps et évaluant a la fois la couche cellulaire et le milieu conditionné devront donc étre
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Figure 26: Clivage du CTGF par les ADAMTS2 et 3.

Visualisation par Western blotting du CTGF présent dans les sécrétomes de fibroblastes dermatosparactiques (DF) ou
normaux (NF) (A), ou dans les sécrétomes de fibroblastes dermatosparactiques co-cultivés avec des HEK293 capables
de surexprimer 'ADAMTS2 (B) ou 'ADAMTS3 (C) de maniére dépendante de la doxycycline (- : absence de
doxycycline ; + : présence de doxycycline). Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE et le CTGF mis en évidence
par un anticorps (Santa-Cruz Biotechnology).

D. Discussion, conclusions et perspectives du chapitre 1

Avant 'entame de ce travail, des résultats expérimentaux, parfois indirects mais concordants,
suggéraient que les ADAMTS2, 3 et 14 puissent cliver d’autres substrats que les collagénes fibrillaires.
Cette hypothése a été étudiée par une approche protéomique permettant d’identifier des substrats de
protéases sans qu’aucune connaissance préalable des sites préférentiels de clivage ou de la nature de
ces substrats ne soit requise. Cette technique relativement récente et implantée dans un nombre
restreint de laboratoires dans le monde avait ainsi permis de déterminer de nouveaux substrats de
protéases incluant notamment des MMP (Prudova et al.,, 2010; Schlage et al., 2015) et des cathepsines
(Prudova et al.,, 2016). Dans ce travail, cette approche expérimentale a été adaptée a I'étude des
ADAMTS, et en particulier des ADAMTS2, 3 et 14 dont les seuls substrats connus étaient certains
procollagenes fibrillaires (Bekhouche and Colige, 2015) alors que, pourtant, diverses données
expérimentales suggéraient d’autres fonctions indépendantes de la biologie des collagénes (Arning et
al, 2012; Arning et al,, 2016; Dong et al., 2013; Dubail et al., 2010; EI Khoury et al., 2013; Goertsches et
al,, 2005; Kesteloot et al., 2007; Poonpet et al., 2013; Rodriguez-Lopez et al., 2009).
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by

La plupart des modeles expérimentaux de N-terminomique consistent a comparer le
sécrétome de clones de cellules transformées surexprimant l'enzyme étudiée sous forme
recombinante avec le sécrétome de clones controles. Ce modeéle simple ne nous a pas semblé optimal
pour notre étude car les ADAMTS2, 3 et 14 sont principalement exprimées par les cellules d’origine
mésenchymateuse. Par ailleurs, il est vraisemblable qu'une partie significative de leurs substrats
soient également produits par ce type cellulaire. Une de nos priorités était donc d’utiliser des cellules
fibroblastiques. Notre choix s’est porté sur des fibroblastes issus de patients souffrant d'un syndréome
d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique. En effet, en raison d’'une mutation « non-sens », ceux-ci
sont dépourvus d’activitt ADAMTS2 alors qu’ils n’expriment pas d’ADAMTS3 et tres peu
d’ADAMTS14. Toutefois, des fibroblastes humains primaires sont difficilement transfectables et ne
peuvent étre maintenus en culture a long terme. Afin de disposer d’'une source d’ADAMTS et de
bénéficier de conditions expérimentales robustes, nous avons développé des clones de cellules
HEK293 inductibles n’exprimant I'ADAMTS2, 'ADAMTS3 ou I'ADAMTS14 qu’en présence de
doxycycline. L'avantage de ce modele expérimental est que les comparaisons sont effectuées entre des
cellules identiques cultivées en absence (témoin négatif) ou en présence d'inducteur (échantillon
« protéase »), ce qui réduit substantiellement les risques d’observer des différences ne reflétant que la
variabilité entre deux clones et non la conséquence de I'activité de I'enzyme. Des co-cultures associant
des fibroblastes dermatosparactiques et des clones de HEK293 ont été incubées en absence (cultures
contrdles) ou en présence (échantillon « protéase ») de doxycycline. Les différents sécrétomes ont
ensuite été comparés par 'iTRAQ-TAILS. De trés nombreux substrats ont été identifiés, dont les
collagénes fibrillaires, les seuls substrats précédemment connus des ADAMTS2, 3 et 14, ce qui
témoigne de la validité de notre approche expérimentale. Différents types d’analyses et d’expériences
complémentaires ont ensuite été réalisés concernant notamment :

- La confirmation, par d’autres techniques, des clivages des nouveaux substrats, choisis sur base de
leur intérét biologique et/ou de leur probabilité élevée d’étre des substrats réels
(protéase/controle >1) ;

- L’évaluation de I'impact biologique des clivages observés ;

- L’identification des sites préférentiels de clivage par analyses bio-informatiques.

Pour les 3 ADAMTS étudiées, les positions de part et d’autre du site de clivage (P1 et P1’)
étaient « enrichies » en acides aminés non polaires ou légérement hydrophobes (principalement en
Gly, Pro, Ala, Meth, Val et Phe). Ces analyses ont été répétées sans prendre en compte les collagénes,
tres riches en Gly et Pro, afin d’éviter tout biais d'interprétation des données. Des résultats similaires
ont été obtenus. La base de données MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops) qui recense diverses
informations connues sur les protéases a permis de comparer cette spécificité de clivage a celle
d’autres métalloprotéases (Rawlings, 2016). La spécificité de clivage des ADAMTS2, 3 et 14 présente
des similitudes avec celle d’autres protéases présentant une activité de collagénase (sur les collagénes
fibrillaires), dont la BMP1 et les MMP2 et MMP9. Un enrichissement en Gly en position P1 est en effet
au milieu du site de clivage de ces MMP, ce qui n’est pas surprenant compte tenu de la richesse en Gly
des domaines en triple hélice des collagénes fibrillaires. Les substrats des ADAMTS2, 3 et 14
présentent également un enrichissement en Ala en P1, qui est également observé pour des protéases
de la famille des ADAM telles que les ADAM10, ADAM17et ADAMS. La spécificité des ADAMTS2, 3 et
14 est plus manifeste pour la position P1’ du site puisque la BMP1 a une préférence pour une Asp, les
MMP2 et MMP9 pour une Leu et TADAMS8 pour une GIn. Une majorité des membres des MMP semble
aussi avoir une prépondérance pour les Leu en position P1’ de leur site de clivage (Eckhard et al,
2016a; Eckhard et al., 2016b). Concernant d’autres ADAMTS (ADAMTS1, ADAMTS4 et ADAMTS?5), on
note une préférence marquée pour un Glu en P1 (bien que peu de clivages aient été référencés en
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comparaison des MMP) ce qui les différencie des ADAMTS2, 3 et 14 alors que I'acide aminé en P1’
(Ala, Val, Phe, Gly) est moins discriminant.

Nos analyses démontrent donc que les sites de clivage par les ADAMTS2, 3 et 14 sont
hautement similaires et qu’ils different parfois de maniére substantielle des sites préférentiels de
clivage par d’autres métalloprotéases. Ceci ne signifie toutefois pas pour autant que les répertoires de
substrats de nos trois ADAMTS étudiées soient identiques. C’est ainsi, par exemple, que des sites de
clivage entre deux Ala sont observés pour les ADAMTS2, 3 et 14. Toutefois, seule '’ ADAMTS3 clive
efficacement entre deux Ala le Pro-VEGF en VEGF actif, ce qui suggére que la spécificité de clivage ne
dépend pas uniquement du domaine catalytique (qui est quasiment a 100% identique pour les
ADAMTS2, 3 et 14) mais également de domaines C-terminaux au niveau desquels on observe de plus
grandes divergences de séquence.

Un autre exemple est fourni par le LTPB1 qui ne semble pas étre un substrat de 'ADAMTS2
alors qu'il est clivé par les ADAMTS3 et 14 mais avec des sites distincts et des efficacités différentes. A
I'inverse, de nombreux substrats sont clivés par nos 3 ADAMTS d’intérét ou, au moins, par deux
d’entre-elles. C'est le cas de la fibronectine, de DKK3 ou de TGF-§ RIIL.

L’'implication potentielle du clivage de certains substrats plus pertinents, pour leurs fonctions
biologiques ou I'efficacité avec laquelle ils sont clivés, est brievement discutée ci-apres.

Voie du TGF-

Une des contributions majeures de ce travail est la mise en évidence d'une interaction
fonctionnelle étroite entre les ADAMTS2, 3et 14, et les voies de signalisation sous la dépendance de
facteurs de la famille du TGF-f. Les premiers indices de ces interactions ont été mis en évidence par
les études iTRAQ-TAILS, puis ont été confirmés par des analyses complémentaires qui montrent que
la LTBP1, le pro-TGF-B et le TGF-$ RIII sont des cibles de nos ADAMTS. Le clivage du LTBP1 et du
« Latency Associated Peptide » (LAP) du pro-TGF-B1 devrait stimuler la voie du TGF-B en favorisant
sa biodisponibilité. Les conséquences du clivage du TGF-B RIII sont plus difficiles a prévoir,
notamment parce qu’il stimule la réponse au TGF-B lorsqu’il est sous sa forme transmembranaire
alors qu'il est essentiellement inhibiteur lorsqu’il est présent sous forme soluble dans le milieu
extracellulaire apres son clivage « juxta-membranaire » par des « sheddases » (Boivin et al.,, 2012;
Mendoza et al., 2009).

La fixation du TGF-B sur le TGF-B RIII requiert la présence conjointe du domaine endogline et
du domaine ZP (Delolme et al,, 2015; Kirkbride et al.,, 2008; Mendoza et al., 2009). Dans ce contexte, le
clivage par les ADAMTS2, 3 et 14 au niveau d’'un site (GALP/ALQN) situé entre ces deux domaines
devrait entrainer une perte d’'interaction avec, en corollaire, une diminution ou une augmentation de
la voie TGF-P selon la nature, respectivement, membranaire ou soluble du TGF-$ RIII.

Le CTGF (également appelé CCN2) est une protéine matricellulaire composée de 4 domaines,
dont un domaine « répétition thrombospondine de type 1 (TSP1) » (Sanchez-Lopez et al., 2009),
similaire a ceux présents notamment dans les ADAMTS. Le CTGF participe a de nombreux processus
pathophysiologiques parmi lesquels la régénération des tissus conjonctifs et I'évolution des maladies
fibrotiques (Kok et al., 2014; Sanchez-Lopez et al., 2009). Son expression est un marqueur précoce
d’une stimulation de la voie TGF-B. De maniere remarquable, le CTGF est a I'origine d’'une boucle de
rétrocontrole positif en stimulant la voie TGF-f lorsqu’il interagit avec des intégrines et via
I'inactivation de certains inhibiteurs du TGF-$ (Kok et al., 2014). Notre étude a mis en évidence un
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clivage du CTGF (en position RELD(186).(187)TGFP) en aval du domaine TSP1. Des clivages du CTGF
par des MMP (1, 2, 3,7, 9, 13) avaient déja été rapportés dans cette région, mais pas a ce site précis.
Des clivages aux sites Asp186 et Alal97 avaient également été identifiés (utérus de laies gestantes)
mais la protéase n’avait pu étre identifiée (Ball et al., 2003; Ball et al.,, 1998). Celle-ci pourrait étre
I’ADAMTS3 puisqu’elle est exprimée dans I'utérus et le placenta (Janssen et al., 2016).

L’'impact du clivage du CTGF et le réle de chacun des domaines qui le composent ne sont que
peu documentés (Cicha and Goppelt-Struebe, 2009). De nombreuses études rapportent une
stimulation de la prolifération cellulaire par le CTGF. Toutefois, cet effet semble dépendre de la
présence d’autres facteurs. Il a ainsi été montré que la présence d’EGF est un élément essentiel pour
I'activité pro-proliférative du CTGF ou de son fragment aminoterminal. Un effet du CTGF sur la
migration cellulaire a également été rapporté. Par ailleurs, le CTGF et son fragment C-terminal stimule
la synthése du collagéne mais aussi de la fibronectine et de la MMP2. Dans ce contexte, I'impact du
clivage du CTGF par les ADAMTS 2 et 3 ne peut étre prédit et devra étre évalué de maniere
expérimentale, dans différents modéles, a I'aide de CTGF recombinant mis ou non en présence de nos
différentes ADAMTS.

Afin d’évaluer la pertinence biologique de nos observations, des tests fonctionnels ont été
réalisés en culture cellulaire. IlIs démontrent clairement qu'en absence d’ADAMTS2 (fibroblastes
dermatosparactiques ou traitement de fibroblastes normaux par des siARN spécifiques) la réponse
cellulaire au TGF-B1 et TGF-B2 est réduite de maniere significative. Cette observation est a mettre en
relation avec une publication plus ancienne de notre laboratoire utilisant un modele de fibrose
hépatique induite par injection de CCls (Kesteloot et al., 2007). Nous avions alors montré que les
expressions de TGF-f1, de CTGF et d’a-SMA étaient inférieures dans les foies de souris TS2-/- en
comparaison des foies de souris de type sauvage. La fibrose hépatique était de plus faible ampleur et
se résorbait plus rapidement chez les souris TS2-/-. Il est probable qu'une part des mécanismes a
I'origine de ces observations réside dans une sensibilité moindre envers le TGF-f qui est un facteur
central dans I’évolution des maladies fibrotiques.

DKK3

DKK3 est un substrat totalement inattendu révélé par les analyses iTRAQ-TAILS puis confirmé
par des techniques complémentaires. Cette protéine, qui demeure peu étudiée a ce jour, possede des
homologies avec DKK1 et DKK2 qui sont connues pour étre impliquées dans la régulation de la voie
Whnt. Il semble toutefois qu’elle s’en distingue au niveau fonctionnel méme si cela reste peu clair.
DKK3 est impliqué dans le développement de la prostate (Kawano et al.,, 2006; Zhang et al., 2010),
potentiellement par une interaction avec la voie du TGF-$ (Romero et al., 2013; Romero and Kypta,
2013). Un réle durant le développement testiculaire a également été rapporté, via une régulation de la
voie Wnt/B-caténine (Das et al, 2013). Des analyses histologiques ont montré que l'architecture
tissulaire de la prostate des souris TS2-/- est normale suggérant I'absence de relation fonctionnelle
entre DKK3 et TADAMTS2 au sein de cet organe. En revanche, a l'instar des souris DKK3-/-, les males
TS2-/- sont stériles.

Au cours de travaux antérieurs non publiés, nous avions pu montrer que les testicules sont
normaux a la naissance et que les premiers signes pathologiques se manifestaient dés 1'age de deux
semaines. Par la suite, on note un net déficit de différenciation des spermatogonies en spermatocytes,
qui aboutit a une absence quasi complete de formation de spermatozoides. Des expériences
(immunohistologie, Western blotting) ont été réalisées afin d’établir I'existence d’'un mécanisme

commun menant a la stérilité des souris males DKK3-/- et TS2-/-. Elles se sont révélées peu informatives
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et devront étre poursuivies. Il faut toutefois noter que la stérilité des males TS2-/- pourrait s’expliquer
par d’autres mécanismes. Par exemple, il a été démontré que le GDNF (glial cell line-derived
neurotrophic factor), un membre éloigné de la famille du TGF-B qui est sécrété par les cellules de
Sertoli, régule la différenciation des spermatogonies et que son activité est modifiée par des clivages
protéolytiques (Piccinini et al., 2013; Singh et al., 2017). Une hypothése de travail serait donc que le
GDNF soit un substrat de TADAMTSZ2. Une autre régulation impliquée dans la fonction testiculaire est
la voie de signalisation de I'axe SCF/c-kit (Cardoso et al., 2017). Tant le ligand (SCF) que le récepteur
(c-kit) peuvent étre clivés, ce qui module leur disponibilité. A nouveau, la possibilité qu'ils soient des
substrats de 'ADAMTS2 devra étre envisagée. C-kit est également un facteur crucial pour le
renouvellement des mélanocytes. Cette observation est interpellante puisqu'un des traits
phénotypiques des souris TS2-/- est 'apparition de zones ou le pelage est completement blanc, ce qui
pourrait donc supporter un role de ’ADAMTS2 dans certaines fonctions régulées par I'axe SCF/c-kit.

Fibronectine

La fibronectine est un constituant essentiel de la matrice extracellulaire et elle se retrouve
également dans le sang ou elle participe a la formation des thrombi et est impliquée dans certaines
maladies thrombotiques (Cho and Mosher, 2006; Maurer et al., 2010; Wang et al., 2014b). Au cours de
ce travail, nous avons montré que I'’ADAMTS2, mais également dans une moindre mesure les
ADAMTS3 et 14, clivent la fibronectine au site VRAA/VYQP, ce qui induit la libération d’'un domaine N-
terminal de 33 kDa (domaine d’assemblage). Celui-ci est impliqué dans l'auto-assemblage de
molécules de fibronectine et les interactions avec la MEC. Il interagit également avec la fibrine,
I’héparine et les chaines d’héparansulfate. De maniere remarquable, ce clivage est observé dans les
cultures de fibroblastes dermiques normaux mais est absent dans les cultures de fibroblastes
dermatosparactiques, ce qui démontre que ce clivage n’est pas un artefact lié a nos conditions
expérimentales. En raison de I'implication de la fibronectine dans les mécanismes d’hémostase et
suite a des publications démontrant une association entre 'ADAMTS2 et les accidents vasculaires
cérébraux (Arning et al.,, 2012) ainsi que sa surexpression dans les plaques d’athérome impliquées
dans l'infarctus du myocarde (Lee et al,, 2012), nous avons entrepris une étude exploratoire de son
réle dans ’hémostase. Une augmentation de la vitesse de coagulation a été observée en présence de
I’ADAMTS2. 1l faut toutefois noter que les résultats devraient étre validés sur base d'un plus grand
nombre d’échantillons et de conditions expérimentales. Par ailleurs, cette premiere étude ne permet
pas de déterminer si le clivage de la fibronectine par 'ADAMTS2 est impliqué dans les effets observés
ou si ceux-ci résultent d’autres mécanismes a découvrir.

Le travail présenté dans ce manuscrit représente la premiére tentative de déterminer le
répertoire de substrats d’ADAMTS et, de maniére plus spécifique, d’évaluer si les aminoprocollagene
peptidases pourraient avoir une palette de substrats bien plus large que leur nom initial laisserait
Supposer.

L’utilisation d’'un modele relativement simple de co-cultures entre cellules produisant les
enzymes et des fibroblastes s’est révélée productive et informative. Nous avons en effet démontré
que, collectivement, ces trois ADAMTS fortement homologues participent a un ensemble de fonctions
impliquées dans la maturation et le renouvellement des composés structurels des tissus conjonctifs
au cours de la réparation tissulaire, la réponse a des facteurs de croissance, la migration cellulaire et,
probablement, la coagulation.

Ces résultats confortent les travaux antérieurs du laboratoire démontrant une réduction de
I'ampleur des fibroses hépatiques chez les souris TS2-/-. Ceci souligne par ailleurs I'importance de

101



Résultats : Chapitre 1

déterminer de maniere la plus exhaustive possible '’ensemble des substrats de ces trois ADAMTS afin
d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le cadre de situations cliniques liées a une
cicatrisation déficiente (par exemple, les ulcéres) ou excessive (fibroses, chéloides). Par ailleurs, au vu
de l'importance du stroma conjonctif tumoral pour la progression des tumeurs, il est également
possible que des applications cliniques puissent voir le jour dans le domaine de la cancérologie. Afin
d’explorer de maniére optimale I'ensemble des substrats des trois ADAMTS, de nouveaux modeles de
culture devraient étre développés, utilisant notamment des cellules tumorales et/ou des cellules
endothéliales. Il nous a paru par ailleurs intéressant d’évaluer s’il est réaliste d’appliquer I'i'TRAQ-
TAILS a des échantillons complexes tels que des tissus ou organes. C’est ce type d’analyse exploratoire
qui a été réalisé sur des échantillons de peaux provenant de souris de type sauvage, TS2-/-, TS14-/- et
TS2-/-/TS14-/-, décrit dans le chapitre 2 des résultats de ce manuscrit.
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Chapitre 2: Etude des substrats et de Il'implication des
ADAMTS?2 et 14 in vivo dans la peau par iTRAQ-TAILS

Nous avons démontré, au cours du chapitre 1, l'utilisation fructueuse de 'l'TRAQ-TAILS pour
déterminer le répertoire de substrats des ADAMTS2, 3 et 14 in vitro. Cette étude a permis
I'identification de nouveaux substrats tels que la FN, le CPIII, le TGF-BRIII, LTBP1, DKK3 et le CTGF.
Notre étude a également permis de mettre en évidence l'implication des aminoprocollagénes
peptidases dans I'architecture de la MEC et dans la régulation de la voie du TGF-f.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons entrepris d’appliquer I'i'TRAQ-TAILS a des
échantillons de peau provenant de souris déficientes en ADAMTS2 et / ou en ADAMTS14
(Adamts2+/*Adamts14+/* ou wild type, Adamts2-/-, Adamts14-/- et Adamts2-/-Adamts14-/-) afin
d’étendre nos recherches a des tissus pertinents et non plus uniquement a des modeles cellulaires.
Les souris Adamts2-/- présentent une fragilité cutanée sévere (Li et al, 2001), a I'image des veaux
dermatosparactiques et des personnes souffrant du syndrome d’Ehlers-Danlos de type
dermatosparactique (Colige et al., 1999). Les souris Adamts14-~/- ne présentent aucun phénotype
particulierement évident (observations effectuées au sein du laboratoire). Les souris doublement
déficientes (Adamts2-/-Adamts14-/-) présentent un phénotype aggravé par le développement de
lésions épidermiques spontanées comparé aux souris Adamts2~/- (Dupont et al., 2018) (résultats
présentés dans I'article repris en annexe 3).

Le but de cette étude était donc d’explorer in vivo les fonctions des aminoprocollagénes
peptidases qui permettraient d’expliquer les phénotypes observés en se basant sur la méme approche
de N-terminomique que celle utilisée lors de I'étude in vitro. Il s’agit de la premiére étude de ce genre
concernant des échantillons aussi complexes. Auf dem Keller U. et son équipe se sont intéressés a
I'implication de la MMP2 dans un modéle murin d’inflammation cutanée mais se sont concentrés sur
les protéines extracellulaires (auf dem Keller et al., 2013), alors que Sabino et al. ont utilisé I'approche
de N-TAILS pour explorer I'action de protéases au cours de la cicatrisation cutanée, en récoltant
I'exsudat durant la cicatrisation chez le porc (Sabino et al., 2015). Enfin, une équipe s’est intéressée a
la pulpe dentaire pour la caractériser et identifier son protéome dans le cadre du projet « Human
Proteome Project » mais dont le but n’était pas d’identifier 'action spécifique de protéases (Eckhard
et al.,, 2015). Notre étude s’attele donc a I'analyse d’échantillons plus complexes que ceux auxquels se
sont intéressées les récentes études menées par N-TAILS.

A. Matériels et méthodes

e Prélevement, marquage et préparation des échantillons de peaux pour la
spectrométrie de masse en tandem

Un morceau de peau (1cm?) préalablement rasée a été prélevé sur la méme localisation
ventrale chez 3 souris (2 males et 1 femelle) de chaque génotype (WT, TS2-/, TS14-/- et TS2-/-/TS14-/").
Les morceaux de peau ont été incubés dans 3 ml de tampon HEPES 50mM, CaCl2 2 mM and NaCl150
mM contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases MS-SAFE (Sigma, MSSAFE-1VL)
pendant 1 heure sous agitation a 4°C. Les morceaux de peaux ont ensuite été récupérés et broyés a
I'aide des billes MagNA Lyser Green Beads (Roche, n°03358941001) et du MagNA Lyser Instrument
(Roche) dans un tampon contenant 90% de tampon d’extraction protéique (Tissue Protein
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Extraction Reagent; Thermo Scientific #78510) et 10% de tampon HEPES 50mM, CaCl2 2 mM,
NaCl150 mM, avec les mémes inhibiteurs de protéases et phosphatases que ci-avant. Les échantillons
broyés ont été centrifugés 5 minutes a 8.000 rpm a 4°C et le surnageant a été récupéré. La
concentration protéique a été déterminée a l'aide du test colorimétrique de Bradford, puis a été
ajustée a 1.0 mg/ml. Un total de 500pg de protéines par échantillon a été utilisé pour la procédure
d'iTRAQ-TAILS (Kleifeld et al., 2011). Les peptides ont été injectés dans un spectromeétre de masse
ESI-Q Exactive a la plateforme de protéomique du GIGA de I'Université de Liége. Le spectrometre de
masse était couplé a une 2D-RP/RP NanoAcquity UPLC (Waters, Milford, USA).

e Analyse des résultats de spectrométrie de masse et détermination des valeurs
seuils

Les analyses des résultats issus de la spectrométrie de masse en tandem ont été réalisées a
I'aide du logiciel Trans Proteomic Pipeline (TPP) comme précédemment décrit (Bekhouche et al,
2016).

Pour les comparaisons d’abondances relatives des peptides, des seuils de significativité ont été
calculés pour chaque comparaison effectuée. Un seuil de 3 sigmas a été retenu. Ceci signifie que, dans
le cadre particulier de notre étude, les peptides considérés comme pertinents devaient présenter une
p-value inférieure ou égale a 0,0027, et avaient donc moins de 3 chances sur 1000 d’étre considérés
comme pertinents « par hasard ». Afin de déterminer la valeur des 3 sigmas, le logiciel CLIPPER
(repris dans la suite TPP) se base sur les N-termini naturels, c’est-a-dire les peptides correspondant
aux extrémités N-terminales des protéines matures et qui ne sont donc a priori pas générés par la
protéase d’intérét (auf dem Keller and Overall, 2012). Il considere le rapport protéase/contréle (P/C)
de ces peptides (rapport entre les valeurs des quantifications iTRAQ dans les conditions avec et sans
la protéase considérée). Le logiciel génére alors la courbe de la distribution normale de ces ratios P/C
« naturels», fournissant ainsi la valeur de l'écart-type (sigma). Les 3 sigmas sont donc obtenus (+ 3
sigmas et - 3 sigmas) et par conséquent, les valeurs seuil permettant de discriminer les peptides au
P/C significatif (p-value < a 0,0027) susceptibles d’étre générés ou déplétés par la protéase.

e Culture cellulaire, production et purification de collagéne a partir de celles-ci ou
a partir des peaux de veaux normaux ou dermatosparactiques

Les fibroblastes utilisés au cours de cette étude ont été obtenus a partir de derme de donneurs
sains (FNH), de patients souffrant du syndrome d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique (FDH)
ou de patients souffrant d’ostéogenése imparfaite (FOI). Ils ont été cultivés dans du DMEM (Lonza)
supplémenté avec 10% de sérum de feetus bovin (Lonza). Pour les cultures destinées a la production
de collagene, les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Lonza) supplémenté avec 1% de sérum et
de 'acide phospho-ascorbique (50pg/ml) (Sigma, N°49752). Apreés 48h de conditionnement, le milieu
est récolté et centrifugé 15min a 4000rpm a 4°C, et le surnageant est conservé.

Pour purifier les collagénes produits par les fibroblastes en culture, un volume final de 33%
d’éthanol est ajouté aux milieux conditionnés. Aprés une nuit a 4°C, une centrifugation est réalisée
(7000rpm, 40minutes, 4°C). Les culots sont alors solubilisés dans une solution d’acide acétique 0,1M
(pH 2.9) sous agitation a 4°C pendant 18h. Les solutions sont ensuite centrifugées (17.000rpm, 40
minutes, 4°C). Les surnageants contenant le collagéne sont neutralisés extemporanément dans un
tampon Tris HCl 50mM, NaCl 300mM, pH 7.5.
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Les collagénes de peaux de veaux normaux ou dermatosparactiques ont été collectés et
purifiés comme précédemment décrit (Colige et al., 1995; Nusgens and Lapiere, 1979).

e Purification des ADAMTS2 et 14

La production et la purification d’enzymes recombinantes ont été réalisées a 'aide de clones
de cellules HEK293 exprimant les ADAMTS2 et 14 de maniere stable (Colige et al., 2005). De maniere
générale, les purifications ont été réalisées a partir d'un litre de milieu conditionné (conditionnement
de 48h, milieu sans sérum, 100 boites de pétri de 10 cm de diameétre). Apres centrifugation pour se
débarrasser des débris cellulaires, deux chromatographies d’affinité ont été réalisées. Les milieux
conditionnés ont d’abord été chargés sur une colonne contenant 25 ml de Concanavaline A-Sépharose
pré-équilibrée dans un tampon A (50mM Tris (pH 7.5), 1 M NaCl, 2ZmM CaCl2). Apreés lavage avec le
tampon A, I'élution est effectuée dans le méme tampon contenant 500mM de méthyl-D-mannoside.
Les fractions contenant I'enzyme ont été dialysées contre un tampon B (50mM Tris (pH 7.5), 0.2M
NaCl, 2mM CaCl2) et chargées sur une colonne Héparine-Sépharose. Apres un lavage dans le tampon
B, les enzymes sont éluées dans le tampon A.

e Digestions enzymatiques des collagenes

L’activité enzymatique des ADAMTS2 et 14 a été évaluée par le clivage de (pro)collagenes de
différentes origines. Les produits de digestion enzymatique ont été séparés par électrophorése (SDS-
PAGE 6,25 ou 10%) pour étre ensuite colorés au bleu de Coomassie.

Les différents collagénes ont été utilisés sous leur forme native ou aprés dénaturation
thermique (95°C, 10 min). Les incubations en présence d’enzyme ont été réalisées a 37°C pendant 18h
dans du tampon Tris 50mM (pH 7.5), 0.5 M NaCl, 2mM CaCl,. Pour les témoins négatifs, de 'EDTA (25
mM) a été ajouté avant le début de I'incubation, en tant qu’inhibiteur d’ADAMTS.

e Liste des tableaux repris en suppléments

L’ensemble des tableaux repris dans les suppléments sont disponibles sur la
plateforme ORBI de I'ULiege (https://orbi.uliege.be/handle/2268/226979). lls comprennent:
- Tableau T1. Liste des peptides identifiés dans 1'expérience A.

- Tableau T2. Liste des peptides identifiés dans 1'expérience B.

- Tableau T3. Liste des peptides identifiés dans 1'expérience C.

- Tableau T4. Processus biologiques surreprésentés identifiés a partir de I'ensemble des peptides.

- Tableau T5. Compartiments cellulaires surreprésentés identifiés a partir de l'ensemble des
peptides.

- Tableau T6. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience A par iTRAQ-TAILS et rapports
protéase/controle associés correspondants a l'activité de 'ADAMTS2.

- Tableau T7. Peptides N-terminaux identifiés dans 1'expérience A par iTRAQ-TAILS et rapports
protéase/controle associés correspondants a l'activité de ' ADAMTS14.

- Tableau T8. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience B par iTRAQ-TAILS et rapports

protéase/contrdle associés correspondants a l'activité de 'ADAMTS2.

- Tableau T9. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience B par iTRAQ-TAILS et rapports
protéase/contrdle associés correspondants a l'activité de 'ADAMTS14.

- Tableau T10. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience C par iTRAQ-TAILS et rapports
protéase/controle associés correspondants a I'activité de 'ADAMTS2.
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- Tableau T11. Peptides N-terminaux identifiés dans 1'expérience C par iTRAQ-TAILS et rapports
protéase/contrdle associés correspondants a l'activité de 'ADAMTS14.

- Tableau T12. Réseau protéasique de 'ADAMTS2 dans les peaux de souris.

- Tableau T13. Réseau protéasique de 'ADAMTS14 dans les peaux de souris.

- Tableau T14. Substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires de 'ADAMTS2 dans les
peaux de souris.

- Tableau T15. Substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires de 'ADAMTS14 dans
les peaux de souris.

- Tableau T16. Substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires communs aux
ADAMTS?2 et 14 dans les peaux de souris.

- Tableau T17. Exemples de substrats potentiels intracellulaires des ADAMTS2 et/oul4 identifiés
dans les peaux de souris.

B. Résultats
e Design expérimental

Pour investiguer les roles des ADAMTS?2 et 14, un morceau de peau (1 cm?) a été prélevé sur le
ventre de 3 souris (2 males et 1 femelle) agées de 8 semaines pour chacun des génotypes considérés
(Adamts2+/*Adamts14+/*, Adamts2-/-, Adamts14/- et Adamts2-/-Adamts14-/-). Apres broyage, les
échantillons ont été extraits dans un tampon adapté a la spectrométrie de masse et en présence
d’'inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Les 12 échantillons ont été répartis en 3 groupes de 4
souris de méme sexe (expériences A et C : males ; expérience B : femelles) et de chaque génotype. Les
échantillons ont été marqués par iTRAQ et analysés par spectrométrie de masse en tandem comme
décrit dans la section « Matériels et méthodes » de ce chapitre.

e Description des échantillons

Globalement, les analyses MS/MS des échantillons de peaux marqués iTRAQ et enrichis en
peptides N-terminaux ont permis l'identification de 1123, 1779 et 1086 peptides correspondant a
675, 914 et 663 protéines individuelles, respectivement pour les expériences indépendantes A, B et C
(Tableau 9 et Tableaux T1-T3 en suppléments). Sur 'ensemble des peptides identifiés, environ
80% ont été marqués par iTRAQ dans chaque expérience. Ce sont environ 70% des protéines
individuelles identifiées qui ont été marquées par iTRAQ, soit 470 pour I'expérience A, 721 pour la B
et 452 pour la C (Tableau 9).

Parmi les 1118 protéines identifiées au cours des 3 expériences, 461 sont présentes dans les 3
expériences (41,23%) (Figure 27). 95 des protéines identifiées étaient communes aux expériences A
et B uniquement, 41 aux expériences A et C, et 65 aux expériences B et C. Enfin, 78 protéines
individuelles ont été identifiées dans I'expérience A uniquement, contre 293 dans I'expérience B et 96
dans 'expérience C. Cela signifie que 11,6% des protéines identifiées dans I'expérience A I'étaient
uniquement dans cette expérience, contre 32,1,% pour I'expérience B et 14,5% pour la C.
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Expérience A | Expérience B ] Expérience C
Nombre de peptides | 1123 1779 1086
identifiés
Nombre de protéines | 675 914 663
identifiées
Nombre de peptides | 896 (79,78%) 1534 (86,22%) 854 (78,63%)
marqués iTRAQ (et
pourcentage)
Nombre de protéines | 470 (69,63%) 721 (78,88%) 452 (68,07%)
marquées iTRAQ (et
pourcentage)
Nombre de peptides | 162 168 166
correspondant a des | (14,43%) (9,44%) (15,29%)
collagenes fibrillaires
marqués iTRAQ (et
pourcentage relatif aux
peptides totaux marqués
iTRAQ)

Tableau 9: Peptides et protéines identifiés et marqués par iTRAQ au cours des 3 expériences
d’ITRAQ-TAILS réalisées sur les échantillons de peaux.

Pour les détails concernant les peptides identifiés, voir Tableaux T1-T3 en suppléments.

Exp A

78 Figure 27: Diagramme de Venn
représentant le nombre de protéines
identifiées  séparément ou de

95 41 maniére commune a chaque

461 expérience d’iTRAQ-TAILS.

Exp B
293 65

Exp C
96

1118 proteéines totales

Le nombre de protéines identifiées par expérience est d’environ la moitié de celui obtenu au
cours des expériences d'iTRAQ-TAILS effectuées sur les échantillons obtenus a partir de cultures
cellulaires, ce qui peut paraitre surprenant alors que les échantillons de peau sont plus complexes. Il
faut cependant remarquer que ce nombre est en accord avec les résultats par les autres équipes ayant
réalisés de 'iTRAQ-TAILS sur des échantillons complexes (auf dem Keller et al., 2013; Sabino et al,
2015). Seule I’étude portant sur la pulpe dentaire a permis l'identification de 3485 protéines a partir
des peptides N-terminaux mais le nombre d’échantillons était bien plus conséquent (n=38) (Eckhard
et al,, 2015) et ceux-ci étaient plus variables car issus de patients sains alors que nos fragments de
peaux étaient prélevés sur des souris d'un méme fond génique C57BL/6. Au vu de I'abondance trés
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importante de protéines telles que le collagene de type I dans la peau, il est vraisemblable que celles-
ci aient masqué une partie de l'information en empéchant l'identification d’autres protéines peu
abondantes. Il semble que notre expérience se soit bien déroulée d’'un point de vue technique
puisqu’environ 80% des peptides identifiés ont été marqués par iTRAQ alors qu’environ 70% des
protéines identifiées ont été marquées iTRAQ (Tableau 9). A titre de comparaison, environ 89% des
peptides N-terminaux identifiés ont été marqués iTRAQ (1156 sur les 1293 identifiés) et étaient donc
quantifiables dans I'’étude de Sabino et al.

Un premier constat concerne, sans surprise, la complexité des échantillons analysés puisqu'’ils
contiennent du matériel provenant de I'épiderme, du derme, de ’hypoderme, y compris les annexes et
les vaisseaux sanguins. Chez la souris, on retrouve également le « paniculus carnosus », un tissu
musculaire strié sous-jacent a 'hypoderme. La présence de tissu musculaire dans les échantillons est
illustrée par l'identification de protéines typiques telles que la muscle-type aldolase, la myosin heavy
chain skeletal muscle, la skeletal muscle LIM-protein 2, la calsequestrine, la myosin regulatory light
chain 2 skeletal muscle isoform et la créatine kinase M-type (Tableaux T1-T3 en suppléments).

Une analyse de I'ensemble des peptides identifiés a été réalisée avec le logiciel BINGO afin de
mettre en évidence les processus biologiques statistiquement surreprésentés au sein des différents
échantillons (p-value <0,05) (Tableau T4 en supplément). Parmi ceux-ci figurent de nombreux
processus en relation avec le métabolisme cellulaire, I'homéostasie cellulaire et tissulaire, le
cytosquelette et sa dynamique, le cycle cellulaire et la prolifération de méme que la mortalité
cellulaire, I'organisation intracellulaire et sa dynamique. De maniére analogue a ce qui a été observé in
vitro pour les ADAMTS2 et 14 (publication personnelle ci-avant), la réponse aux blessures, la
cicatrisation et le remodelage tissulaire, l'organisation la MEC, l'organisation des fibrilles de
collagénes, I'adhésion cellulaire et le développement des vaisseaux sanguins sont quelques-uns des
processus statistiquement surreprésentés au sein de nos échantillons de peaux. Aucune différence
significative n’a pu étre mise en évidence entre les différents génotypes de souris, ce qui valide la
qualité de nos échantillons de départ.

e Trides peptides et protéines identifiées

Puisque les ADAMTS sont des enzymes sécrétées, I'analyse des substrats potentiels s’est
focalisée dans un premier temps sur les protéines extracellulaires, transmembranaires ou associées a
la membrane telles qu’identifiées par le logiciel BINGO (Tableau 10). Il faut toutefois noter que des
protéines retrouvées dans certaines catégories (adhésion focale, cell-cell junction, plasma membrane,
...) peuvent étre exclusivement cytoplasmiques et qu'il convient donc, in fine, de considérer
individuellement chaque protéine sélectionnée afin de s’assurer qu’elle est bien extracellulaire,
(trans)membranaire ou associée a la membrane (du coté extracellulaire) avant de se consacrer a la
validation des substrats extracellulaires des ADAMTS2 et 14.

Dans un second temps, des protéines uniquement associées a des compartiments
intracellulaires pourraient également étre considérées puisqu’'il a été montré au sein de notre
laboratoire que ’ADAMTS2 pouvait étre internalisée et qu'il n’est donc pas totalement exclu qu’elle
puisse cliver des substrats cytoplasmiques.
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| Expérience A | Expérience B Expérience C
com vesmpton | ail G |
5576 extracellular region 2,50E-06 5171/:3/? 1,38E-06 71%/;8: 1,56E-10 6183/’2(%)
5578 g}igrtaegﬁfﬁ’::fn Atrix 1,85E-10 zg‘/otzs 4,65E-10 22(17024 9,66E-13 22‘/65020
5581 collagen 9,35E-11  9/498 1,8% | 5,05E-08 8/704 1,1% | 1,34E-07 7/500 1,4%
5583 fibrillar collagen 2,40E-07 5/498 1,0% | 1,14E-06 5/704 0,7% | 2,24E-07 5/500 1,0%
5604 basement membrane 2,67E-04 8/498 1,6% | 1,49E-05 11/57024 2,42E-04 8/500 1,6%
5615 extracellular space 6,30E-04 22/6%)28 5,58E-05 3‘2}/57024 4,94E-06 22/65120
5624 membrane fraction 6,27E-04 2?/;)28 2,39E-04 3;/27(;())4 5,21E-05 32/;]20
5886 plasma membrane 3,84E-03 7114/’12};? 1,78E-05 122'/37024 1,02E-04 7195/’2&?
5911 cell-cell junction 3,74E-02 8/498 1,6% | 6,12E-03 13’/77024 / /
5912 adherens jonction 3,92E-04 8/498 1,6% | 1,32E-04 1(1)417()24 3,70E-04  8/500 1,6%
5924 jcsill;ilj)l;strate adherens 432E-04 6/498 12% | 4,54E-05 8/704 1,1% | 4,09E-04 6/500 1,2%
5925 focal adhesion 1,88E-03 5/498 1,0% | 1,14E-03 6/704 0,8% | 1,85E-03 5/500 1,0%
9986 cell surface / / / / 9,85E-03 12/;]20
16020 membrane fraction 2,77E-04 123’/;)28 3,12E-04 2;%27024 2,97E-05 1?7,2’/05020
16323 Ef‘esr‘:s;z;i} plasma 503E-03 9/498 1,8% | 1,32E-04 1‘1*’/97024 1,59E-02  8/500 1,6%
16327 ?rf’éfr‘l’ll;;‘;rsl plasma / / 340E-02  6/704 0,8% / /
30054 cell junction 3,35E-02 12/2%)28 9,63E-04 22/67024 1,71E-02 1?7’415(]20
30055 cell-substrate junction 1,10E-04 7/498 1,4% | 1,51E-05 9/704 1,2% | 1,02E-04 7/500 1,4%
30117 membrane coat / / 2,81E-02 5/704 0,7% / /
30133 transport vesicle / / 3,64E-03 5/704 0,7% / /
31012 extracellular matrix 2,69E-10 2;/;28 2,38E-10 31’{}7024 3,10E-13 321/0220
44420 extracellular matrix part 1,34E-07 12/;)28 2,11E-09 1;{}7024 1,31E-07 13/65020
44421 extracellular region part 1,70E-08 451;/;28 2,32E-10 5;/87024 1,04E-12 43/85:’20
44459 plasma membrane part / / 5,14E-03 53/57024 / /
48475 coated membrane / / 2,81E-02 5/704 0,7% / /

Tableau 10 : Compartiments cellulaires extracellulaires, (trans)membranaires ou associés a la
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membrane plasmique surreprésentés au sein de nos échantillons.

Ensemble des compartiments cellulaires statistiquement surreprésentés déterminés a I'aide du logiciel BINGO a partir
des protéines identifiées par iTRAQ-TAILS. Les p-value corrigées (corr p-value) ainsi que le nombre de protéines (et le
pourcentage relatif) (cluster freq) impliquées dans le processus considéré sont indiqués pour chaque expérience
d'iTRAQ-TAILS réalisée. Ne sont repris que les processus biologiques pour lesquels au moins 5 protéines différentes
ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les parametres suivants ont été considérés : «hypergeometric test»,
«Benjamini & Hochberg False Discovery Rate (FDR) correction», «signifiance level 0,05», «Use whole annotation as
reference set». GO-ID : numéro d’identification dans la base de données Gene Ontology. Pour la liste compléte des
processus cellulaires comprenant ceux avec une p-value inférieure a 0,05, voir le Tableau T5 en supplément.

Sur base de ces considérations, d’autres tris successifs ont ensuite été appliqués aux peptides
correspondant a ces protéines extracellulaires, (trans)membranaires ou associées a la membrane
plasmique, afin de ne conserver que les substrats potentiels des ADAMTS2 et/ou 14. C’est ainsi que
les peptides correspondant a I'extrémité aminoterminale « naturelle » des protéines (méthionine
terminale, apres clivage de la méthionine terminale ou apres clivage du peptide signal) n’ont pas été
pris en compte. De méme, les peptides correspondants a un clivage apres un résidu basique (K ou R)
n’ont pas été considérés puisqu’ils résultent probablement de I'activité de la trypsine utilisée lors de
la préparation de nos échantillons et d'une déplétion incompléte lors de la phase d’enrichissement.
Par la suite, le tri s’est effectué sur la base de comparaison d’abondance relative mesurée au sein de
nos échantillons contenant (P : protéase) ou non (C: contréle) 'ADAMTS d’intérét (Tableaux T6-T11
en suppléments).

N’ont été considérés comme pertinents au sein de chaque expérience que les peptides dont le
rapport P/C était supérieur ou inférieur a la valeur seuil, et ce dans au moins 2 des 3 comparaisons
effectuées séparément pour 'ADAMTS2 et pour 'ADAMTS14. La détermination de cette valeur seuil
(décrite précisément dans le matériel et méthodes) a été réalisée de maniére individuelle pour
chacune des comparaisons considérées (Tableau 11). Les rapports P/C permettant la mise en
évidence de l'action de 'ADAMTS2 émanent des comparaisons WT / TS2-/-et TS14+/- / TS2-/-"TS14-/-
alors que les comparaisons WT / TS14-/- et TS2-/- / TS2-/"-TS14-/- renseignent sur les substrats de
I’ADAMTS14 (Figure 28). A noter que les comparaisons WT / TS2-/-TS14-/- ne permettent pas la mise
en évidence de l'action spécifique d’'une des deux ADAMTS mais permettent plutét de montrer leur
caractére potentiellement additif, voire synergique. Il convient de préciser que la plupart des études
utilisant I'iTRAQ-TAILS se basent sur des valeurs seuil déterminées arbitrairement (généralement
fixées a 2 et 0,5) mais le recourt a des valeurs seuil correspondant aux 3 sigmas permet d’étre plus
rigoureux scientifiquement car il se base sur la détermination d'une p-value attribuée a chaque
peptide individuellement qui correspond a la probabilité que le peptide soit affecté par la protéase
d’'intérét. La p-value inférieure a 0,0027 considérée dans nos expériences signifie que le rapport P/C
est au moins 3 fois supérieur ou moindre que I'écart-type, ce qui représente un seuil tres strict et donc
une tres faible probabilité d’observer aléatoirement le peptide considéré avec un tel rapport P/C.
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WT / TS2- | TS2-/- / | TS14-/-
/- TS14-/- TS2-/-
TS14-/-
Expérience A
Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 | 261 366 471 259 109
sigmas
Nombre de peptides correspondants a | 36 20 35 8 21
des collagenes fibrillaires avec P/C > ou | (13,79%) | (5,46%) (7,43%) (3,09%) (19,27%)
< 3 sigmas (et pourcentage relatif aux
peptides totaux pertinents)
Nombre de protéines dont au moins 1 | 136 253 271 198 77
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas
Valeur des 3 sigmas (>1) 1,891 1,991 1,972 1,715 2,137
Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas | 247 364 462 217 57
(et pourcentage relatif) (94,64%) | (99,45%) | (98,09%) (83,78%) (52,19%)
Valeur des 3 sigmas (<1) 0,52 0,49 0,45 0,595 0,476
Nombre de peptides avec P/C < 3 sigmas | 14 2 9 42 52
(et pourcentage relatif) (5,36%) (0,55%) (1,91%) (16,22%) (47,71%)
Expérience B
Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 | 1261 1101 1281 190 102
sigmas
Nombre de peptides correspondants a | 33 23 35 15 21
des collagénes fibrillaires avec P/C > ou | (2,62%) (2,09%) (2,73%) (7,89%) (20,59%)
< 3 sigmas (et pourcentage relatif aux
peptides totaux pertinents)
Nombre de protéines dont au moins 1 | 677 611 636 129 73
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas
Valeur des 3 sigmas (>1) 1,925 2,482 2,285 2,218 3,406
Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas | 1238 1099 1265 176 40
(et pourcentage relatif) (98,18%) | (99,82%) | (98,75%) (92,63%) (39,22%)
Valeur des 3 sigmas (<1) 0,52 0,39 0,459 0,45 0,301
Nombre de peptides avec P/C < 3 sigmas | 23 2 16 14 62
(et pourcentage relatif) (1,82%) (0,18%) (1,25%) (7,37%) (60,78%)
Expérience C
Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 | 53 31 136 158 149
sigmas
Nombre de peptides correspondant a des | 28 14 105 102 110
collagenes fibrillaires avec P/C > ou < 3 | (52,83%) | (45,16%) | (77,21%) (64,56%) (73,83%)
sigmas (et pourcentage relatif aux
peptides totaux pertinents)
Nombre de protéines dont au moins 1 | 28 20 35 62 41
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas
Valeur des 3 sigmas (>1) 2,621 1,763 2,360 1,567 1,812
Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas | 13 8 112 156 124
(et pourcentage relatif) (24,53%) | (25,81%) | (82,35%) (98,73%) (83,22%)
Valeur des 3 sigmas (<1) 0,398 0,564 0,427 0,628 0,539
Nombre de peptides avec P/C < 3 sigmas | 40 23 24 2 25
(et pourcentage relatif) (75,47%) | (74,19%) | (17,65%) (1,27%) (16,78%)

Tableau 11: Description des échantillons protéiques en termes de nombre de peptides et de nombre
de protéines (et pourcentages relatifs) dont les rapports P/C sont supérieurs ou inférieurs a la valeur

seuil des 3 sigmas.
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II | I II
S, NS, by

WT TS2-- TS14-- TS2--TS14--
I I I |
I

Substrats spécifiques Substrats spécifiques Substrats communs
de TADAMTS2 de 'ADAMTS14 des ADAMTS2 et 14

Figure 28: Comparaisons effectuées pour chaque expérience d’iTRAQ-TAILS.

Pour chaque expérience d'iTRAQ-TAILS (n=3) effectuée sur un échantillon de peau prélevé sur une souris de chaque
génotype, de multiples comparaisons des peptides identifiés et quantifiés ont été effectuées. L’'action spécifique de
'ADAMTS2 et la mise en évidence de ses substrats potentiels résultent de la comparaison des échantillons de souris
sauvages (WT) et des souris TS2™ ainsi que de la comparaison des échantillons TS14™ & ceux TS2” TS14™ (bleu). La
mise en évidence des substrats potentiels de 'TADAMTS14 résulte de la comparaison des échantillons de souris
sauvages (WT) et des souris TS14" ainsi que de la comparaison des échantillons TS2"" aux échantillons TS2" TS14™
(vert). La mise en évidence de I'action combinée des ADAMTS2 et ADAMTS14 et de I'ensemble de leurs substrats
potentiels résultent de la comparaison des échantillons provenant des souris WT a ceux issus des souris TS2'Ts14"
(bordeaux).

Pour chaque expérience, tous les peptides ayant au moins un rapport P/C pertinent dans deux
comparaisons (sur les 3 expériences mettant en évidence les substrats spécifiques a chaque enzyme
et ceux résultant de I'action combinée des 2 ADAMTS) ont été compilés spécifiquement pour chaque
protéase. Les protéines qui présentent au moins un peptide pertinent commun a minimum 2
expériences sur les 3 ont alors été considérées comme faisant partie du réseau protéasique
« extracellulaire et (trans)membranaire » de 'ADAMTS2 ou de 'ADAMTS14 (Tableaux T12 et T13
en suppléments), qui est donc basé sur les compartiments cellulaires établis par le logiciel BiNGO.
Dans le cas ou des peptides différents semblaient indiquer des clivages proches (localisés a au plus 3
acides aminés de distance), nous avons considéré qu'’ils résultaient probablement d'un clivage unique
au site le plus en amont suivi d’'une dégradation partielle par des aminopeptidases. Il est également
possible qu’un clivage dans une séquence de prédilection et non un site précis au sein d'une séquence
cible puisse étre a I'origine de peptides différents par leur extrémité aminoterminale.

Parmi les enseignements de ces analyses (Tableau 11), on remarque que :

- L’expérience C est la moins informative compte tenu du plus faible nombre de protéines et de
peptides présentant des rapports P/C supérieurs ou inférieurs aux valeurs seuil.

- Les valeurs seuil sont relativement homogenes au sein des différentes comparaisons pour une
méme expérience

- Le nombre de peptides avec un rapport P/C supérieur aux valeurs seuil est tres largement
supérieur a celui des peptides avec un rapport inférieur aux valeurs seuil.

Au total, ces résultats et leurs analyses a l'aide du logiciel Bingo ont mis en évidence
respectivement 52, 65 et 43 protéines « extracellulaires ou (trans)membranaires » contribuant
potentiellement aux réseaux protéasiques spécifiques, de ’TADAMTS2 (Tableau T12 en supplément),
de 'TADAMTS14 (Tableau T13 en supplément) ou des deux enzymes. Comme déja mentionné, des
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protéines intracellulaires sont reprises par BiNGO dans la catégorie des protéines
(trans)membranaires ou associées a la membrane plasmique. Dés lors, une analyse manuelle et
individuelle de chacune de ces protéines a été nécessaire afin de constituer la liste finale des substrats
potentiels des ADAMTS2 et/ou 14 qui sont effectivement extracellulaires ou (trans)membranaires.

En définitive, les divers tris successifs ont mené a la mise en évidence de 42 substrats
potentiels transmembranaires ou extracellulaires de TADAMTS2 (Tableau T14 en supplément) et
de 52 substrats potentiels de 'ADAMTS14 (Tableau T15 en supplément), parmi lesquels 34
communs aux deux enzymes (Tableau T16 en supplément). Le Tableau 12 résume I'’ensemble des
protéines identifiées comme substrats potentiels spécifiques ou communs aux ADAMTS2 et 14.

. Substrats potentiels extracellulaires et (trans)membranaires

Collagenes fibrillaires

Parmi l'ensemble des substrats potentiels extracellulaires et (trans)membranaires des
ADAMTS 2 et/ou 14 figurent de nombreux collagénes, et notamment ceux de types I, II, IIl et V
(Tableaux T14 - T16 en suppléments). Afin de vérifier la pertinence et la fiabilité de notre approche
expérimentale, nous nous sommes d’abord focalisés sur 'identification des sites de clivage connus des
propeptides aminoterminaux des procollagénes fibrillaires de la peau. A cette fin, nous avons
considéré les peptides avec un rapport P/C significatif, mais également d’autres peptides identifiés qui
pourraient renseigner a la fois sur des régions préférentielles de clivage et sur un rapport P/C moyen
représentatif d’'un « bruit de fond » portant sur 'entiéreté des molécules.

Le Tableau 13 résume les principaux sites de clivage identifiés dans le propeptide
aminoterminal des procollagénes de type I et de type V. Ces résultats sont fournis sous forme de
moyennes et écarts-types des valeurs obtenues au cours des trois expériences (A, B, C) menées sur les
peaux de souris, et pour trois types de comparaisons permettant d’évaluer I'activité de 'ADAMTS2
(WT/TS2/-), de TADAMTS14 (WT/TS14-/-) et des deux enzymes combinées (WT/TS2-/- TS14-/-). N'ont
été considérés que les peptides qui étaient pertinents dans l'ensemble des trois expériences afin
d’éviter de biaiser les valeurs des moyennes et écarts-types en considérant des valeurs non
pertinentes (comprises entre les valeurs de -3 sigmas et +3 sigmas). Il est a noter que le procollagene
de type III n'apparait pas dans cette analyse, probablement en raison d'une localisation trop proche
d’'une Lys ne permettant pas de générer un peptide tryptique identifiable par spectrométrie de masse.

113



Résultats : Chapitre 2

Nom du géne ﬁ;ﬁ?’iilfl?B Nom de la protéine

AO0A087WS16 AO0A087WS16 Collagen alpha-3(VI) chain

ITIH4 A6X935 Inter alpha-trypsin inhibitor; heavy chain 4

17H]JI3 17H]JI3 Protein Serpinb6e

PTRF 054724 Cavin-1

LEG7 054974 Galectin-7

CO5A1 088207 Collagen alpha-1(V) chain

TCO2 088968 Transcobalamin II

IGG2B P01867 Ig gamma-2B chain C region

C03 P01027 Complement C3c alpha' chain fragment 2

CO4B P01029 Complement C4-B

KV5A9 P01642 Ig kappa chain V-V region L7

CO4A1 P02463 Collagen alpha-1(IV) chain

ANXA2 P07356 p36 / Annexin A2

ALBU P07724 Serum albumin

CO3A1 P08121 Collagen alpha-1(III) chain

APOA2 P09813 Proapolipoprotein A-II

ANXA1 P10107 p35 / Annexin Al

CO1A1 P11087 Alpha-1 type I collagen

GELS P13020 Gelsolin

HA19 P14431 H-2.class [ histocompatibility antigen; Q9 alpha
chain

LEG1 P16045 Galectin-1

GRP78 P20029 Immunoglobulin heavy chain-binding protein

CYTC P21460 Cystatin-3

MYPO P27573 Myelin protein zero

CO2A1 P28481 Collagen alpha-1(II) chain

MIF P34884 Macrophage migration inhibitory factor

MMP3 P28862 Stromelysin-1 / MMP3

FETUA P29699 Fetuin-A

CAV1 P49817 Caveolin-1

CATH P49935 Pro-cathepsin H

LUM P51885 Keratan sulfate proteoglycan lumican

VATB2 P62814 Vacuolar proton pump subunit B 2

PEBP1 P70296 Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide

G3BP1 P97855 HDH-VIII

APOA1 Q00623 Truncated apolipoprotein A-I

A1AT4 Q00897 Serine protease inhibitor Ald

CO1A2 Q01149 Alpha-2 type I collagen

CO6A2 Q02788 Collagen alpha-2(VI) chain

CO6A1 Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain

CO5A2 Q3U962 Collagen alpha-2(V) chain

TMED1 Q3V009 p24 family protein gamma-1

SPB6 Q60854 Serpin B6

PCPE1 Q61398 Procollagen C-proteinase enhancer 1

A2M Q61838 Alpha-2-macroglobulin 35 kDa subunit

MIME Q62000 Osteoglycin

AEBP1 Q640N1 Adipocyte enhancer-binding protein 1

POSTN Q62009 Periostin

DMKN Q6P253 Dermokine

PGRC2 Q80UU9 Membrane-associated progesterone receptor
component 2

COEA1 Q80X19 Collagen alpha-1(XIV) chain

SUSD4 Q8BH32 Sushi domain-containing protein 4

F13A Q8BH61 Coagulation factor XIII A chain

EHD2 Q8BH64 EH domain-containing protein 2
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HEMO Q91X72 Hemopexin

UNC80 Q8BLN6 Protein unc-80 homolog

TRFE Q92111 Siderophilin

PDIA6 Q922R8 Thioredoxin domain-containing protein 7

TMEDA Q9D1D4 p24 family protein delta-1

PRELP QIJK53 Prolipe-arginine-rich end leucine-rich repeat
protein

QIJLI2 QIJLI2 Collagen alpha-3(V) chain

Tableau 12: Résumé des protéines identifiées comme substrats potentiels extracellulaires
spécifiquement pour PADAMTS2 (en bleu), pour FADAMTS14 (en rouge) ou communs aux 2
enzymes (en blanc).

Afin de faciliter la lecture des résultats, les rapports P/C moyens inférieurs a 0,5 et supérieurs
a 2,0 sont respectivement surlignés en orange et en vert. Concernant les chaines alpha-1 et alpha-2 du
collagéne de type I, il est clair que la présence ’ADAMTS2 induit une sous-représentation des
peptides localisés en amont de la petite triple hélice, ce qui était attendu puisque ce domaine est clivé
et virtuellement absent dans une peau normale mais par contre tres abondant en absence d ADAMTS2
(TS2/7). On remarque également des rapports P/C moyens supérieurs a 2,0 dans le domaine situé
entre la petite triple hélice et le domaine collagene central ou se situe la séquence connue pour étre
clivée par TADAMTS2 (NFAS.QMSY pour l'alpha-1de type I et NFAA.QYSD pour I'alpha-2 de type I
(Bekhouche and Colige, 2015). Au sein de la chaine alpha-1, la présence d’autres sites potentiels de
clivage situés en aval du site NFAS.QMSY pourrait suggérer l'action d’'une exopeptidase mais
également le fait que le clivage par TADAMTS2 n’est pas précis et s’effectue au sein d'une séquence
cible de quelques acides aminés. Lorsque l'activit¢é de 'ADAMTS14 est évaluée (comparaison
WT/TS14-/-), on remarque peu d’influence sur le clivage des chaines alpha-1 et alpha-2, bien que la
plupart des valeurs moyennes soient supérieures a 1 et que l'effet combiné des ADAMTS2 et 14
(WT/TS2-/--TS14-/) semble légérement supérieur au seul effet de 'TADAMTS2.

Concernant les procollagenes alpha-1 et alpha-2 de type V, les connaissances concernant le
clivage des propeptides étaient plus controversées. C’est ainsi qu'une étude par le groupe de D.
Greenspan avait montré un clivage par la BMP1 du domaine PARP qui constitue la partie la plus
amont du propeptide aminoterminal du procollagene alpha-1(V) (Greenspan, 2005). Plus tard, des
travaux de notre groupe avaient également mis en évidence par des essais in vitro un clivage plus en
aval (PGMP.ANQD) situé a la jonction entre le domaine variable et la petite triple hélice, alors que des
alignements de séquences entre différentes especes montraient une conservation de sites A.Q entre la
petite triple hélice et le domaine collagene central, a 'instar de ce qui est observé au sein des chaines
alpha-1 et alpha-2 de type I ou de la chaine alpha-1 du collagene de type III (Bekhouche and Colige,
2015). De maniere remarquable, les deux régions cibles potentielles ont pu étre identifiées pour la
premiére fois au cours de ce travail a partir d’échantillons in vivo, mais principalement dans les
comparaisons WT/TS2-/- TS14-/- ce qui augure d'une redondance de fonction entre les ADAMTS2 et 14
pour la maturation du procollagéne alpha-1(V). De maniére similaire, notre étude a également permis
de démontrer expérimentalement l'existence d'un clivage du propeptide aminoterminal du
procollagene alpha-2(V).

L’ensemble de ces résultats concernant les collagénes a donc permis de valider notre approche
expérimentale, de confirmer la faible activité aminoprocollagéne peptidase de 'ADAMTS14 envers le
procollagene de type I, de déterminer in vivo les sites de clivage par 'ADAMTS2 au sein des
procollagenes alpha-1 et alpha-2(V) et de mettre en évidence une activité de 'ADAMTS14 envers les
procollagenes de type V.
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L’ensemble des peptides identifiés correspondant au domaine collagéne central et au
propeptide carboxyterminal a également été évalué. Pour le collagene de type I, de nombreux
peptides avec un rapport P/C compris dans l'intervalle de valeurs entre « -3sigma » et « +3sigma »
sont issus du domaine collagene central (Tableaux T1 - T3 en suppléments). Les rapports P/C de
ces peptides sont proches de 1 pour les comparaisons WT/TS14-/-. De maniére intrigante, on note
toutefois une tendance a 'augmentation des valeurs observées pour les comparaisons WT/TS2-/- et
plus encore pour les comparaisons WT/TS2-/- TS14-/- (données non présentées), qui se rapprochent
ou dépassent parfois la valeur seuil +3sigma. En particulier, la région C-terminale de la triple hélice
centrale (correspondant environ aux 20 derniers triplets) semble plus spécifiquement concernée avec
des rapports P/C significatifs pour de nombreux peptides couvrant cette zone (Tableaux T6 - T11 en
suppléments). Cette observation sous-entend des clivages potentiels dans cette région par les
ADAMTS?2 et 14, ce qui suggere une activité « collagénase » ou « gélatinase » jamais décrite a ce jour.

Des sites potentiels de clivage ont également été identifiés au sein des propeptides
carboxyterminaux (Tableaux T6 - T11 en suppléments). Bien qu’ils n’aient pas été détectés au
cours de l'expérience C, nous avons décidé de les prendre en considération en raison des valeurs
élevées observées au cours des expériences A et B. Au sein de la chaine alpha-1(I), un site de clivage a
été identifié en amont du site de maturation par la BMP1. Cette séquence (GYDF.SFLP) est clivée par
I’TADAMTS2 et TADAMTS14 avec un effet additif observé lors des comparaisons WT/TS2-/- TS14+/-. Un
site identique a été recherché pour I'alpha-2(I) mais I'analyse de la séquence révéle qu’il ne peut étre
mis en évidence en raison de la trop grande proximité d’un site de clivage par la trypsine. D’autres
sites, plus en aval, ont été identifiés pour les deux chaines de type I. En revanche, aucun site n’a été
mis en évidence pour les procollagénes de type Il et de type V, sans qu'il soit possible de déterminer
si cette information est révélatrice d’'une absence de clivage ou d’'un manque de résolution des
peptides informatifs lors des analyses protéomiques.

L’ensemble de ces données concernant les collagénes démontre donc que TADAMTS?2, seule ou
en redondance avec '’ADAMTS14, serait non seulement capable de cliver le propeptide aminoterminal
des collagénes fibrillaires mais posséderait également des activités carboxyprocollagene peptidase et
collagénase/gélatinase, ce qui représente un ensemble de fonctions couvrant I'essentiel des activités
protéolytiques gouvernant 'homéostasie des collagenes fibrillaires. Des expériences préliminaires ont
été réalisées in vitro afin de vérifier cette hypothese novatrice.
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WT/TS2-TS14

VQCN(67).(68)EELD 0,1+0,0 0,8+0,2 0,1+0,0
PEEY(90).(91)VSPN 01+0,1 1,2+0,1 02+0,1
Petite triple hélice (G99 - F149)

NFAS(151).(152)QMSY 39+1,5 1,7+0,4 60+1,6
FASQ(152).(153)MSYG 2,1+£0,7 1,5+0,3 28+0,6
QMSY(155).(156)GYDE 3,0+2,5 1,6+0,8 33£17
SYGY(157).(158)DEKS 3524 1,9+0,7 52+32
KSAG(163).(164)VSVP 3,6+0,7 1,3+0,2 51+0,3
Triple hélice centrale (débute en G168)

ATCQ(23).(24)YLQS 0,0+0,0 0401 0,1+0,0
TCQY(24).(25)LQSG 01+0,1 0,6+0,3 0,0+£0,0
Petite triple hélice (G33 - P74)

NFAA(85).(86)QYSD 3,009 1,5+0,4 4,6 +1,2
AAQY(87).(88)SDKG 02+0,1 08+0,4 02+0,1
YSDK(90).(91)GVSS 1,7+0,4 1,2+0,1 2,8+1,0
SDKG(91).(92)VSSG 1,7+0,4 1,3+0,2 2,6+0,5
DKGV(92).(93)SSGP 1,9+0,1 1,4+0,2 28+0,2
KGVS(93).(94)SGPG 1,5+0,1 1,3+0,3 2,1+£0,3
SSGP(96).(97)GPMG 1,7+0,2 1,4+0,2 2,7+0,8

Triple hélice centrale (débute en G97)

Domaine thrombospondin N-terminal like (P39-N230)

PGMP(435).(436)ANQD 1,5+0,5 1,6 +0,2 9,3+1,3
MPAN(437).(438)QDTI 3,5+0,6* 2,7 +0,5* 3,9 + 0,5*
QDTI(441).(442)FEGI 2,7+13 2,3+1,0 34+1,1
Triple hélice interrompue (G444 - P458 & G469 - M519)
AGSK(535).(536)GPMV 1,9+0,8 26+1,1 3,0+1,2
MVSA(541).(542)QESQ 1,4+0,5 1,6 +0,3 27+1,1

Triple hélice centrale (débute en G559)

Petite triple hélice (G124 - P177)
SRPF(189).(190)SAQM 2,1+0,7 2,0+0,6 28+0,5
SGLG(203).(204)SQVG 1,4+0,3 1,8+0,4 2,0£0,6

Triple hélice centrale (débute en G211)

Tableau 13 : Résumé des principaux sites de clivage identifiés dans le propeptide aminoterminal des
procollagénes de type | et de type V.

Résultats exprimés en moyenne * écarts-type des valeurs obtenues au cours des trois expériences (A, B, C), et pour
trois types de comparaisons permettant d’évaluer 'activité de TADAMTS2 (WT/TSZ"'), de TADAMTS14 (WT/TS14"') et
des deux enzymes combinées ONT/TSZ"’ TSl4"’). N’ont été considérés que les peptides qui étaient pertinents dans
chacune des trois expériences. Les sites de clivage précédemment connus sont indiqués en gras.
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Dans le but d’évaluer I'existence d'une activité gélatinase, nous avons utilisé du collagene de
type I purifié a partir de peau de veau dermatosparactique afin de bénéficier d’'un substrat contenant
a la fois des chaines matures et des chaines comprenant toujours 'aminopropeptide servant ainsi de
témoin pour l'activité enzymatique. Ce collagéne de veau, « natif » ou dénaturé par chauffage, a été
incubé avec les ADAMTS2 et/ou 14. Les produits de digestion ont ensuite été séparés par SDS-PAGE
6,25% ou 10%, puis colorés au bleu de Coomassie (Figure 30).

Il est utile de noter que le profil électrophorétique du collagene de type I peut comporter
jusqu’a 4 bandes protéiques distinctes pour chaque chaine alpha (proa, pCa, pNa, o) en fonction de
son niveau de maturation (Figure 29) (Colige et al., 2004). Les pro-chaines a sont les chaines o ayant
conservé leurs extrémités N- et C-terminales alors que les chaines pCo et pNa ont conservé,
respectivement, leur propeptide carboxy ou aminoterminal. Le clivage des deux propeptides génére
les chaines o matures (al ou 02). Les fibroblastes en culture secrétent les 4 formes de chaines o alors
que les tissus normaux ne contiennent que les chaines o matures.

Collagéne 1 (2 chaines a1 et 1 a2)

Pro G1<|\H(D . 4 ;
Figure 29: Représentation
schématique du profil de migration

pCa du collagéne de type | en SDS-PAGE

®=© en conditions réductrices.

me Pro al: pro-chaine a1, pCa1l: chaine a1

®_@ Pro a2 ayant conservé son carboxypropeptide,
pNa1: chaine a1 ayant conservé son
_© pCa2 aminopropeptide, a1: chaine a1 mature,

af —— Pro a2: pro-chaine a2, pCa2: chaine a2
ayant conservé son carboxypropeptide,

No?2 pNo2: chaine a2 ayant conservé son
() P aminopropeptide, a2 : chaine a2 mature.

_— a?

Le collagene de type I extrait de peau de veau dermatosparactique est sous forme de chaines
pNa et a. Lorsqu’il est utilisé sous sa forme native, on observe, comme attendu, une conversion par
I’ADAMTS2 des chaines pNa en chaines o, alors que 'activité de TADAMTS14 est trés faible, bien que
réelle (Figure 30, A, C, E). Lorsque ce méme collagéne est dénaturé en gélatine (Figure 30, B, D, F),
on observe toujours une activité aminoprocollagene peptidase, mais également I'apparition de bandes
discretes a environ 97 et 110 kDa (indiquées par des fleches) et d’'une «trainée » illustrant une
dégradation légere a de multiples sites. Cette activité gélatinase n’est pas observée en absence
d’ADAMTS (puit 1) ou lorsque '’ADAMTS2 est inhibée par I'EDTA (puit 3). Ces observations sont
également valables pour 'ADAMTS14 (puits 4 et 5). On remarque également que 'TADAMTS14 est plus
active sur la gélatine que sur le collagéne natif. Du collagene de type I de veau normal (VN) est utilisé
comme témoin de migration permettant d’identifier les chaines o matures.

Sur base de l'activité gélatinase identifiée dans ce travail, nous avons émis I'hypothese que
I’ADAMTS2 pourrait remplir un réle de « contrdle-qualité » des collagénes fibrillaires en dégradant les
triples hélices présentant une structure défectueuse. Dans un premier essai pour tester cette
hypothése, nous avons purifié du collagene a partir de fibroblastes de peau provenant de plusieurs
patients souffrant d’'une « ostéogenese imparfaite », une maladie héréditaire causée par diverses
mutations affectant localement le repliement en triple hélice ce qui rend le polypeptide muté sensible
aux protéases. En dehors d'une activité aminoprocollagéne peptidase attendue (conversion des
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chaines pro- en chaines pC, et des chaines pN en chaines a), aucune activité gélatinase manifeste n’a
pu étre mesurée (Figure 31). Ces résultats, bien que négatifs, ne signifient pas nécessairement que
notre hypothése est erronée. Il se pourrait, par exemple, que les déformations tres locales, telles
qu’elles sont attendues dans les chaines mutées de 1'ostéogenese imparfaite, ne soient pas suffisantes
pour permettre a 'ADAMTS2 de dégrader le collagéne. Il est également possible que les triples hélices
les plus altérées aient déja été dégradées par TADAMTS2 produites par les fibroblastes, empéchant
ainsi toute observation ultérieure de I'activité gélatinase dans nos tests enzymatiques.

Pour la mise en évidence d'une activité carboxyprocollagene peptidase potentielle des
ADAMTS2 et 14, nous avons utilisé du collagéne de type I purifié a partir de fibroblastes
dermatosparactiques en culture car il posséde la particularité d’étre présent quasi uniquement sous la
forme des chaines pro-al et pro-a2 comprenant a la fois les propeptides amino et carboxyterminaux
(Figure 32). En présence d’ADAMTS2 (puit 2), on observe une conversion du pro-al I en une bande
formée a la fois des chaines pNal et pCal, ce qui n’est donc pas réellement informatif d'une possible
activité envers le propeptide carboxy-terminal. Une conversion du pro-o2 en pCa2 est également
observée, illustrant comme attendu I'activité aminoprocollagéne peptidase de TADAMTS2. De maniére
remarquable, on voit également l'apparition des polypeptides correspondant aux chaines ol et a2
matures, ce qui indique de maniere claire que 'ADAMTS2 est capable d'opérer le clivage du
propeptide carboxyterminal. Cette observation, qui n’avait jamais été réalisée auparavant, valide par
ailleurs nos résultats obtenus par iTRAQ-TAILS sur les peaux de souris. Cette activité
carboxyprocollagéne peptidase n’a cependant pas été mise en évidence de maniére évidente pour
I’ADAMTS14, suggérant une activité nulle ou trop faible pour étre observable (puit 3).
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Figure 30: Digestion de collagéne de peau de veau dermatosparactique (VD) par les ADAMTS?2 et/ou
14 humaines purifiées.

Le collagéne VD a été dénaturé (B, D, F) (95°C pendant 10 minutes) ou non (A, C, E) avant d’étre refroidi a température
ambiante pendant 10 minutes. Le collagéne a été incubé avec les ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant 18h a
37°C. Les produits de digestion ont ensuite été séparés par SDS-PAGE (6,25% (A-B) ou 10% (C-F)) et colorés au bleu
de Coomassie. Les figures E et F correspondent respectivement aux figures C et D mais pour lesquelles le contraste a
été volontairement amplifié afin de mettre en évidence de maniere plus évidente les « trainées » de dégradation. Du
collagéne de peau de veau normal (VN) a été utilisé comme contrdle positif de I'activité aminoprocollagéne peptidase.
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Figure 31: Produits de digestion, par les ADAMTS2 et/ou 14 humaines purifiées, du collagéne
produit par les fibroblastes d’un patient atteint d’ostéogenése imparfaite (FOI).

Le collagene utilisé a été purifié a partir d’'une lignée de fibroblastes établie a partir d’'une biopsie de peau d’'un patient
souffrant d’ostéogenése imparfaite en raison d’'une mutation (G190V) affectant la chaine alpha 2 de type I. Le collagéene
a été incubé avec les ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant 18h a 37°C. Les produits de digestion ont ensuite
été séparés par SDS-PAGE (6,25% (gel de gauche)) ou 10% (gels du centre et de droite)) et colorés au bleu de
Coomassie. Les gels de droite correspondent aux gels du centre, mais apres amplification des contrastes. Le clivage
des aminopropeptides des chaines ol et a2 est mis en évidence par la conversion des chaines pro- en chaines pC et
des chaines pN en chaines o matures. Toutefois aucun autre signe de clivage n’est mis en évidence. Des résultats
similaires ont été observés avec d’autres lignées de fibroblastes provenant de patients avec des mutations différentes

(données non présentées).
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Figure 32: Digestion par les ADAMTS2
et/ou 14 humaines purifiées du collagene
produit par des fibroblastes
dermatosparatactiques (FDH).
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Le collagéne utilisé a été purifié a partir d’'une
lignée de fibroblastes établie a partir d’une
biopsie de peau d'un patient souffrant d’un
Ehlers-Danlos de type dermatosparactique
(FDH). Le collagéne a été incubé avec les
ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant
18h a 37°C. Les produits de digestion ont ensuite
été séparés par SDS-PAGE 6,25%, et colorés au
bleu de Coomassie. La conversion de pro-a2 en
pCa?2 et en a2 mature démontre que 'ADAMTS2
possede une activitté  carboxyprocollagéne
peptidase en plus de son activité
aminoprocollagene peptidase.
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Autres substrats potentiels extracellulaires et (trans)membranaires

Bien que, par manque de temps, aucune vérification complémentaire n’ait été réalisée, nous
voulons ici attirer lattention sur quelques substrats potentiels extracellulaires et
(trans)membranaires qui semblent plus particulierement pertinents (Tableaux T14-T16 en
suppléments).

a. _Autres collagénes :

Ces substrats potentiels comprennent d’autres collagenes que les collagenes fibrillaires tels
que les chaines alpha-1, -2 et -3 du collagene de type VI ou les chaines alpha-1 de type IV et de type
XIV.

Le collagéne de type VI est exprimé notamment dans le muscle, la peau et le tendon. 1l se lie et
interagit avec de nombreuses macromolécules extracellulaires, ce qui lui confere un role structural et
organisationnel de la MEC (Bonaldo et al., 1998; Bonnemann, 2011). Il est également impliqué dans de
multiples fonctions cellulaires (adhésion, prolifération, migration, survie) (Bonnemann, 2011). Si le
clivage du collagene VI était avéré, ses différentes fonctions seraient probablement modifiées, ce qui
apporterait un regard nouveau concernant la contribution des ADAMTS2 et 14 dans la régulation des
propriétés des tissus conjonctifs et de leurs cellules résidentes.

Le collagéne de type XIV est un régulateur de la fibrillogenése en s’accumulant a la surface des
fibrilles de collagene de type I et en modulant ainsi leurs interactions avec leur environnement
(Ansorge et al, 2009). Son clivage par les ADAMTS2 et/ou 14 permettrait donc potentiellement
d’apporter un niveau supplémentaire de régulation de la fibrillogenese.

b. PCPE-1

La protéine PCPE-1 (Procollagen C-proteinase enhancer 1) est une glycoprotéine qui stimule
le clivage du propeptide carboxyterminal des procollagenes fibrillaires (par la BMP-1 et ses
homologues) (Hassoun et al., 2016; Vadon-Le Goff et al,, 2011). La PCPE-1 comprend deux domaines
CUB qui sont nécessaires pour la stimulation de I'activité carboxypeptidase par leurs interactions avec
le carboxy-propeptide des procollagenes fibrillaires. Un domaine netrin-like constitue la partie C-
terminale de la PCPE-1. Ce dernier interagit avec des composants matriciels tels que des
protéoglycans (Bekhouche et al., 2010) et la fibronectine, et modulerait la biodisponibilité et I'activité
de la PCPE-1. Son role en tant qu’inhibiteur de métalloprotéases a également été rapporté lorsqu’il est
libéré dans le milieu extracellulaire (Mott et al, 2000). Le site de clivage potentiel identifié est
commun pour 'ADAMTS2 et 'ADAMTS14 (KESA (282).(283)LSPG), avec des rapports P/C le plus
souvent supérieurs au seuil +3 sigma. Si ce clivage est avéré, il se produirait a la fin du domaine CUB2,
et libérerait donc le domaine netrin-like, ce qui aurait un impact sur la maturation des procollagénes
fibrillaires, mais également sur I'activité des métalloprotéases dans leur ensemble (Mott et al., 2000).
De plus, 'expression de PCPE est corrélée a celle du collagéne de type I et est stimulée lors de la
fibrose (Hassoun et al, 2016). PCPE-1 est donc considéré comme un important régulateur de
I'accumulation de collagene lors de la cicatrisation et en cas de fibrose, et donc comme une cible
potentielle pour réduire ce phénomene.

La confirmation du clivage de PCPE-1 par les ADAMTS2 et 14 permettrait donc d’apporter des
détails supplémentaires sur leurs réles joués dans la régulation du remodelage matriciel au cours de
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processus physiologiques et pathologiques comprenant la cicatrisation, la fibrose et les mécanismes
associes.

c. Protéoglycans

L’ostéoglycine est un SLRP identifi¢ comme substrat potentiel des ADAMTS2 et 14, avec des
sites de clivage localisés entre la Leu134 et I'’Asp139. Elle est également clivée par la BMP-1 et ses
homologues au site Lys137.138Asp, ce qui module sa capacité a réguler la fibrillogenese (Ge et al,,
2004). Si cette fonction des ADAMTS2 et/ou 14 se confirme, elle pourrait participer, en partie du
moins, a la désorganisation des fibres de collagéne chez les patients souffrant d’'un Ehlers-Danlos de
type dermatosparactique.

Un autre SLRP identifié comme substrat potentiel pour les ADAMTS2 et 14 est la protéine
PRELP (Proline-arginine-rich end leucine-rich repeat protein), également appelé prolargin. Les
rapports P/C des peptides correspondant a cette protéine sont importants dans les 3 expériences
menées puisqu’ils sont supérieurs a 2,0 et 3,0 dans la plupart des comparaisons respectivement pour
I’ADAMTS14 et pour TADAMTS2, et atteignent des valeurs supérieures a 7,0 dans les expériences A et
B pour les comparaisons WT/TS2-/- TS14-/~ La PRELP joue un roéle structurel d’ancrage des
membranes basales a la MEC sous-jacente (Bengtsson et al., 2002). Elle permet également la liaison du
collagéne de type [ aux lames basales et du collagéne de type II au cartilage. En digérant du cartilage
avec les ADAMTS4 ou 5, les sites de clivage observés (localisés en His 336, (Zhen et al., 2008)) étaient
trés proches de ceux observés lors de notre approche par N-TAILS pour les ADAMTS2 et 14 (Phe 335
et Phe 338), ce qui étaye un potentiel clivage par ces derniéres. Dés lors, la vérification de son clivage
par les ADAMTS2 et 14 permettrait de mieux caractériser I'impact de ces dernieres sur I'architecture
matricielle et sur I'ancrage des lames basales a leur support conjonctif.

d. Autres substrats potentiels extracellulaires

La fetuin-A (alpha-2-HS-glycoprotein) est une glycoprotéine sanguine synthétisée
principalement par le foie et considérée comme transporteur sanguin, a 'image de I'albumine. Elle est
aussi considérée comme une des protéines sériques impliquées dans I'adhésion cellulaire (Sakwe et
al, 2010). Elle interagit avec la MMP9, ce qui protege cette derniere d'une dégradation
autocatalytique sans pour autant interférer avec son activité enzymatique gélatinase (Ray et al,
2003). La fetuin-A est clivée par les MMP3 et MMP7 aux résidus 277 ou 294 (Kubler et al., 2007), qui
sont relativement proches du site identifié dans notre expérience de N-TAILS (Leu318), ce qui
renforce la possibilité de son clivage par 'ADAMTS2. Si tel est le cas, 'ADAMTS2 serait donc
potentiellement capable de cliver la fetuin-A afin de préserver son activité autocatalytique.
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o Substrats potentiels intracellulaires

Bien que nous nous soyons d’abord focalisés sur le clivage des collagenes et I'identification de
nouveaux substrats extracellulaires, nous avons été intrigués par la présence de nombreux peptides
suggérant l'activité des ADAMTS2 et 14 sur des protéines intracellulaires (Tableaux T1-T3 en
suppléments). Le Tableau T19 en supplément reprend une liste non exhaustive mais
représentative des peptides correspondant a des protéines intracellulaires pour lesquels des rapports
P/C pertinents ont été observés dans au moins deux expériences sur les trois et pour un minimum de
deux comparaisons sur les quatre réalisées (WT/TS2-/-; TS14-/-/TS2-/-TS14-/-; WT /TS14-/-; TS2-/-/TS2-
/"TS14-/-). Comme des inhibiteurs de protéases ont été utilisés lors de la préparation des échantillons,
il semble peu probable que ces clivages se soient produits apres le prélevement des fragments de
peaux. Ces protéines représentent donc des substrats potentiels intracellulaires des ADAMTS2 et/ou
14, méme s’il n’est pas exclu que leur clivage ait été réalisé apres leur libération dans le compartiment
extracellulaire (sécrétion, lyse cellulaire ...). Deux éléments nous ont toutefois incités a pousser plus
en avant nos validations :

- Lesvaleurs P/C élevées retrouvées au sein de plusieurs comparaisons

- Une similitude entre de nombreux sites de clivage et les sites préférentiels de clivage identifiés in
vitro, notamment la présence d’acides aminés non polaires ou aromatiques (voir également ci-
apres).

Des fibroblastes normaux ou dermatosparactiques de derme humain ont été lysés par
sonication en présence d’'EDTA afin d’inhiber les métalloprotéases. L'EDTA a ensuite été saturé par
ajout de CaCly, puis la suspension ainsi obtenue a été centrifugée afin de récolter la fraction soluble
contenant les protéines cytoplasmiques. Apres incubation avec les ADAMTS2 et/ou 14, des Western
blottings ont été réalisés afin de vérifier le profil électrophorétique de la vimentine et de I'actine, deux
composants majeurs du cytosquelette identifiés de maniere systématique lors de nos analyses iTRAQ-
TAILS.

Concernant l'actine (Figure 33), I'activité de TADAMTS2 induit I'apparition d’un fragment de
dégradation (a environ 42 kDa) suggérant I'excision d'une vingtaine d’acides aminés du coté amino ou
carboxyterminal. Lorsque les incubations sont réalisées en présence d’ADAMTS14, un peptide
additionnel d’environ 38 kDa est également observé. A noter que 'anticorps utilisé ne permet pas
I'identification d'une actine particuliére car il cible une région C-terminale communes aux actines
alpha, béta et gamma. Ces données confirment néanmoins le clivage d’actine(s) et la robustesse des
analyses N-TAILS.

124



Résultats : Chapitre 2

'2;‘ FDH
o [ -T+1+T-T-T+T+][ADAMTS2
; =|-]-|+]|+]|+ ]|+ |ADAMTS14 Figure 33: Clivage d’actine(s) par les
b= -1 -1+1-1+1|-1+|EDTA ADAMTS?Z et 14.
66 - Western blottings utilisant un anticorps
ciblant la région C-terminale des actines
45 - - bl alpha, béta et gamma. Les western blots
— ont été effectués sur des lysats de
fibroblastes humains dermatosparactiques
31 (FDH) (A) ou normaux (FNH) (B) incubés
avec de 'ADAMTS2 et/ou 14, en présence
B ou en absence dEDTA. Lanticorps
= FNH reconnait I'actine non clivée et des
a - [+[+[-T-T+1+ [ADAMTS2 frag.meflts resultiemt de leur clivage
; ™ - -1+[+|+][ + |ADAMTS14 (indiqués par les fleches).
S [ -1 -1+ -1+1-1+][epTA
66 -
45 - - - o G e e e,
—
31 -

Concernant la vimentine (Figure 34), la présence des ADAMTS2 et/ou 14 durant I'incubation
induit une diminution de l'intensité du signal correspondant a la forme de plus haut poids moléculaire
et une augmentation de l'intensité du produit d’environ 48 kDa. Des fragments protéiques a environ
32 et 37 kDa (indiqués par les fleches) sont également générés. Il est intéressant de noter que le site
de clivage identifié par notre approche d’iTRAQ-TAILS en Leul32 a aussi été identifié pour la
méprine-a, une métalloprotéase de la famille des astacines (Becker-Pauly et al., 2011). Toutefois, les
profils électrophorétiques des extraits de fibroblastes normaux et dermatosparactiques en absence
des ADAMTS recombinantes sont identiques, ce qui ne plaide pas en faveur d'un réle physiologique
des ADAMTS2 et 14 dans la dégradation de la vimentine.
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L’identification de substrats intracellulaires pour la méprine-a (Becker-Pauly et al.,, 2011)
pourrait signifier qu’il s’agisse d'une activité partagée par d’autres (métallo)protéases. Des substrats
intracellulaires potentiels ont également été identifiés par N-TAILS pour différentes cathepsines
(Prudova et al., 2016) et pour la MMP2 in vivo (auf dem Keller et al,, 2013). Ceci a également été
rapporté dans un modeéle d’exsudats de plaies chez le porc (Sabino et al, 2015). Différentes
hypothéses pourraient expliquer ces clivages de protéines intracellulaires par des protéases
extracellulaires, dont notamment une recapture des formes enzymatiques actives extracellulaires par
les cellules. Cela signifie toutefois que les protéases devraient échapper a une dégradation lysosomale
et demeurer active au sein du cytoplasme. L’existence de voies de sécrétion alternatives permettant
des clivages intracellulaires par des protéases extracellulaires a également été évoquée (Prudova et
al, 2016). L’explication la plus simple serait toutefois que les protéines cytoplasmiques comme
I'actine et la vimentine puissent étre libérées dans l'espace extracellulaire (sécrétion, nécrose,
vésicules) ou elles seraient alors la cible de protéases extracellulaires. Ces résultats confirment donc
la capacité de l'approche iTRAQ-TAILS pour identifier de nouveaux substrats, mais illustrent
également la nécessité de réaliser de multiples validations par des techniques complémentaires afin
de s’assurer de la pertinence biologique des clivages observés.
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e Spécificité de clivage des ADAMTS2 et 14 in vivo

A titre exploratoire et en étant pleinement conscients des limites de notre démarche, nous
avons décidé d’utiliser I'entiereté des sites de clivage identifiés dans les substrats potentiels
extracellulaires et (trans)membranaires pour tenter de définir quelles sont les séquences cibles des
ADAMTS2 et 14, a I'aide du logiciel IceLogo (Figure 35). Différentes analyses ont été effectuées sur
base des substrats potentiels considérés: tous les substrats potentiels extracellulaires identifiés
(Figure 35, logos du haut), tous ces substrats potentiels sans le collagéne de type I (Figure 35, logos
du milieu), ou tous ces substrats sans aucun collagéne fibrillaire (Figure 35, logos du bas).

Comme pour les études en culture cellulaires (Bekhouche et al, 2016), on observe une
surreprésentation d’acides aminés non polaires ou aromatiques en positions P1 et P1’, méme sans
considérer le collagene I ou les autres collagénes fibrillaires riches en Gly et Pro. Une abondance
relativement élevée d’acides aminés chargés négativement (Asp et Glu) est observée en P2’ pour les
substrats des deux enzymes, ce qui n’était pas observé in vitro. Ceci est aussi le cas pour les positions
P3’ et P4’ en faisant abstraction des clivages au sein du collagéne I. On remarque également une
grande similitude des sites de clivage par les ADAMTS2 et 14, mais également avec les sites de
clivages identifiés lors de nos études en cultures cellulaires.

A l'aide de la base de données MEROPS, nous avons évalué quelles étaient les protéases
susceptibles de cliver ce type de séquences. Une homologie peut étre effectuée avec les méprines -a et
-B qui sont des métalloprotéases sécrétées de la famille des astacines et qui présentent un attrait pour
les résidus Asp et Glu mais en position P1’ principalement, et dans une moindre mesure en positions
P2’ et P3’ (Becker-Pauly et al., 2011). Il a également été observé a l'aide de la base de données
MEROPS une homologie avec la MMP3 au vu de l'enrichissement en résidus Pro en position P3 des
sites de clivage de cette enzyme, ce qui est probablement attribuable a son activé collagénase. A noter
que le faible nombre d’études réalisées in vivo réduit la quantité de données disponibles mais que
celles concernant des études in vitro sont plus nombreuses mais limitantes de par le choix du modele
utilisé.

Si 'on ne tient pas compte des clivages au sein du collagene de type I, I'enrichissement de
résidus chargés négativement observés aux positions P2’, P3’ et P4’ semble indiquer une certaine
spécificité des aminoprocollagéne peptidases puisque, a notre connaissance, une telle spécificité n’a, a
ce jour été décrite que pour les méprines-a et -3 (Becker-Pauly et al, 2011). La présente étude se
distingue donc une nouvelle fois des études réalisées sur d’autres protéases extracellulaires et élargit
les informations relatives a la spécificité de clivage des aminoprocollagéne peptidases, qui semblent
étre différente de la spécificité décrite d’autres métalloprotéases.

Ces données illustrent une forte similitude entre la spécificité de clivage des ADAMTS2 et 14,
qui est probablement imputable a leur structure trés similaire. Ceci a été illustré également par le fait
que 34 protéines aient été identifiées comme substrats potentiels communs a ces deux ADAMTS, sur
les 42 et 52 que comptent respectivement les ADAMTS2 et 14. Il est intéressant de noter les fortes
similitudes entre la spécificité des analyses effectuées in vitro et ceux réalisés in vivo sur les
échantillons de peaux de souris, ce qui conforte les résultats identifiés. L’analyse de la spécificité de
clivage est cependant a confirmer au fur et a mesure que les validations de clivage des substrats
potentiels auront été effectuées pour les ADAMTS2 et 14.
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Figure 35: Spécificités de clivage des ADAMTS2 et 14 in vivo.

Spécificité de clivage de TADAMTS2 (panneaux de gauche) et de TADAMTS 14 (panneaux de droite) déterminée a
partir des donnés sur tous les peptides identifiés comme substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires
(logos du haut), tous ces substrats potentiels sans les peptides correspondants au collagene de type | (logos du milieu),
et tous les substrats potentiels sans les peptides correspondants aux collagénes fibrillaires (logos du bas). Les

graphiques ont été réalisés avec I'aide du logiciel IceLogo (Colaert et al.,

2009). La hauteur de chaque acide aminé

reflete le pourcentage de différence par rapport a sa fréquence normale, et sa couleur représente ses propriétés

physico-chimiques.
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C. Discussion, conclusions et perspectives du chapitre 2

Aprés avoir analysé le répertoire de substrats des aminoprocollagéne peptidases dans des
modeles de culture cellulaire, nous avons entrepris une étude similaire sur des échantillons de peau,
plus pertinents d'un point de vue biologique mais d’'une complexité protéique bien supérieure a celle
rencontrée in vitro. Trois expériences identiques ont été réalisées en paralléle afin de comparer le N-
terminome au sein de peaux de souris de quatre génotypes différents (type sauvage, Adamts2-/-,
Adamts14-/- et Adamts2-/-Adamts14-/-), et ainsi d’identifier des substrats spécifiques ou commun a ces
deux ADAMTS homologues.

Ce type d’approche in vivo est compliqué en raison de la nature dynamique et interactive des
tissus ou les évenements de clivage peuvent étre masqués par l'absorption cellulaire ou la
dégradation des peptides générés, par des modifications de niveau d’expression des substrats, par
l'infiltration de cellules immunitaires plus ou moins abondantes et enfin par la présence des protéines
et protéases sanguines (Prudova et al,, 2016). De plus, I'absence d’une protéase in vivo est souvent
compensée par l'action d’autres protéases qui partagent les mémes substrats et les clivent a des sites
proches, voire identiques (Fortelny et al, 2015). Dans ces conditions, il est souvent complexe
d’identifier de nouveaux substrats a partir d’échantillons in vivo.

Cette étude ambitieuse est la premiere du genre a s’intéresser a des échantillons tissulaires
aussi complexes. En effet, les échantillons de peaux comprennent plusieurs compartiments
relativement distincts, a savoir 'épiderme, le derme, 'hypoderme, des structures musculaires, des
vaisseaux sanguins et des éléments nerveux.

Bien que tous les fragments de peau aient été prélevés et analysés de maniere rigoureusement
identique, il est inévitable que l'abondance relative de certaines protéines puisse varier d'un
échantillon a l'autre, induisant ainsi des variations des rapports P/C pour des peptides qui ne sont
pourtant pas clivés par les protéases étudiées et constituent donc des « faux positifs ». Ces biais
potentiels soulignent la nécessité de réaliser des expériences indépendantes en parallele (ce que nous
avons réalisé ici avec nos trois expériences A, B et C) et de confirmer par d’autres techniques les
clivages identifiés par I'approche de N-terminomique. Un autre moyen pour réduire ces biais serait
d’effectuer les analyses en se concentrant sur des structures bien définies ou sur les tissus au sein
desquels les protéases d'intérét sont les plus spécifiquement et les plus abondamment exprimées. En
ce qui concerne nos échantillons, nous aurions pu, par exemple, traiter les fragments de peaux a la
dispase afin d’enlever spécifiquement I'épiderme et ainsi de simplifier le protéome. Toutefois, puisque
ces traitements supplémentaires ne sont pas anodins et pourraient induire d’autres biais
expérimentaux, nous avons privilégié I'analyse de la peau dans son ensemble.

En plus de comprendre l'intégralité des échantillons cutanés, 'ensemble des protéines
présentes a aussi été considéré. Celles-ci comprennent donc les protéines intracellulaires,
extracellulaires et (trans)membranaires exprimées par I'ensemble des types cellulaires présents.
Plutot que de se consacrer a l'analyse de toutes ces protéines cutanées, un enrichissement en
protéines extracellulaires aurait pu étre privilégié, comme cela a été fait par auf dem Keller et son
équipe en évitant l'utilisation de détergent pour la préparation de leurs échantillons tissulaires (auf
dem Keller et al, 2013). Si une telle stratégie avait cependant été privilégiée, les protéines
intracellulaires n’auraient pas été considérées et aucun substrat potentiel intracellulaire n’aurait été
identifié. Par conséquent la vimentine et I'actine, dont les clivages ont été confirmés pour ' ADAMTS2
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et 14, n'auraient pu étre identifiées. Cette étude est donc la premiére du genre a s’intéresser a I’action
potentielle d’enzymes extracellulaires dans des échantillons aussi complexes et a étudier les
potentiels clivages intracellulaires exercés par ces protéases d'intérét que sont les ADAMTS2 et 14.

Suite a I'analyse par spectrométrie de masse en tandem, I'ensemble des peptides identifiés par
N-TAILS ont été triés (a I'aide du logiciel BINGO dans un premier temps, puis manuellement) afin de
ne prendre en considération que les protéines potentiellement extracellulaires, (trans)membranaires,
ou associées a la membrane plasmique. Les valeurs seuil (+ et - 3sigmas) permettant de discriminer
les peptides considérés comme pertinents ont été calculées, en se basant sur la distribution des
peptides correspondant aux extrémités N-terminales des protéines natives, et qui ne résultent donc
vraisemblablement pas de l'activité de la protéase d’intérét (auf dem Keller and Overall, 2012;
Prudova et al., 2016). Cela signifie que tout peptide présentant un rapport P/C supérieur la valeur
seuil +3 sigmas ou inférieure a la valeur seuil -3sigmas est statistiquement susceptible d’étre
influencé par la protéase d’intérét et a été considéré. N’'ont été considérés comme pertinents au sein
de chaque expérience que les peptides dont le rapport P/C était supérieur ou inférieur a la valeur
seuil, et ce dans au moins 2 des 3 comparaisons effectuées séparément pour '’ADAMTS2 et pour
I’ADAMTS14.

Au final, 42 substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires ont été déterminés
pour '’ADAMTS2, 52 pour 'ADAMTS14 dont 34 qui leur étaient communs. Ces chiffres indiquent une
forte redondance entre le répertoire des substrats potentiels identifiés pour TADAMTS2 et celui de
I’ADAMTS14 qui provient manifestement de leur forte homologie. Il est cependant possible qu’elles
présentent une activité plus ou moins importante sur leurs substrats communs, a I'image de 'activité
aminoprocollagene peptidase qui est plus faible pour TADAMTS14 que pour ’ADAMTS2. Cette activité
moindre sur certains substrats entre certainement dans les raisons pour lesquelles aucun phénotype
évident n’est visible chez les souris déficientes en ADAMTS14, en raison d’'une compensation effectuée
par 'ADAMTS2 alors que 'activité dispensée par TADAMTS14 ne permet pas de compenser le déficit
en ADAMTS2 chez les souris TS2-/- qui présentent notamment une fragilité cutanée. Cette hypothése
est aussi étayée par le fait que les souris doublement déficientes en ces enzymes développent
spontanément des lésions cutanées s’apparentant a celles de la dermatite atopique (Dupont et al,
2018).

Parmi les substrats potentiels identifiés, nous nous sommes prioritairement focalisés sur les
collageénes fibrillaires qui constituent les premiers substrats identifiés des ADAMTS2 et 14. Les sites
de clivage connus de 'aminopropeptide des chaines alpha-1 et alpha-2 du collagene de type I ont pu
étre clairement identifiés au cours de nos analyses, ce qui validait notre approche expérimentale. De
maniére remarquable, d’autres sites de clivage situés a proximité immédiate des sites connus ont été
identifiés de maniere répétée et significative. Ceci suggérerait que les ADAMTS ne clivent pas une
liaison peptidique précise mais clivent au sein d’'une séquence cible de quelques acides aminés.
Alternativement, il se pourrait également que, in vivo, des exopeptidases soient actives sur
I'aminotélopeptide des collagenes fibrillaires et modifient ainsi son extrémité. Les sites de clivage au
sein des aminopropetides des procollagénes de type V demeuraient un sujet controversé et n’avait
jamais pu étre établis de maniére indiscutable a partir d’échantillons in vivo. Notre étude a confirmé
'existence d'un site de clivage (PGMP435.436ANQD) au sein du domaine variable de la chaine alpha 1
V. Elle a également démontré, pour la premiere fois, que les chaines alpha 1 et alpha 2 de type V
étaient clivées entre la petite triple hélice aminoterminale et le domaine collagéne central, a I'instar de
ce qui est observé pour les collagenes de type I, Il et I1I. Bien que les analogies de séquences laissaient
présager un clivage a ces sites, aucune étude préalable n’avait pu les mettre en évidence et des doutes
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avaient été émis quant a leur existence. Enfin, plus spécifiquement concernant TADAMTS14, ces
analyses ont a nouveaux confirmé sa faible activité aminoprocollagéne peptidase envers le
procollagene de type I mais elles ont également démontré pour la premiere fois une activité envers le
procollagene de type V similaire a celle déterminée pour '’ ADAMTS2.

De maniére surprenante, de nombreux clivages ont été identifiés au sein du domaine central
en triple hélice du collagéne de type I. Certains d’entre eux avaient déja été observés lors des analyses
in vitro effectuées antérieurement (Bekhouche et al.,, 2016). Une hypothese permettant d’expliquer
ces observations serait que des défauts dans le repliement de la triple hélice soient des sites propices
de clivage par les ADAMTS2 et 14. Cette activité « collagénase/gélatinase » permettrait ainsi d’éviter
I'accumulation de triméres imparfaits susceptibles d’altérer la fibrillogenese. Si cette hypothése était
avérée, elle attribuerait donc une fonction de « contréle qualité » aux ADAMTS 2 et 14. Des premiéres
expériences de validation ont été réalisées a l'aide de collagéne extrait de peau de veau
dermatosparactique, utilisé natif ou apres dénaturation en gélatine. Une incubation de cette gélatine
avec de 'ADAMTS2 mene a une excision du propeptide aminoterminal, ce qui est une observation
originale car il avait toujours été considéré qu’une structure trimérique en triple hélice était requise
pour un clivage du propeptide. Toutefois, cette étude est préliminaire et devrait étre complétée au
cours de test prenant en compte les parametres cinétiques de clivage. A l'inverse de ce qui est observé
avec le collagéne, I'incubation de gélatine avec TADAMTS2 meéne, en plus du clivage du propeptide
aminoterminal, a 'apparition de produits de dégradation visibles aprés électrophorése sous la forme
de bandes discretes et d'une «trainée » correspondant a des multiples peptides de faibles poids
moléculaires, démontrant ainsi clairement l'existence d’une activité « collagénase/gélatinase ». Une
activité similaire est observée pour 'ADAMTS14, alors que celle-ci n’a pourtant qu'une tres faible
activité aminoprocollagéne peptidase sur le collagene natif, ce qui différencie bien les deux enzymes.

Afin d’identifier une potentielle activité « controle-qualité » dans des conditions plus
physiologiques, nous avons utilisé du collagéne provenant de fibroblastes de patients souffrant d’'une
ostéogeneése imparfaite puisque la présence d’'une mutation causant le remplacement d’'une Gly par un
acide aminé plus volumineux induit un défaut local de la structure en triple hélice. Aucune activité
collagénase/gélatinase n'a cependant pu étre observée de maniére évidente, suggérant que des
défauts trés limités dans la triple hélice ne sont pas suffisants pour induire une dégradation par les
ADAMTS2 et 14. Ces expériences devront cependant étre répétées en utilisant du collagene produit
par des fibroblastes rendus déficients en ADAMTS2 et 14 (utilisation de siARN) pour s’assurer que les
trimeres les plus altérés n’ont pas été rapidement dégradés par les ADAMTS produites de maniere
constitutive, prévenant ainsi toute observation ultérieure d’une activité « contréle-qualité ».

Une autre observation originale résultant des analyses N-TAILS concerne l'existence de
clivages potentiels au sein du propeptide carboxyterminal des chaines al et a2 de type I. Cette
activité n’est pas partagée par TADAMTS14, ce qui illustre a nouveau les nombreuses différences de
fonctions entre enzymes pourtant homologues. Une observation similaire concernant le collagéne de
type III avait cependant déja été réalisées lors de nos études en co-cultures in vitro (Bekhouche et al,,
2016). Les vérifications in vitro illustrent clairement la conversion des procollagenes ol et a2 en
chaines o matures, ce qui démontre que I'’ADAMTS2 est également douée d'une activité
carboxyprocollagéne peptidase. Des études supplémentaires seront nécessaires pour estimer les
cinétiques enzymatiques, évaluer si la PCPE-1 influence ce clivage (a l'instar de son effet co-activateur
observé en présence de BMP1) et déterminer I'impact biologique d’un clivage du carboxypropeptide
par 'ADAMTS2 plutét que par la BMP1.
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De nombreuses protéines autres que les collagénes fibrillaires ont été identifiées comme
substrats potentiels des ADAMTS2 et 14. Pour certaines d’entre-elles, des confirmations ont
également été réalisées par des techniques complémentaires. Ces caractérisations demeurent
toutefois insuffisantes et des études fonctionnelles devront étre entreprises pour évaluer les
conséquences biologiques de ces clivages. Dans ces conditions, il ne nous a pas semblé opportun de
les discuter ici de maniére plus approfondie.
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Chapitre 3: Etudes par iTRAQ-TAILS du répertoire d’autres
métalloprotéases.

Des travaux en collaboration sont actuellement en cours concernant les substrats potentiels
d’autres métalloprotéases, dont les ADAMTS7 et 12 (Dr Rens De Groot, Haemostatis and Thrombosis,
Imperial College London, UK), 'TADAM28 (Pr. Didier Cataldo, Laboratoire de Biologie des Tumeurs et
du Développement, ULg) et la MT4-MMP (collaboration avec le Dr Nor Eddine Sounni, Laboratoire de
Biologie des Tumeurs et du Développement, ULg).

A. Analyse des répertoires de substrats potentiels des ADAMTS7 et 12

Les ADAMTS7 et 12 présentent une structure similaire et participent a plusieurs processus
physiopathologiques liés aux systémes cardiovasculaire et musculo-squelettique. Toutefois, les
mécanismes moléculaires dans lesquels sont impliquées ces deux enzymes «homologues »
demeurent peu compris. C’est dans ce cadre que nous avons entrepris de déterminer leur répertoire
de substrats (collaboration avec R. de Groot (Imperial College London) pour 'ADAMTS7 et C.
Monseur, (LBTC) pour ’ADAMTS12).

B. Analyse du répertoire de substrats potentiels de 'ADAM28 par
iTRAQ-TAILS

Une seconde collaboration actuellement en cours concerne 'ADAM28. L'ADAM28 est une
métalloprotéase exprimées sous une forme transmembranaire (ADAM28-tm) et sous une forme
« soluble » (ADAM28s) générée par épissage alternatif et dépourvue de domaine transmembranaire.
Elle est exprimée par les lymphocytes T et B, ainsi que par les cellules épithéliales de différents
organes. Elle est également surexprimée dans les carcinomes pulmonaires humains « non a petites
cellules » et les carcinomes mammaires, principalement par des cellules cancéreuses (Kuroda et al.,
2010; Mochizuki et al., 2012; Rocks et al., 2008). Son niveau d’expression est en corrélation avec la
prolifération cellulaire maligne et la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques, ce qui
serait a mettre en relation avec le clivage du VWF (Mochizuki et al., 2012). Son implication dans la
pathologie asthmatique a également été décrite (Paulissen et al.,, 2009).

Afin de mettre en évidence des substrats potentiels de '’ADAM28 et de mieux comprendre ses
différents roéles, I'équipe du Professeur Cataldo a développé des lignées cellulaires exprimant
I’ADAM?28, sous ses formes membranaire (tm) ou soluble (s). Des lignées controles exprimant les
formes inactives, mutées au site catalytique (ADAM28mut) ont également été générées. Ces
différentes lignées sont utilisées pour produire des milieux conditionnés qui seront ensuite analysés
par iTRAQ-TAILS, en comparant les échantillons ADAM28tm actifs et inactifs ainsi que les échantillons
ADAM28s actifs et inactifs.
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C. Analyse du répertoire de substrats potentiels de la MT4-MMP par
iTRAQ-TAILS

Enfin, une derniére collaboration avec le Laboratoire de Biologie des Tumeurs et du
Développement (ULiége) concerne la MT4-MMP (Membrane-Type 4 Matrix Metalloproteinase). Cette
derniére, également dénommée MMP17, est une métalloprotéase de surface cellulaire ancrée a la
membrane plasmique via un groupe glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Itoh, 2015). Elle est
surexprimée dans plus de 50% des cancers du sein triple négatif, un cancer particulierement agressif
et de mauvais pronostic (Yip et al, 2017). Son réle dans la progression du cancer mammaire a été
récemment établi (Itoh, 2015). Des publications récentes démontrent que la MT4-MMP est capable
d’interagir avec le récepteur de 'EGF (EGFR1) et de stimuler les voies de signalisation qui en
dépendent (Paye et al., 2014; Yip et al., 2017).

Afin d’identifier des nouveaux substrats potentiels de la MT4-MMP, une expérience d'iTRAQ-
TAILS a été effectuée sur le sécrétome de cellules de cancer du sein MDA-MB231 surexprimant la
forme sauvage de la MT4-MMP ou un mutant inactif afin de bénéficier d'un témoin négatif pertinent.

Parmi les substrats potentiels identifiés, les syndécan 1 et syndécan 4 sont particulierement
intéressants. Les syndécans sont des protéines transmembranaires dont le cceur protéique porte des
chaines de glycosaminoglycans, le plus souvent de type « héparan sulfate ». Ils interagissent avec de
nombreux composants de la matrice extracellulaire, de maniére directe notamment via les chaines
d’héparan sulfate, ou en conjonction avec d’autres récepteurs (Lambaerts et al., 2009). Les syndécan 1
et 4 constituent des marqueurs potentiels de pronostic du cancer du sein (et d’autres cancers) car leur
taux d’expression y est lié a I'agressivité tumorale (AKkl et al., 2015; Lendorf et al.,, 2011; Nguyen et al,,
2013), ce qui a aussi été observé pour la MT4-MMP (Yip et al, 2017). Enfin, les syndécan 1 et 4
participent a l'activation de la voie EGF en régulant l'interaction entre l'intégrine a6B4 et les
récepteurs HER-2 pour le syndécan 1, ou avec les récepteurs HER-1 ou EGFR pour le syndécan 4
(Wang et al,, 2014a; Wang et al,, 2015).

Sur base de ces résultats prometteurs, M. Liénard et N.E. Sounni (LBTD) ont entamé une étude
concernant I'implication biologique des interactions entre la MT4-MMP, I'EGFR et les syndécans 1 et 4.
Dans un modéle de cellules de cancer du sein, ils ont mis en évidence une co-localisation
(observations par microscopie a fluorescence) entre ces différents facteurs, confirmé, par des
expériences de co-immunoprécipitations, I'existence d’interactions entre la MT4-MMP et le syndécan
1 ou le syndécan 4. Bien que ces résultats ne démontrent pas 'existence d'un clivage par la MT4-MMP,
ils soulignent toutefois le réle que celle-ci pourrait jouer dans les régulations opérées sous la
dépendance des syndécans. Les travaux futurs concerneront donc, notamment, la vérification des
sites de clivage (Western blotting, spectrométrie de masse) sur les syndécans 1 et 4.

Nous avons démontré au cours de ce chapitre I'intérét de la communauté scientifique pour
I'i'TRAQ-TAILS au vu des collaborations extérieures au LBTC qui sont en cours de réalisation.
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A Taube de cette thése, les principales fonctions connues des ADAMTS2, ADAMTS3 et
ADAMTS14 se limitaient a la maturation des procollagénes fibrillaires en excisant leur
aminopropeptide. Des données de la littérature et des observations réalisées au laboratoire,
concernant par exemple la stérilité des souris males déficientes en ADAMTS2, I'implication probable
de 'ADAMTS14 dans l'arthrite ou l'expression de 'ADAMTS3 dans des organes dépourvus de
collagénes fibrillaires, suggéraient toutefois leur capacité a exercer d’autres réles dans des processus
physiologiques et pathologiques.

Le but de ce travail consistait donc a identifier de nouveaux substrats de ces ADAMTS de
maniére a déterminer la nature des mécanismes dans lesquels elles sont impliquées.

A l'aide d’'une nouvelle approche de protéomique appelée iTRAQ-TAILS et couplée a des
analyses bioinformatiques appropriées, nous avons d’abord recherché ces substrats dans le
sécrétome de fibroblastes co-cultivés avec des HEK293 surexprimant les ADAMTS2, 3 ou 14 de
maniére inductible. Plusieurs substrats spécifiques ou communs ont été identifiés. Parmi ceux-ci
figurent des macromolécules de structure de la MEC, dont bien sir les collagénes fibrillaires (N-
propeptides des collagenes fibrillaires et C-propeptide du collagene de type III), mais aussi la
fibronectine qui joue un réle clé dans de multiple processus biologiques telles 'adhésion cellulaire, la
fibrillogenése ou la coagulation sanguine. D’autres substrats identifiés comptent aussi diverses
protéines impliquées dans des voies de signalisation et, en particulier dans la voie du TGF-f,
permettant la modulation de celle-ci (a 'image de DKK3, du TGF-8 RIII, du CTGF et du LTBP1). Nous
avons également démontré a I'aide de tests fonctionnels un impact direct de 'ADAMTS2 sur la voie
du TGF-, ce qui est une observation tout a fait originale. De plus, 'TADAMTS2 a montré un impact
fonctionnel sur différents processus biologiques puisque son expression semble stimuler la
migration de fibroblastes, et qu’elle semble accélérer la coagulation sanguine. Ces données
restent cependant a confirmer, et a vérifier pour les ADAMTS3 et 14. Elles suggerent néanmoins que
I’ADAMTS?2, et par extension, ses deux homologues les ADAMTS3 et 14, sont impliquées dans
des mécanismes de remodelage et de réparation tissulaires physiologiques et pathologiques, a
I'image de la fibrose, qui est réduite chez les souris Adamts2+/- (Kesteloot et al., 2007).

Sur base de ces résultats encourageants et de I'expertise acquise, nous nous sommes ensuite
intéressés a I'analyse de fragments de peau de souris déficientes en ADAMTS2 et/ou 14. Cette
étude s’est révélée particulierement ardue en raison de la complexité d’échantillons comprenant
différentes structures tissulaires et des types cellulaires variés. Bien que préliminaires et
exploratoires, ces analyses ont cependant fourni des renseignements originaux a propos des sites de
clivage des aminopropeptides des procollagenes fibrillaires, notamment du type V, mais
également concernant le clivage du propeptide carboxyterminal du collagéne de type I par
’ADAMTS2, une activité qui était totalement inattendue. La capacité des ADAMTS2 et 14 a exercer
une activité gélatinase a également été mise en évidence. Ceci suggere que ces enzymes pourraient
participer a un mécanisme de « controle-qualité », en initiant la dégradation des trimeéres de
collagéne présentant un défaut de structure, ce qui a été étayé par 'observation par N-TAILS de sites
de clivage au sein de la triple hélice des collagenes fibrillaires. Cette hypothese novatrice, qui nous est
apparue au cours des derniers mois de nos recherches, n’a pu étre confirmée dans le cadre du présent
travail, mais pourrait faire 'objet d'un travail ultérieur.

De nombreux autres substrats potentiels extracellulaires ont été identifiés pour les
ADAMTS2 et 14, dont les collagenes VI et XIV, ainsi que des protéoglycans impliqués dans les
mécanismes de fibrillogenése et la protéine PCPE-1. Toutefois, ces données expérimentales
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demeurent préliminaires et mériteraient d’étre confirmées au cours d’études futures, notamment en
raison de leur intérét potentiel pour une meilleure compréhension des multiples processus
affectant I’homéostasie des tissus conjonctifs en physiologie et au cours de diverses
pathologies (cancers, fibroses, ulceres ...).

De maniére surprenante, des substrats intracellulaires ont aussi été identifiés, tant pour
I’ADAMTS2 que pour 'ADAMTS14. Des validations, réalisées pour l'actine et la vimentine, ont
confirmé les résultats de N-TAILS. Il conviendra toutefois de comprendre les mécanismes et de
localiser le compartiment dans lequel s’operent ces clivages: dans le milieu extracellulaire
lorsque des cellules sont nécrotiques ou suffisamment endommagées pour libérer du matériel
cytoplasmique, au sein de vésicules de sécrétion, dans des exosomes, ou effectivement dans le
cytoplasme au sein de vésicules d’endocytose.

Finalement, bien que de nombreux nouveaux substrats, avérés ou toujours potentiels, aient
été identifiés, il est clair que ce travail ne fournit pas un catalogue exhaustif de toutes les fonctions de
ces trois ADAMTS homologues. L’identification d'un substrat dépend bien évidemment de sa présence
dans le protéome mais est également influencée par son abondance relative. Des expériences
additionnelles devront donc étre effectuées en s’adressant a d’autres tissus ou cellules de maniére
a élargir nos analyses a d’autres répertoires de substrats potentiels et de confirmer les résultats
obtenus au cours de ce travail. Des modifications des protocoles de protéomique sont également
envisageables, dont, par exemple, la génération de la librairie de peptides avec des endoprotéases
autres que la trypsine afin de pouvoir identifier des sites de clivages par les ADAMTS qui seraient trop
proches ou trop lointains des sites tryptiques.

Enfin, une des conséquences directes de ce travail aura été I'établissement de
collaborations locales et internationales et une reconnaissance accrue de la réputation du LBTC, mon
laboratoire d’accueil, dans le domaine des ADAMTS.
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Annexe 1: ADAMTS3 activity is mandatory for embryonic lymphangiogenesis and
regulates placental angiogenesis.
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observed These phenotypes are most probebly linked to
dysregulation of theVEGF-C pattwiays. Thisstudy is thef ret
dernonstration that an ami noprocol lagen peptidase is crudial
for devdoprmental processesindependertly of its primary role
in collagen biclogy and has physiological functions poten-
tidly involved in several humen disesses rdated to angio-
genesis and lymphengiogenesis.

Keywords ADAMTS Lymphangiogenesis
Angiogenesis Collagen Placenta Devel opment

Introduction

ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with
ThromboSpondin type 1 repest) are secreted metallopro-
teases forming a family of 19 different members that share
ah identical N-terminal domain organization [1]. By con-
trast, they can be characterized or dassif ed in subfamilies
according to the presence of specif ¢ C-terminal ancillary
dormeins or on the basis of their adivities or subsirates.
Proteoglycaneses (ADAMTSL, 4, 5, 8, 9, 15, 20) constitute
a super-clade of ADAMTS able to cleave various proteo-
glycans although they possess a variable C-terminal domain
organization [2]. ADAMTS13 is the only member reported
to cleave the von Willebrand Factor [3-5]. ADAMTSZ, 3
and 14 are highly rdated enzymes with identical domain
organizaki on, high sequence homology and shared ahility to
process the aminopropeptide of f brillar collagens, catego-
rizing them as *aminoprocollagen peptidases” [6].
Mutations in ADAMTS2 are responsi ble for a humanrin
herited disease, the dermratosparactic type of Ehlers-Danlos
syndrome [7, 8], characterized among other features by
severe skin fragility and easy bruising. These dinical hall-
rrerks are thought to result from the accurrulation of type
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and type 111 aminoprocollagen (collagen still retaining its
arinopropeptide), which hinders collagen assermbly into
highly organizedf brils. Other signif cant f ndings relatingto
potertial functions arethe relative resistance of Adants2
miceto liver f brosis [9], theinfertility of Adarts2” © males
[10], the expression of ADAMTS2 by activated macro-
phages [11], its anti-angiogenic properties [12] and its
patential role in pediatric stroke[13).

In contrast to the extensive literature on ADAMTS2,
ADAMTS3 ramains much less characterized. |t &ff ciently
processes the aminopropeptide of procollagen || invitro and
is spedif cally expressed in cartilage during enbryogenesis
and adult life [14]. Previously, in situ hybridization (1SH)
analysi s revealed that Adants3 was aso highly expressad in
specif c regions of the devdoping nmouse brain and in
connective tissues such & bone and tendon [14]. 1t wes
therefore assumed that ADAMTS3 would be the nmain
aminoprocollagen peptidase during embryogenesis, which
would explain the apparent normal development of these
tissues in Adants? * embryos. In experimental moddls,
ADAMTS3 was also recently shown to be able to activate
VEGF-C by proteolytic cdeavage [15] through a yet poorly
characterized mechanism that probebly imvolves also
CCBEl, a secreted protain containing a collagenous
domain. Indeed, CCBE1L is required for lymphangiogenesis
by its ability to stimulae the activation of VEGF-C [16, 17]
although having no proteolytic activity. 1t is not vet clear,
however, whether this putative V EGF-C adiivating property
of ADAMTS3 is physiologically relevant and restricted to
ABDAMTSS since the highly similar ADAMTSZ2 and 14
could potentially share this function in vivo.

The aim of the present study was to elucidate the physi-
clogical roles of ADAMTS3 through Adars3 gene i nacti-
vationinmice Weshow herethat ADAMTS3 isdispensable
for aminoprocollagen processing until mid-gestation. Itis,
however, critical for embryonic devd opment since its def -
ciency preverts the formation of the lymphatic network,
alters the funcion of placenal blood vessdls and drastically
impairs liver developrment, which f nally induces ermbryonic
lethality. Owr data demmorstrate the central role of
ADAMTS3 during two vital devdoprrental processes and
further show that the overl ap of functions with ADAMTS2 s

less i mportant than previously expected.

Results

Adamit=3 inactivation leads to embryonic lethality

with skin edema and impaired liver developrment,

but procollagen processing is not altered

A mouse strain dlowing the Cremediged conditional
remmoval of the exon 8 to exon 10 Adants3 gene sequence
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was crested. At the protein leve, the skipping of these
exons resUlts in the absence of the caalytic metal | oprotesse
dorrein, which prevents the possibility of any residual
ergymatic activity, and introduces a frameshift by chang-
ing the Adart=3 ORF (Fig. 51). Itis worth mentioning also
thet this short genomic region does not contain any
described miRNA or long noncoding RNAs. These mice
were crossed with rmice expressing Cre globally, induding
in the garm lines, in order to produce mice with a single
functioral Adamts3 alde (Adamis3 " ). The shorter
mMRNA produced from the targeted allde was RT-PCR
amplifed and seguenced, conf rming both the spedifc
skipping of exons 8-10 and the reading frameshift of the
mRNA. Adamis3’” mice were crossed, but no Adant:
s3 " neorates were observed in the litters, suggesting
errbryonic lethality, Genobyping of embryos &t various
development  stages  demorstrated  thet  Adants3

errbryos died around E15.0 and that the expected ratio
between Adamts3’”, Adamis3’ " and Adartsd © was
Menddlian at earlier stages [25:56:19 % for E13-135
(n=113) and 21.56:23 % for E14-145 (n= 281),
48:46:6 % for E15-15.5 (n = 31)].

At E125 the gross morphological appesrance of
Adarts3’ 7, Adarts3’” and Adamts3 © erbryos was
similar, wheress Adants3 * embryos could be identif ed
a E13.5 by the presence of edenma in the dorsal skin. Skin
edemna and a paler color were siriking in E14.5 AdarmtsT ©
errbryos (Fig. 1a), as well a5 a reduction in liver size as
observed after dissection (Fig. 1b). General examingion of
H&E-stained sections conf mned the progressive develop-
ment of edara in AdantsY ~  embryos from E13.5 to
E14.5 and the reduction in liver size, while the other tissues
and organs did not seem to be signif cantly affected
(Fig. 1c).

Anather rddevant ateration was observed in blood-rich
regions (heart, aorta, large blood wessds). At E14.5, the
ratio of nuclestedfinonnucleated red blood cells (RBC) was
higher in Adaris3 * embryos and was confrmed on
blood smears (Fig. 52). This observation further supported
liver dysfunction, since the liver becomes the dorminant
henatopoigtic organ at this devdoprrental stage and pro-
duces nonnuclested RBC, while RBC produced earier in
the yolk sac are nucl egted,

Since the best described substrabes of ADAMTSS are
fhrillar procollagers [18], potentid processing defects
were therefore eval usted by Western blotting. Adarts2” ©
errbryos were usad for comparative purposes. As come
pared to WT, defects in the processing of the amino-
propeptide of type | collagen was evidert in AdartsZ
but not in Adams3 © emrbryos (Fig. 2a), showing that
ADAMTS2, and not ADAMTS3 as previously thought, is
the main type | aminoprocollagen peplidase during
embryogenesis. Regarding type |l and type 111 collagens,
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Fig. 1 Characterization of A
Adants3 * embryos. a Generd
nnrx:holo?yofAdamsa’” and
Adamts3 © embryos &t E14.5.
Pde color, skin edema (red

lines) and sreller liver (L) are
evidentin Adamts3 ~ embryos.,

2
%
Adamits3**

livers from E14.5 embryos.
Stormech (S) and liver (L) are
indicated as well & degradation
zones of the liver (yellow
arrows). ¢ Sagittal sections of
whole embryos & E14.5 and
E13.5 were stained with H&E,
illustrating skin edema in E14.5
and E13.5 Adants3 ~ erbryos
(red lines). Reduction in liver
(L) size and the presence of
localized altered liver zones
(arrow) are visible at E14.5

Adamis3--

the pattern was similar in the three genotypes, which
suggested that ADAMTS2, ADAMTS3 and potentialy
ADAMTS14 would be capable of compensating ther
respective absence. The accumulation of type Il collagen
(not shown) and the formation of cartilage (Fig. 2b) were
identical in Adants3’” and Adants3 ~ emrbryos.

Abnormal lymphangiogenesis

Because skin edema was the frst visible phenotype in
Adants3 ~ embryos, we frst focused our attention on
cutaneous lymphatics using superf cid sagittal sections.
Blood vessds and lymphatics were present in the skin of
Adants3’ " embryos (Fig. 3a, b). A comparable number of
veins and arteries were seen in the Adants3  skin sam
ples, but not a single lymphatic was identif ed (Fig. 3d).
Full-thickness whole mounts of the dorsa skin were aso
evaluated after immunof uorescence labeling of blood
vessels (CD31, in red) and lymphatics (VEGF-R3, in
green). The blood vessel network was similar in Adant-
s3 ~ and Adants3’”? embryos (Fig. 3¢, € seealsoFig. S3
for additiona pictures). In sharp contrast, while VEGF-R3-
positive demal lymphatic vessels were clearly visible in
control embryos, none was observed in Adants3 - skin,
in agreement with immunohistochemical data.

Another highly speif ¢ and localized area where lym:
phatics can be dearly identif ed is the intercostd new
rovascular bunde formed by a vein, an artery, a nerve and
very often a lymphatic at that embryonic stage (Fig. 3f-h).
Only veins, arteries and nerves were observed in the
Adants3 ~ embryos (Fig. 3i, j), further conf rming the
critical role of Adamis3 in lymphangiogenesis.

Since VEGF-C is a cudd growth factor for lymphatic
formation and in line with recent data [15], we used a
mode of cotransfection to evaluate the ability of Adamis3
to activate “pro-VEGF-C."” As illustrated in Fig. 4, we
found that Adamis3 promoted the activation of VEGF-C,
even in the absence of recombinant CCBEL Using the
same modd, Adamis2 and Adamisl4 were not able to
activate VEGF-C in the presence or absence of CCBE1
(not shown). VEGF-C is similarly expressed in Adants3’
and Adants3 ” embryos, as judged from qRT-PCR (not
shown). Crude tissue extracts were aso analyzed by
Westemn blotting, an approach that turmed out to be not
sensitive enough to alow the detection of VEGF-C, either
& pro-form or as the fully activated form (not shown). An
enrichment protocol using soluble VEGF-R3 as bait was
therefore designed to determine the activation status of
VEGF-C in these embryos. Despite the fact that control
samples (tissue extract supplemented with 10 ng of
recombinant mouse VEGF-C) were positive, again no
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Fig. 2 Fibrillar procollagen processing and cartilage visadization in
Adants3 “ embryos. a Connective tissue ( without head and
viscera) of wild-type Adamts2 “ and Adants3  embryos at E14.5
was hormogenized and analyzed by Westemn blotting using antibodies
specif ¢ for procollagers |, 11 or |11. Modif caion of the levds of
processed and unprocessed collagers was only seen for type |

VEGF-C signa could be observed in experimenta sam+
ples. Based on the reported active concentration range of
VEGF-C in blood and in the extracdlular compartment
(0.1-2.5 ng/mi), the total amount of VEGF-C in the entire
embryo (embryo weight\ 300 mg) is most probably lar-
gely under the detection limit by Westemn blotting.

Hepatic architecture deteriorates after E13.5

Before E13.0, liver histology was comparable in the
Adants3’ 7 and Adants3 ” embryos. By E13.5, a few
abnormeal swollen cdls systemmetically gppeared in highly
localized ventral aress of Adants3 ” livers (compare
Fig. 5a b). At E14.5, stronger alterations were apparent
(Fig. 5¢, d), which suggested a progressive spreading from
the initial lesion.

Sections of whole embryo were further characterized by
immunohistochemistry and immunof uorescence, with a
more specif ¢ focus on the liver. In Adants3’ 7 embryos,
very few hepatic cells were apoptotic (cleaved caspase
3-positive staining) (Fig S4A), while Adants3 ©  livers
were characterized by a strong positivity in the ventral
portion of the lobes, which progressively enlarged from
E13.5 to E14.5. Diffuse labding through the entire liver
was never observed. KI67 staining of proliferating cells
was similar in al the tissues of the three genotypes, except
in the affected zones of the liver (Fig. S4B). Of special
interest, blood vessels appeared enlarged in the ventral part
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Adamts3*"

Adamts3+*

collagen in Adamts2 © tissue pCa: procollagen a chain; pNa:
collagen a chain still retaining the amino-terming extension; a: fully
processed a chain b Sedtions of Adamts3™” and Adants3 ©
arbryos were stainad with Aldan blue to identify cartilage (scale bar
2 mm)

of the liver lobes (Fig. S4C), even before the frst clear
sigrs of apoptosis.

In light of the observed skin and liver damages, RNA
ISH using a new and sensitive method was used to re-
evaluate the distribution of Adants3 mRNA in embryos a
E13.5 and E14.5. As previously identif ed, strong expres-
sion was seen in specif ¢ regiors of the centra nervous
system, creniofadd region and limbs (Fig. S5A) and in
cartilage of theribs (Fig. S5B). Expression of Adants3 was
also detected at E13.5, athough at a lower leve, in demd
mesenchyme of skin (Fig. S5C) but only in scattered liver
cdls (Fig. S5D). RT-PCR amplif cation wes aso per-
formed a an additional control to confrm Adanis3
expression in the liver and the “body.” Products of
expected size were obtained for both tissues (Fig. S5E),
with a rlative expression corrdating with the ISH data.

Transcriptome analyses

In an dtempt to identify the pathway(s) affected in
Adants3 ©  liver, microaray andyses were performed
using hepatic tissues of E13.5 to E14.5 embryos in order to
determine the early and late evenis affected by Adants3
def dency (ArrayExpress: E-MTAB-2614). The rdiability
of the transcriptomic data was conf rmed by RT-PCR
(Fig. S6).

At EI135, only Esrl and Xirda were signif cantly
upregulated { 2) inAdants3 ”, while 8 of the 11 repressed

144



Annexe 1

Angiogenesis
Adamts3*/+ Adamts3”"
o 2 . d

A":’“ .ﬂ.:;_h X N'.-. e

CRRR xR R B B

\ :‘ \%td.; 3 N \',5!‘5;:‘;: A

ProxI}@‘: P él\‘\'

Adamts3+
__Thoraclc cavity

Fig. 3 Nomrel angiogenesis but absence of lymphatics in Adant-
s3 " e'rh?'os Superf cid sagittal sections in the skin of wild type
{Adants3' ") (a, b) and Adants3  (d) E14.5 embryos were stained
using antibodies spedif ¢ to prox-1 (a) or Lyve-1 (b, d). While meny
lymphatics were identif ed in Adants3’ " skin, they were never
observed in Adarts3 . V vain, L | ic, M mecrophage. Full-
thickness whole mounts of Adants3’ /' (c) and Adants3 “ (e) dorsal
skin were immunostai ned to identify blood vessds (CD31, inred) and
lyrmphatics (VEGF-R3, in gresn). Lynmpatics were observed only in

genes (Ear2, 3, 4, 6, 10, 12, Prg2/MBP-1; Prg3/MBP-2)
were related to the eosinophil lineage (Table S1). At E14.5,
the number of upregulaed or downregulated genes dra-
meticaly increased in agreement with the deep deleriora-
tiors occurring in the liver just before ermbryonic death. As
these messive modif caions hampered the identif cation of
the primery causes of the phenotype, we focused our
atention on genes signif cantly expressed [ 200A.U.) inat
least two samples and characterized by a consisiently pro-
gressive incressed or decressed expression corrdating with
the severity of the aterations observed in Adants3 “ livers.
This f Itering provided a limited number of genes that were
dl characterized by a progressively increased expression
(Table 1; S2). A mgjority of these genes were related to one
or two of the following categories: “connective tissues,”
“angiogenesis,” “inf ammetion,” “signaing pathways” and

o

Adanms3’ 7 skin (see dso Fig S3 for individual pictures and
additiondl data). Sections & the border between the thoracic cavity
and the rib cage (f-) were aso stained with H&E (f, g, i, j) or using
an anti-prox-1 antibody (h). Enlarged views of the boxed regions inf,
i are shown in g, j, respectivdy. Prox-1 staining (h) of the section
following the section in f is dso provided. Nerve (N), artery (A) and
vein (V) are seenin Adants3’ 7 and Adants3 . Lymphatics (L) are
often seen in Adamts3” 7 but never in Adants3 *

“glucose metabolism” The earliest and most upregul ated
genewas ESM 1, a marker of activated endothdial cdls. Fltl
(VEGF-R1) and VEGF-A, two other factors regulaing
angiogenesis, were aso upregulaed. The most abundant
group (ducose metabolism) comprised factors directly
involved in glycolysis, glucose uptake (Glut3/Slc2a3) and
intracellular signaling pathways regulating glucose meta-
bolism (Trib3 and Egin3/Phd3, the second and third most
upregulated genes after ESM1). Although the fold change
remained modeae for some enzymes and factors, the
overepresentation of this well-def ned category (20 out of
89 transcripts) was striking.

Although meny genes and categories identifed by
transcriptomic anayses were known targets of the TGFb
pathways, no signif cant modif cation of the mRNA level
of TGFb was identif ed. A signif cant increase in TGFbl
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Fig. 4 Activaion of the intermediate form into the fully active form
of VEGF-C by ADAMTS3. HEK293 cdls were trarsfected with an
arpty vector (Ctr) or with an expression vector containing the
complete coding sequence of VEGF-C (lanes 2-5). In some
condtions, cdls were simultaneously transfected with expression
vectors for CCBEL (3, 5) andlor ADAMTS3 (4, 5). Cuture media
were collected after 48 h and anayzed by WB. Conwversion of the
intermrediate processed form of VEGF-C (31 kDa) into its meture
form (21 kDa) is observed in the presence of CCBEL done and is
dmost complete in the presence of ADAMTS3

was, however, observed by Westem blotting in crude
extracts of Adants3  livers a E14.5 (Fig. S7). The
potentia implication of TGFbl in the phenotype was
therefore investigated by IHC staining of phospho-Smad2
and phospho-Smad3 in liver sections, but no dear differ-
ence between Adants3’ 7 and Adants3 © samples coud
be identif ed, which suggested that TGFb1 accumulation
was not the mein cause of liver apoptosis.

Blood vessels are altered in the placenta
of homozygous mutants

Since meny genes upregulated in Adants3 ~ livers were
linked to hypoxia and glycolysis, we made the hypothesis
that it might be rdated to placenta alterations that would
result in insuff cient oxygen and nutrient supply to the
embryo. RT-PCR anplif cations showed that Adants3 is
expressed in placenta. RNA ISH was next used to identify
cdls expressing Adamis3. Only a limited number of tro-
phoblastic cdls were faintly positive, and the strongest
stai ning was observed in the chorionic plate (Fig. 6, b; see
aso Fig S8). Positivity was also observed in the labyr-
inthine layer but mainly around large vessels and aong
structures looking like small blood vessds (Fig. 6¢c, d),
which suggested that mesodermel/mesenchymal cdlls are
the main producers of Adamis3.

HE-stained sections looked quite similar in Adants3’ /7
and Adamts3 ~ placentas (Fig. 73, b), except for the
presence, in some regions of Adants3 * placenta, of an
increased number of fetal blood vessds that were full of
nucleated red blood cells and that seemed too narmow to
alow free f ow (Fig. 7c). This observation was conf rmed
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Fig. 5 Evauaion of Adants3 ” liver defects. Photomicrogrephs of
HE-stained sections of whole enbryos (Adants3’ 7 a, ¢; Adants3 ~ b,
d) & E135 (a, b) and E145 (¢, d) were teken in identical regors at
increesing megnif cations. Hepatoblasts (yellow arrows) gppesr as light
puplecdlscon@ningalarge, weakly saned nudeus. A largeproportion
of blood cdls (red hiood cdls and small rounded cdls with a strongly
stained nuclews) are dso visible throughout the parenchyma. At E135,
some hepatocytes in focd aress of Adants3 * livers are swollen (B3),
while they seemnonral at short disiance. At E14.5, no hepatoblasts are
still present in the center of the lesiors and only a reduced number are
visible a the pariphery, wheress many blood cdlls are il present

by CD31 (Fig. 7d-f) and basement membrane (collagen
type IV, Fig. S9 A-C) staining. The mean diameter of the
blood vessels was aso determined with the NDP software
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Table1 Main funcional categories of genes identif ed by microamay andysis a characterized by a progressive increased or decressed

expression corrdating with the severity of liver dteralions

Adhl, Aldoa, Gii2, EgIn3/PHD3, Egrl, Eno, Faml32b, Gapdh, Gpil, Grhpr, Ldha, PDK1, PFKI, PFKp, PKM2,

Angiogenesis Edn3/PHD3, Eifdebpl, Eami, Fitl, PecanyCD31, Vegf-a
Connective tissues Adants2, Collal, Col5al, Col6al, Col6a3, Ctgf, Lant], Lgals3, P4ha2
Glucose metabolismy’

glycolysis Pgarril, Pgkl, Slc2a3/Glut3, Stat3, Tpi, Trib3
Inf ammation Ctof, Ctsg, Cxcl1, Cxcl10, F13al, Mpo, Nfkbiz S100a9, Stat3, Vavl, Lan2
Signaling pathways

Cebpb, Ctef, Cxd1, Cxdl10, Duspb, Egn3/PHD3, Egrl, Ets2, Gatab, | unb, Mapkapk3, M2, Stat3, Trib3, Vavl

See Table S2 for the complete list and values

Fig. 6 Evaudion of Adanits3 expression in mouse placenta Sec-
tions of E12.5 placenta were hybridized with Adants3 probes (see
Fig S8 for additional details) and counterstained with Gill’s
hermatoxylin. Nude are staned in blue, and the expression of
Adants3 is revedled by the presence of red dots. The strongest
Adants3 expression was observed in the chorionic plate (a, b), the
structure where large embryonic vessds (adterisk) enter the placenta,

(Hamametsu) on four pairs of placenta from four different
litters (Table S3, see legend for quantif cation details). A
dight but signif cant reduction (14 %, p\ 0.01) in the
vessel diameter was found in Adants3 (86 % 0.71,
n=7%) a compared to Adants3’” (100+ 061,
n = 1078). It is worth noting thet in 2 litters the number of
messurable vessds with a patent circular lumen was
reduced in the Adants3 ~ placenta, which suggested that
some vessels had already collapsed and were not taken into

Nuclegted erythroblasts are merked by arrows. Positivity is dso
observed in the 1abyrinthine layer, mainly around large vessels (¢) and
aong structures looking like small blood vessdls (arrowheads in d).
Only a limited nurmber of trophoblastic cdls, identif ed by their very
large nuclews, are faintly positive. CP chorionic plate, L labyrinthine
layer. Scale bars 50 1 m

account. Cross sections were further realized in the center
of placenta from three different litters (3 Adants3 * and 5
Adants3’ 77 ) in order to evaluate the respective thickness
of the labyrinthine and the spongiotrophoblast layers,
which can be essily discriminated by CD31 staining of the
vessds containing the embryonic blood (Fig. 7g-i;
Fig. S10). The mean total surface of the two layers was
identical in the two genotypes (7.3 = 1.5 nn? in Adant-
s3 " vs 71+ 097 in Adants3’”). However, the
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Fig 7 Immunohistologic
andysis of placental blood
vessdls. Transverse sections
were performed in E14.5
placenta (Adants3’ 7 ina, d, g,
j; Addants3 “ inb,c e f, h,i,
k). All the pictures were taken
in the labyrinthine layer where
the blood vessels containing
embryonic blood are present.
After H&E staining (a-¢), the
structure of the Adants3
placenta seemed grossly normal
(compare b to a), except for the
accumulaion of nuclested
erythroblasts in some vessds S
(c). CD31 staining (d-f) showed

anormal pattern of blood vessd Adam
distribution in Adants3 | W3 g W ‘ ); v,
placenta but suggested some - - Py
reduction in vessel diarmeter (d-
f). Transverse sactions were also
performed in the middie of other
placenta (Adamts3’ 7 in g; two
different Adamts3 © placenta
inhandi; seedso Fig S10 for
additional daka). At low
megnif cation, the labyrinthine
layer (L adinegted by ydlow
lines) is clearly identif ed by its
high blood vessd dersity. Its
suface is sonif cantly reduced
inAdanis3 * placenta
Immunof uorescence staining (],
k) showed thet blood vessds are
formed by cells with different
levds of expression of CD31
(green) and VEGF-R3 (red). No
difference was found between
Adants3’”? and Adants3
samples, Bars 50 | min a-f and
300 I min g-i. CP chorionic

Adamts3

plate S spongiotrophoblast
layer
VEGFR3
CD31
nucleus
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sperif ¢ surface occupied by the labyrinthine layer was
signif cantly reduced in Adants3 © placenta (48.8 + 3.3
vs 62.3 + 2.0 % in Adants3’ 7).

In order to investigate why the blood vessdls are not
dameged inthe Adarmts3 ~ embryos while angiogenesis is
modif ed in ther placenta, we evduated the potential
expression of VEGF-R3 in placenta blood vessels. As we
previously showed (Fig. 2c), VEGF-R 3 stai ning was absent
from blood wvessels in E145 embryos. By confrast,
endothdlial cdls in the placenta were posiive for WVEGF-
R3, irrespective of the genotype (Fig. 59 D-F), which
would explain why Adanis3 © placental vessds are
dffected, while vessels in the errbryo are nob. Faint staining
of trophoblast custers in the labyrinthine layer was dso
observed. | mmunof uorescence studies further showed that
amost dl the blood vessels in the |aoyrinthine |ayer were
formed by endothdlial cdls expressing VEGF-R3 andfor
CD31, in both Adants3’” and Adamts3 " placentas
{(Fig. 7). k).

Discussion

It was initid |y considered that the function of ADAMTS3
was exclusively or primerily rdated to procollagen pro-
cessing [14, 18], We developed an Adamis3 knockout
mouse modd to evaluate this hypothesis and to identify
potertial additional functions in vivo. Mice with a single
inactive dlele (Adants3’ " ) were fertile, but their mating
did not produce Adants3 ~  pups because of ethality
ocourting around the E15.0 period. The processing of the
main f brillar collagens (types |, |1 and |11) and their tissue
localization were similar in Adarmts3 ~ and Adarrts3’
embryos, demonstrating that the strong expression of
ADAMTSS during embryonic devdopmet and the
observed phenotypes in Adamts3 © embryos were not
discemibly related to collagen biology. Two mein pheno-
types were oheerved in Adarmts3 © ebryos. Cutaneous
Iyrrphedenra was sriking and caused by the absence of
lymphatics normally developing in the dorsal skin around
E13.0-E135. Liver degeneration was also remerkable. It
started around E13.5 in strictly localized ventral regions of
Adarrts3 © livers and then rapidly spread from this initial
spot. The vast mgority of the other mouse modds of
errbryonic lyrmphederma do not display liver pathol ogy [19,
20], and conversely, mouse strains characterized by severe
hepatic alteraions during embryogenesis do not display
concomitant edema [21-24]. However, there is one gene
for which def ciency leads to a phenctype displ aying many
smilarities with the Adants3 ~ phenotype CCBE1
(Collagen and CalciumBinding EGF dormain-containing
protein 1) is mutated in a cohort of patients with Hennekam
syndrorme who present abnormmal Iyrmphangiogenesis [25].

In the mouse, Ccbel defciency leads to embryonic
lethality, edema and liver hypoplasia [17, 26]. As in
Adarmts3 “ errbryos, lynphederma is massive and simi-
larly characterized by the absence of lymphatics normelly
forming around E13-E13.5. CCBEL is reguired for lym
phangiogenesis because it increases the processing of pro-
WVEGF-C into its fully active form able to stimmulate VEGF-
R3 phosphorylation and downstream signaling [16]. Very
recently, it was shown in experimental rodels thet
CCBE1, athough lacking intrinsic enzymretic activity,
facilitates pro-VEGF-C adivation by ADAMTS3, but not
by its dosest red i ves ADAMTSZ and ADAMTS14[15]. It
was not clear, however, whether ADAMTS3 is required in
physiological conditions or whether other proteases could
be imvolved in vive, Our data cearly demorstrate that
ADAMTS3 is indispensable for embryonic lymphangio-
genesis, which is most likdy rdated to its capadity to
activate VEGF-C.

While the |ymphatic phenotype is identica in Adant-
s¥ " and Cchel © avbryos, some similarities and dif-
ferences were evidenced for liver. Hepatic dterations
appear in both genotypes around E13.0-E13,5[26], Thisis
accompanied by a merked incresse of the nudested/enu
clegted erythrocytes ratio in the blood stream, which is
likely caused by hepatic disorders since the liver becormes
the most important organ for erythropoiesis at mid-gesta
tion In Cchel * embryos, however, the pattern of apop-
tosis was not reported to be a localized a seen in
Adants3 © and the reduction in the liver size was altrib-
uted primerily to atered enythropoiesis [26], wheress
hepatoblasts are amonget the fret dying cells in Adant:
s3 " embryos. Another specif ¢ observation in Adart-
s3 7 livers was the enlargement of blood vessds
surrounding the apoptotic area, even & E13.5 when the
hepatic lesion is still highly localized to a limited number
of cells,

Transcriptomre andyses were performed on stongly
(E14.5), mildly (E14.0) or almost unaffected (E13.5)
livers in order to identify the molecular mechanism
leading to apoptosis in the hepatic tissue. We focused our
attention on geres characterized by a progressive
increased or decressed expression corrdating with the
severity of the liver alterations observed in Adants3 ©
arbryos. Categories related to “connective tissues”
“angiogenesis,” “glucose metabolis™ and “inf ammer
Gon” were identif ed. Several secreted or intracellular
factors related to cell regulation (“signaling pathway™)
were also upregulated, some of them (Trib3, CTGF/
CCNZ, Egrl, Stat3...) having been linked to inf ammme
tion, tissue repair, liver f brosis and TGFb signaling [27,
28]. Since Tgfbr3 ~ embryos are not viable and display
hepatic defects at mid- to late gestation [22], the impli-
cation of the TGFb pathway was investigated. As
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compared to their control littermete, accunmulation of
TGFb1 was specif cally found in the liver of Adants3 ”
errbryos. However, this was not accormpanied by
incressed phosphorylation of Smed2 or Smed3, which
suggested that abnormal regulation of the TGFb pathway
wias not the main cause of the hepatic phenotype. We next
fiocused our attention on the categories of genes involved
in *Angiogenesis” and in " Glucose metabolismyglycol-
ysis” pathways. A common characteristic of many of
these genes is that they are directly (ESM1, VEGF-R1,
VEGF-A, PHD3) or indirectly (glycolysis enzymes,
transcription factors regul ating metabolic activity, such as
Egrl and Trib3) resporsive to hypoxia or deprivation of
nutrients. Since blood vessdls looked normal in embryos
with no obwvious sign of leakage or hemorrhage, we rea-
sared that the primary defect might reside in the placenta,
a tissue allowing O and nuirient exchanges bebween the
rmatermal and the fetal blood. In line with this hypothesis,
it was previously shown that HGF def ciency causes
placental defects that secondarily lead to a specif ¢ patten
of liver apoptosis always initidly localized in the ventral
part of the lobes, most probably because this areais at the
extramity of the liver blood vessa natwork and therefore
the most sersitive to oxygen supply and hypoxia [29, 30].
Tissue staining showed that the labyrinthine layer con-
taining the embryonic blood is reduced in Adamis3 -
placerta and that the CD3l-positive vessds have a
reduced diameter as cormpared to the Adants3’ ¥ controls
(8.6vs10.0 | m). Although this reduction is nmodest, it can
be hypothesized to be functionally signif cant because
ruclested erythroblasts that predominate in Adarrts ~
erbryo have an & to 9%l m mean diameter. In these
conditions, even a small reduction in size is expected to
restrict the bloodstream and, combined with a thinner
labwrinthine layer, to result in a reduced oxygenation of
the errbryo. Since the embryonic liver is highly metabolic
and at the limit of hypoxia during normnal devel opment,
especialy at the extremity of its vascular bed in the
ventral parts of the lobes, it was not surprising to observe
hypoxic markers only in the liver. This hypothesis is
further strengthened by our observations, showing that
blood vessels are enlarged in the ventral part of the lobes
before the f rst clear signs of hepatic destruction. In the
mutant embryos, reduced blood volume due to lyme
phedena and reduced vessdl diamgter in the placenta
wiolld act syrergistically to lower nutrients and oxygen
delivery to the embryo, which would primarily affect the
liver and would further cormpromise oxygenation by
reducing the fommetion of mature erythroblasts in the
liver. This combination of everts would explain why a
Mendelian proportion of Adamis3 “  embryos was
observed before E14.5, while most of them were dead
after E15.0.

@ Springer

The expression of VEGF-R3 in endothelid cdls forme
ing placend capillaries further illustrates that the
ADAMTSIVEGF-C/VEGF-R3 pathway is critical for
placenta bloed vessel a this embryonic stage In this
context, it would be interesting to dharacterize the blood
vessd structure in the Ccbel “ placenta It is worth
mendoning aso that Ccbel defdency is less severe
(lethality at E16.5) [17] than inactivation of Adants3
{lethality at E15.0). It will have to be determined whether
this is related to the fact that pro-VEGF-C processing by
ADAMTS3 occurs in the absence of Ccbel, dthough with
a reduced &ff cacy, while the reverse is not true. Alterma-
tively, it could be hypothesized that the more severe phe-
notype in Adanis3 “  results from other functiors
(procol lagen processing, TGFb pathway) that would per se
only modestly affect enrbryos but thet would synergize to
aggravate the WVEGF-C-reated phenotype

This study is the frst demonstration that an amino-
procollagen peptidase is involved in collagen-indepen-
dent processes in physiological conditions. We demon-
strated that ADAMTS3 is reguired for embryonic
lymphangiogenesis and placenta angiogenesis. These
data identify ADAMTS3 as a candidate gene for genetic
disesses characterized by lymphedema andior placenta
defects. Since total absence of ADAMTS3 in humars
would likely lead to miscarmage only hypomorphic
mutations may be observed in genelic lynphedema. It
would be most interesting also to evaluate whether
ADAMTSS is dso involved in lymphatics homeostasis
during the adulthood and in the abnommal lymphangio-
genesis observed in several pathologica conditions,
including cancer and metastasis dissemination. The
expression of ADAMTS3 inthe brain and the implication
of the VEGF-C/VEGF-R3 pathway in the activation of
neural stem cells [31] suggest also a potential role for
ADAMTS3 in neurogenesis.

Materials and methods
Transgenic mice

Mice were meintained under standard laboratory condi-
tions, with 12-h light/12-h dark cycles and free access to
food and water, All procedures were performed in accor-
dance with the guiddines for animal care of the University
of Liége the Federation of European Laboratory Animal
Sdience Assodaions and the Armerican National | nstitutes
of Hedlth,

Genotyping of tail DNA was performmed with KAPA
Express Extract Kits (KAPA Biosystens, USA) using the
following primer pairs: P1-P2 for wild-type allde P3-P2
for the targated allde P4-P2 for the ddetion of the Neo
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cassette inserted into intron 10; P5-P6 for Flp recormbi nase
(Table S4).

The gestational age of embryos was determmined from a
vaginal plug, comesponding to 0.5 days postcoitum (E0.5).
Pregrant females were killed by cervical dislocation and
decapitation according to instituional guiddines. The
uterus was removed and washed with physiclogical saline
Errbryos were dissected free of decidual tissue and washed
fo remove contaminating matema blood, After removal of
the placenta, embryos were rinsad in saline exsanguinated
by separation of the viteline and umbilical vessdls and
dlowing blood to drain. Blood was smeared on glass slide
and air-dried for May-Grurwal d-Gierrea staining,

Immunchistological analyses

Embryos or dissected organs were fxed in a 4%
paraformeldehyde (PFA) solution. Paraff n-embedded tis-
sue sections (S 1) were deparaff ned and

Tissue sections were sained with herratoxylinfeosin for
general histology or with alcian blue (GURR, UK) for
cartilage.

Fibrillar collagen wes stained with antibodies against
Cal | [alil), 234167, Calbiochem, Germary], Caol 11
[al{ll}), SAB4500366, Sigma, USA] and Col 111 [al{lll},
in-house developed guinea pig serum]. Blood and Iy
phatic vessels were identif ed using, respectively, ant-
CD31 (Dia310, Dianova, Germrany) or anti bodies against
LYWEL (07-538, Upstate, USA), Proxl (AF2777, R&D
Systems) and VEGF-R3 (AF743, R&D Systens). The
other antibodies were from AbD Serotec (F4/80,
MCA497BE, AbD Serotec, UK), Cell Signaling Tech-
nology (USA) (Cleaved Caspase-3, 9664), Dako (Den-
mark) (Kie7, M7246) or Abcam (UK) (TGFbl,
abb6043).

In situ hybridization

Placenta and mouse embryos were f xed overnight in 4 %
paraformeal S, embedded in paraffn and sec-
tioned (61 m). In situ hybridization was carried out using
the RNAscope technigue and customidesigned in situ
hybridization probes (RNAscope 20; Advanced Cell
Diagnostics, Hayward, CA) according to the manufac-
turer's instructions. Target probes were debected using an
dkaline-phosphatase-conjugaed labeled probe with Fast
Red & substrate and Gill's Hematoxylin as a courterstain
As a negative control, some sections were hybridized with
target probe agairst DapB, a bacteriad gene encoding
dilydrodipicalinate reductase A target probe directed
against ubiquitously expressed PolrZa served as a positive
control. The dides were then counterstained according to

the menufacturer’s protocal with Gill's hematoylin and
fregted with ammonium water before mounting, In these
conditions, nucla are stained in blue and the expression of
Adamis3 is revedled by the presence of red dots,

Staining of blood and lymphatic vessels in whale
rmount skin

Whole embryos were f xed for 1 hin 70 % athanol. The
dorsal skin was then dissected and postf xed owvermnight in
4 % PFA. The samples were washed twice in PBS cone
t@ining 0.2 % Triton X-100 (PBT) 30min a 4 C and
blocked for 1 hin PBT containing 1% BSA & RT. To
perform double immunostaining, primary antibody against
CD31 (& 1/150) and VEGF-R3 (at 1/50) (AF743, R&D
Systerrs, USA) was diluted in PBT/BSA and incubated
owvamight at 4 C. After three washings of 30 min in PBT
a 4 C and two at RT, the skin samples were incubated
ovemightat 4 C with Alexa 488 anti-goat (1/1000in PBT/
BSA) and Alexa 546 anti-rat (1/1000) (Invitrogen, USA).
After washing (as above), samples were mounted on glass
plates with Aguapolymount (PolySciences Inc., USA) and
obsenved with a Laka SPS confocal microscope, adapted
from [32].

Western blotting

Liver and "body” (connective tissue remeining after
careful rermova of the head and viscera) were dissected,
ground at liquid nitrogen temperasture, hormogenized in
Laemmli denaturation buffer (with or without 100 rrv
DTT) and dengured (95 C, 5 min). After dectrophoresis
(7.5-125 % SDS-PAGE), proteins were transferred onto a
palyvinylidene dif voride membrane (NEN Life Sciences
Products, USA). Membranes were blocked with 3 % BSA
in PBS-Tween and were probed with a rabbit antiserum
directed agairst type |, type Il or type |1l collagens, or
agairet TGFbl, The secondary peroxidase-conjugated
antibodies were swine anti-rabbit or rabbit anti-guinea pig
irmmunoglobulins (1,/2000, Dako). Peroxidase was revesled
with an enhanced chermiluminescence assay (Pierce, USA)
and X-ray fIm (Kodak, USA) exposure

Microarray analysis

RNA was extracted with NucleoSpin RMNA/protein kit
(Machery-Nagd, Germany) according to the manufac-
turer's instructions. The RMA quality wes evaluated with
Eukaryote Totld RNA Mano Assay of the Agilent 2100
Bicanalyzer (USA). Transcripome analyses were per
formed on [lumina Mouse WG-6 v2.0 chips on totd RNA
from the liver of Adamis3’” and Adamis3 © littermatss
bebween E13.5 and E14.5. The raw data were analyzed
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using the GeneChip Operating software. Additional andal-
yses were also perfonmed with Ingenuity Pathway (Qiagen,
USA) or DAVID software [33].
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Annexe 2: Determination of the substrate repertoire of ADAMTS2, 3, and 14
significantly broadens their functions and identifies extracellular matrix
organization and TGF-B signaling as primary targets.

La publication “Determination of the substrate repertoire of ADAMTS2, 3, and 14 significantly
broadens their functions and identifies extracellular matrix organization and TGF-f signaling as
primary targets” a été jointe au chapitre 1 de la partie 3 (résultats).
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Annexe 3: Spontaneous atopic dermatitis due to immune dysregulation in mice
lacking ADAMTS2 and 14.

Accepted Manuscript

Matrix Biclogy

Spontanecus atopic dermatitis due to 1mmune dysregulation mn
mice lacking Adamts2 and 14

L. Dupont, G. Ehx, M. Chantry, C. Monseur, C. Leduc, L. Janssen, b '&*q
D. Cataldo, M. Thiry, C. Jerome, J.-M. Thomassin, B. Nusgens, I. i
Dubail, F. Baron, A. Colige

PII: S0945-053X(1730441-9

DOI- doi:10.1016/) matbio 2018.04.002
Eeference: MATBIO 1478

To appear n:

Eeceived date: 1 December 2017

Bevised date: 5 April 2018

Accepted date: 5 Apnl 2018

Please cite this article as: L. Dupont, G. Ehx, M. Chantry, C. Monseur, C. Leduc, L.
Janssen, D. Cataldo, M. Thury, C. Jerome, J-M. Thomassin, B. Nusgens, J. Dubail,
F. Baron, A. Colige , Spontanecus atopic dermatifis due to mmmune dysregulation in
mice lacking Adamts? and 14. The address for the comesponding author was captured
as affibation for all authors. Please check if appropnate. Matbio(2017), doi:10.1016/
j-matbio. 2018.04.002

This 15 a PDF file of an unedited mamusenpt that has been accepted for publication. As
a service to our customers we are providing this early version of the mamuscript. The

manuscript will undergo copyediting, typesetting, and review of the resulting proof before

1t 15 published 1 1ts final form. Please note that during the production process errors may
be discovered whaich could affect the content, and all legal disclammers that apply to the
journal pertamn.

155



Annexe 3

Spontaneous atopic dermatitis due to immune dysregulation in

mice lacking Adamts2 and 14.

Dupont L Ehx G®, Chantry M?, Monseur C?, Leduc C*, Janssen L®, Cataldo D, Thiry
M? Jerome CZ, Thomassin J-M®, Nusgens B®, Dubail J*' Baron F®, Colige A%

* aboratory of Connective Tissues Biology & “Laboratory of Hematology & “Laboratory of
Tumer and Developmental Biology & ®“Laboratory of Cell Biclogy, GIGA-R, University of Liege,
4000 Sart Tilman, Belgium; "Center for Educational and Research on Macromolecules (CERM),
University of Liege, 4000 Sart Timan, Belgium; Depariment of Genetics, INSERM UMR 1163,
Institut Imagine, Pars, France.

Comesponding author. Dupont Laura
E-mail address: duponti@uliege. be
Postal address: Dupont Laura
Laboratory of Connective Tissues Biology
Avenue Hippocrate 13
Tour de Pathologie B23 +3
4000 Sart Tilmian
Belgigue

156



Annexe 3

Abstract

Simce its first description, ADAMTS14 has been considered as am aminoprocollagen
peptidase based on its high similanty with ADAMTS3 and ADAMTS2. As its importance for
procollagen processing was never experimentally demanstrated in wivo, we generated
Adamizid-deficient mice. They are healthy, fertile and display mormal aminoprocollagen
processing. They were further crossed with Adamtz2-deficient mice to evaluate potential
functional redundancies bebwesn these two highly related enzymes. Initial charactenzations
made on young Adamis2-Adamiz{4-deficient animals showed the same phenotype as that of
AdamizZ-deficient mice, with mo further reduction of procollagen processing amd no
significant aggrawvation of the structural allerations of collagen fibrils. Howewer, when
evaluated at older age, Adamiz2-Adamitszi4d-deficient mice surprisingly displayed epidermal
lesions, appearing im 2 month-old males and later in some females, and then worsening
rapidly. Immunochistological evaluations of skin sections around the lesions revealed
thickening of the epidermis, hypercellularty in the demis and estensive infiltration by
immune cells. Additional investigations, performed on young mice before the formation of the
initial lesions, revealed that the primary cause of the phenotype was not related to alterations
of the epidermal barrier but was rather the result of an abnomal activation and differentiation
aof T lymphocytes towards a Thi profile. However, the primary molecular defect probably
doss mot reside im the immune system itself since irradiated Adamés2-Adamis 14-deficient
mice grafted with WT immune cells still developead lesions.

While ornginally created to betier characterize the common and specific functions of
ADAMTS2 and ADAMTS14 in extracellular matrix and connective tissues homeostasis, the
Adamiz2-Adamiz{4d-deficient mice revealed an unexpected but significant role of ADAMTS in
the regulation of immune system, possibly through a cross-talk imeohving mesenchymal cells
and the TGFE pathways.

Keywords: ADAMTS, collagen, skin, dermatitis, immunity.

Abbreviations: WT, Wild type mice; TS2", Adamitz2-deficient mice; TS14™, Adamitz14-
deficient mice; TS27TTS14™, Adamfs2-Adamis T4-deficient mice.
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1. Introduction

Together with MMPs (Mairix Metalloproteinase), ADAME (A Disindegrin  And
Metalioproleinase) and Asiacins, ADAMTS (A Disintegrin And Metalloprofeinase wih
ThromboSpondin type | repeat) are zinc-depensent metalloprotenases actve In me
extraceliular space [1]. They form a family of 19 members possessing an kentical N-terminal
domain composiion, including the metalioproteinase domaln and one thrombospondin type 1
repaat (TSR1) [2]. Human genelic diseases and sponfanecus or enginesred mutations In
rogent undedine the diversity of thelr functions, thelr critical roles In vardous physio-
paihoiogical condiions and the exisience of redundancies between the closest ADAMTS
relatives [3]. Subfamiles have been defined based on enzyme activity and composition of
the C-erminal ancillary domains. ADAMTS2, 3 and 14 are the only ADAMTS that possass 3
admtional consecutive TSR1 folowed by a short C-emminal domain coniaining a PLAC
{Protzase and Lacunin) signature [2]. The cleavage of the aming- and camoxy-propegtides
of fibrilar procollagens I required for the assembly of collagen fimers o well-organizad
fibrlls and fibers. The carboxy-propeptide domain Is cleaved by BMP1Tolioid lIke
matalloprofeinases [4, 5] and ADAMTS2 (previously known as “aminoprocolagen peptidass”
or *procollagen N-proteinasa®) was the first enzyme described for Bs capacity to exclse the
aminopropepiide of Mbrilar collagens [6-0]. Later, ADAMTS2 was found to be responsibie for
the processing of the aminopropeptide of type |l procodiagen In cariilage [10]. Mutations
preventing the expression of active ADAMTS2 lead to the denmatosparaciic type of Ehlers-
Danikos syndrome In human, and fo simiiar pathalogic Teatures In several animal spacies [11,
12]. Adamis2-deficlent mice, similarly fo human patients and affecied animals, are mainly
characierized by severe skin fragiity and variable, but mikler, aiterations of other connective
tissues [13]. These phenolypic changes have been Inked fo the accumulation of
aminoprocoliagen | {type | collagen stll retaining s aminotarminal propeptide) which resuits
In the formation of abnormal collagen foers displaying reduced mechanical resistance. It Is
worth nofing also thai, despiie the constiutive absence of ADAMTS2 actwiy In
dematosparaxs, a significant propostion of type | colagen s comecily processad, aven In
the skin, and that the proportion of aminoprocodiagen | strongly vares from one tssue o
another [14-16]. These observabions suggested the existence of functional regundancies
between these three related ADAMTS. Absence of Adamis3 |s embryonically lethal at 15
days post coium [17]. The processing of florliar collagens Is however not altered In these
embryos. Instead, | was demonstrated that Adamis3 |s required for the development of the
lymphatic nefwork by B capacity io cleave pro-VEGF-C Info active VEGF-C capadle to
tigger the VEGF-R3 pathway [17. 13). Furhermore, we recently showed that loss of
ADAMTS3 activity In human causes Hennakam lymphanglectasladymphedema syndroms 3
by a lack of proteciylic activation of pro-VEGFC [19). ADAMTS14 nas remained much less
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characierized. In addiion o a low aminoprocolagen peptidase activity measured in wiro [14],
genstic Inkage has been found whh muliple scierosks [20] and osteoarthrils [21], two
conditions that probably do not directy Invoie the processing of newly synihesized
procollagens. Other studles Bnking ADAMTSZ to anglogenesls [22], Inflammation [23] and
cardiovascular diseasas [24, 25] similarly Indicate that the collective funclions of ADAMTSZ,
3 and 14 are not restricted fo colagen biokgy. The aim of the present study was fo elucidate
the physiological roles of ADAMTS14 through Adamrs?4 gene Inactivation In mice and fo
determine Its potential redundancy with Adamts2 by creating Adamis2 and Adamis74 doubly
deficient mice.

2. Material and methods

2.1, Generation of Adamis{4-deficient mice and Adamis2-Adamis14 doubly
deficient mice.

Embryonic stem (ES) cells wen2 engineersd at the Centre for Modeling Human Dis2ase
(Taronto, Canada) and mosale and heteroZygows mice were generated at the Transgenic
Core Facliity of the Toronio Centre for Phenogenomics (Toronto, Canada). R1 ES cells were
transducad with a UPA gene trap vecior (Fig. S1) [26] and then selected for neomycin-
resistance with Geneticin [G413). RMA from subcionss were used to generaie cDMA that
were ampifiad by ¥RACE PCR. Inserflon sites of gene trap cassettes were then determined
by seguencing of the IRACE products. One clone (CMHD-GT_511E11) was positive for an
InEemnion Detween Dases 9251 and 9252 of Intron £ af the Adamis14 gene. Cells of this clone
were then fused o CSThI'E Masocysis [0 obtaln mosalc mice thal were further used 1o
obtain heterozygous founders. The hetsrozygous mice wers finally Inier-crossed o obiain
homozygous mice. Genatyplng of tall DMA was performed using the following primers: P1 [5'-
TTAATGGCTCACTOOOCACTGAAC-3") and P2 [B-TTCCTTGGEAGEETCTCCTCTGA-3)
fior amplifying the targeted allele while P1 and P3 [(3-GECAGEAAGGACCAGTGATOCTC-3')
were wsed for the wild type alizle (Flg. S1).

Adamisid expression was evalualed on RNA purfled [Nucieospin RMAMproteln kit
Macherey/Magel, Germmany) from skin of wid type (WT), helerozygous (TS14™ and
homozygous (TS14%) mice. RT-PCR ampifications were performed usihg Tih DNA
Polymerase (Roche, Bale, Switzeriand) and palrs of primers allowing the ampilfication of
diferent sequences (exons 4 fo 6 [forwant: S-ACTACGTGCTGACGCTCATGAATAT-3:
reverse  S-GCCCAGCGACACACCTGCTCCA-S], exons 2 to 3 [owank  5-
TGTACACTGGAGGTEGTCACTGGAA-T; revese: S-TGGTGAAGGTCACCATGAGGCTCT-
3], ewons § fb 7 [orward 5-CTGATCATGGTGGGCTACCGACA-3: reverse 5'-
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CCATCCTCGTEGTTGAGEGCACA-3] of  AdamistT4  GFP  [formard 5
CACATGAAGCAGCACGACTTCTTC-3 reverse S-GECGEGATCT TGAAGT TCACCTTGA-
37}, \n order to confirm the efMcacy of the “gene trap™ strategy.

For the Inttlal characterisations, WT, TS14™ and TS14™ mice were generated by mating
T514" males and females. Mice doubly deficlent for Adamis2 and Adamis14 (TS2TTS147)
were produced by mating TS2™/TS14™ males and females. Freguent! backorosses In
wildtype CSTBUE and Intercrosses bDetween the TS2'* and the TS14™ genotypes were
perfmmead to Inswne 3 homaogeneous genelic backgrownd.

Mice were malniained under standard |aboraiory conditions, with 12 hours Iight'12 hours
dark cycles and free access to food and water. All the procegures were pesformed In
accorfance with the guiﬂelhe& for animal care of the L|I'||'|'EI'EJ'[]' of IJEgE-. the Federation of
European Laboratory Animal Sclence Assoclations and the American Mational Institutes of
Haalth.

2.2_ Mechanical properties of the skin.

Mechanical properties of the skin were determined using the “Instron™ apparabus (Instran
5565 UTM, Instron). St 3 week-ok mice of each genotype WT, TS14, TS2%, TS2 TS 147 were
saciificed and three stips of dorsal skin {1 cm widih; 3 cm In kength In the head to &l
orlentation) were excised for each mouse and fixed between the two clamps of the apparatus
{distant by 1 ¢m). Skin sirips were stretched (at 1 mmJs) untl rupture. The maximal tensie
sirength (the maximal forze I newion divided by the Inilal cross sectional area of the
specimen) and deformation (% of elongation at nupture) were measured. The statistical
significance of the differences between two genotypes was determined by Students t-best.

2.3 Type | Collagen processing.

Skin, comea and tendon were Missected, ground at quid nitrogen temperature,
homogenized In Lasgmmil denaturation bufer (with 100 mM CTT) and denatured [95°C, 5
min). After electrophoresls (7.5% SDS-PAGE), the gels were stalned with Coomassie blue
and scanned using an ImageCuant LAS4000 davice and software (GE Healthcare).

2.4 Transmission electron microscopy.

SkIn and tendon samples were washed In Sdrensen buwfTer, fived In 2.5% glutaraldehyde In a
0.1 molL Strensen phosphate buffer (pH 7.4), postixed In 1% osmium fetroxde and
embedded In Epon. Uirathin sactions were contrasted with wanyl acetate and lead chrate.
iDbservatons were made wih a JEM 1400 TEM.

2.3. Immunchistological analyses.

Skin samples were flxed In 3 4% paraformaldehyde (PFA) solution I PES. Paramn-
embedded ssue seclions (5 pPm) were deparafned and rehydrated. Tlsue saeciions were
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stalned with hematoxylin‘eosin for general histoiogy or with toluldine blue to assess mast
calls Infitration. Immunohistological staining of skin sacions was perfomed using KIGT
{Dako, Glostup, Denmark), cyiokeratin 10 [Novus biioglcals, Littieion, USA), CD45 (BD
Blosclences, Allschwll, Sulsse), CD3 [Roche, Bale, Sulsse), Interferon gamma (Bloss,
Woblm, USA) and cleaved caspase 2 (Call signaling, Danvers, USA) antodies.

2.8 In situ hybridizathen.

For specifichy reasons the design of the probes was made In reglons encompassing several
exons and with the lowest homologies between Adamts2, 3 and 14 (Table 51). Ampification
of these seguences were performead using the forwand or the reverse prmer {In bodd) starting
by the T7 RMA polymerase promoder sequencs to generate antisense or sense probes. The
purified cDMAS were used io generate antisense and sense cRMA prodes using a T7 DIG
RMA labelling kit (Roche) and digoasgenin-11-UTP {Roche) according to the manufacturers
specications. Paramn sections of parafrmakehyde-fxed samples (newboms and B week-
oid wild-bype mouse skin) werne hybridized to 10 pg'mil DIG-11-UTP-abeled Adamis2 ar
Adamtsid cRNA probes as previously described [27]. Affer stalning In the dark with 5-bromo-
4-chloro-3-indoyiphosphate p-iolulding sak (BCIP) and nirobiue tefrazollum chioride (NET)
(Roche) according to manufacturer's recommendations, shdes were scanned using a
Nanozoomer 2.0 scanner (Hamamatsu) and wisualized using NDPviewer (Hamamatsu).

2.7_ Induction of local skin inflammation by topical application of Imiquimod.

A dally topical dose of 62.5 mg of commencially avalabie miquimod cream (5%) (Aldara
Cream; Meda A5, Soina, Sweden) was appled ip the shaved back skin and ears of & waek-
old mice for 5 consecitive days. Mice were Killed 3 days after the [ast applcation and skin
was fheed In 2% PFA for Immunohistalogical analysis.

2.8 Measurement of transepidermal water loss.

A Cowage and Khazaka Tewameter TM210 [CK Technoiogy SPRL, Vise, Belglum) was
used for measwing transepidermal water Ioss (TEWL) on the dorsal flank and on belly of &
mice per genotype 24 hours after halr shaving. TEWL was recorded at amblent temperature
(19°C to 21°C) and humidty (S0% = 5%).

2.9_ Flow cytometry.
At the tme of saciifice, peripheral biood and spieen were colliected and analyzed by flow
cytometry. Splenocytes were ootalned by crushing the spleen. Cealls were counted with an
ABX Micros 60 (HORIBA Medical). Peripheral biood was depleted of erythrocytes using RBC
bysls buffer (eBloscience, San-Diego, CA, USA) according to manufacturers Instructions. The
following antibodies were used: ant-CD45-PerCPCYS.S (30-F11), an-CD3-PE [145-2C11,
Becton-Dickinson (BD), Badford, MA, USA), ant-CD3-VSO0 (SOOAZ, BD), ant-CD11b-APC
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(M1/TD), ant-Gr-1-V45D [RBE-BCS), ant-B220-APC-eFIu0rTED (RAI-5E2), ant-CD4-BVS10
(RM4-5, SONY Biotechnology, The Heights, Sumey, UK), ant-CD4-eFluordSa (RM4-5), ant-
CD8-PECYT (535.5). ami-CD3-PerCPCYS.S (53-6.5), ant-CDS-APC-eFluTED (53-6.5),
ant-CD25-PECYT (PCE1, BD), antHCOS-BV421 (TE.17G9, BO), ant-CD44-FITC {IM7), ant-
CDE2L-APC-eFILorTED (MEL-14), ant-CD4%0-biotn {DXS), ant-FoxP3-PE (FJK-165), ant-
KIET-AlexaFIpores7 (BS6, BO), ant-IFNy-PerCPCYS.S (XMG1.2), ant-IL-4-PECYT (BVDE-
24G2), antHL-17-APC {eBi017B7) and ant-IL-2-PE {JESE-5H4) (all from eBlostience unkess
otheratse Indicated). Cells {1.5-2x10" calisisampile) were Incubated with antibogies for 20 min
at 4°C In the dark and washed twice with PES/3% FBS (Lonza, Verviers, Beiglum).
Infracaliar staining for FoxP3, KIST and cylokines was performed by using the FoxP3
Stalning Suffer Set (eSlostience). For Infracellular cytokine staning, spieen homogenates
were stimulated for 4h In RPMI supplemented with 10% FES. peniclin (100 WmL) and
streptomycin (10 mgémL) by PMANonomycin, brefeidin A and monensin (Cel Stmutation
Cocktall + Proteln Transport Inhibitors, eBloscience). ADsolufe counts were performed with
TruCount tubes (BD). Data were acquired on a FACS Canio Il flow cylometer [Becton
Dickinson) and analyzed with the Flow)o software 7.0 (Tree Star Inc., Ashland, OR). The
Mann-Whiney U test was used to compare data between experimential groups.

2.10. Regulatory T cells suppression assay.

Reguiatory T cells (Treg, CD3'CD4'CD25") and conventional T cels (Tconv,
CD3'CD4°CD25 ") were sorted by flow cytometry (FACS Afa NI, Becton-Dickinson) from
spleens harvested from mice sacrficed at the age of 12 weeks. Tconvs wer2 labslled wih
CFSE |carboxyfuorescein dacetate succinimidyl ester) at 5 pM and were cultured In RPMI
suppiemenied with 10% FBS, In the presence of CO3/CD28 beads (Bead : Cel ratlh 128,
Dynabeads, Invirogen) Unlabeled Tregs were mixed or not with Tconvs at diferent
Treq:Tcony ratio, In ripllcate. Cells were harvested from culture after 720, siained whkh 7-
AAD [T-aminoactmomycin D), and analyzed by fow cylomelry (FACS Canto I The
suppressive capacity of Tregs was expressed as the relative inhibtion of the percentage of
{CFSE}™ Tconws (100 X (1 - %CFSE™ Teonvs In coculture / % CFSE™ Teonvs alone)).

2.11. Bone marrow fransplant.

Bone mamow from femurs and tblas from s WT and sk TS27TS14™ 8 week-old male mice
was collectad In sierlle RPMI + 10% FBS + 1% penkclinisireptomycin. The suspensions were
passed through @ 70 pm nylon fiter mesh and washed with PBS + 3% FBS + 1% P/S. Cels
weare then I'E-EI..I-E-PEI‘lI:E-EI and mixed In PES al a concentration of 1|:¢1!1|:IIEl bone mamow
cells/200 pL. Reciplent mice (slx WT and sk TS2™/T514™) were Injected Intravenously with
200yl of the cell suspension, 5h after hiaving recelved a total body Iradiation of 11Gy.
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Five imadiated TS2TS14™ were grafted with WT bone marrow and one with TS2TS14™
baone marmow, as controd. An identical experimental design was wsad for the six imadlaled WT

mice (5 gratted with TS27TS 147 bone marrow and 1 wih WT bone mamow).

3. Results

3.1. Adamts 14 inactivation has no obvious phenotypical consequence.
Heterozygous TS14* pbtained from the F1 generation were crossed 10 generate TS14™
mice. Examination of diferent itters from TS14™ mice matng showed a Mendellan ratio
among wid type, heterozygows and homozygous deficient mice. RT-PCR were performed
using dierent pairs of primers on MRNA exfracted from skin of WT, TS14™ and TS14  milce.
Primers located on elfther side of the cassette (exon 4 - exon 6) aliowed the ampification of
RT-PCR moducis from WT and TS14™ baut not from TS145 mRMA demonstrating the
efficacy of the trapping mechanism (Fig S2). A5 an additional control, GFP was ampiiied onily
from TS14" and TS14™ mice as expectad In case of successiul Integration of the cassete.
Finally, primers speciic for reglons located upstream (2xons 2-3) or downsiraam [exons 5-7)
of the cassafie generated RT-PCR products for the three genotypes. Altogether these data
liusirate the existence of two Individual franscrpts when the cassette IS Insered In the Intron
4 of Adamis14, clearly demonsirating the efficacy of the frapping mechanlsm [Fig. 52).

Adult TS14™ males and females wers ferfle and thelr mating produced the expected
Mendellan ratio. Flbrllar collagen processing was evaliated In lissues characterized by a
high collagen condent iendon, skin and comea). The electophoretic patiem of collagen
chains was lgentical In wid type and TS14* mice (Fig. 1), suggesting that ADAMTS14 does
not possass significant aminogrocollagen peplidase activity o vivo or that this activity can be
saen only In situations whers ADAMTS2 activity Is absent.

3.2, ADAMTS14 is not significantly involved in collagen fibrils formation in

W,

TS14" and TS2™ mice were matad and thelr TS2"/TS14™ progeny were usad to generate
doubly deficlent mice [TS2™7T514™). Dwing the crossihg process, al the expected
genotypes were sbserved with a normal Mendellan freguency, which Indicated an absence of
embryonic lethallty. Except for mice with a TS2™ genotype (TS2™ and TS27ITS147), all the
genaotypes were fertlle, even the TS2/TS14™ mice. Newbom pups of the different genotypes
were undistinguishable. At 3 weeks of age, TS2IT514™ mice and TS2™ mice were aaslly
identfed by the more ruMed appearance of thelr fur as compared o WT and TS14* mice.
However, no Increase of this phenotype was seen In TS27/TS14™ coubly deficient mice as
compared with TS2™ mice. We then focused our analyses on 4 genotypes, Le. WT, TS+,
TS514™ and TS2TS14™ mice. We first compared the electrophoretic patiem of type |
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collagen extracted from diferent issues (Fig. 1). In skin, only fully processed alpha 1 and
alpha 2 chains were identifed In WT and TS14™ mice, while 50 to 50 % of type | collagen stil
retains the aminopropeptide (pNaoil, pNaz2l) In TS2™ mice. There was no further reduction of
aminopropeplide processing I TSZY/TS14™ mice, Indicatng thal Adamisid s nod
responsible for the residual aminoprocoliagen peplidase aciivily observed I TS2™ mice.
Collagen patierns were also ldentical for TS2™ and TS2™7 TS14™ mice In fendon and comea,
with alpha chains representing, respactively, about 75 % and 60 % of iofal type | collagen

content (Fig. 1). Finally, complete processing was obsenved In bone from all genotypes (Fig.
53).
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Figure 1: Typa [ procoilagen processing.

Skin, fendon and comea samples oM fvee mice of each genofype were homogenized and extracted
i Laemmi denafuation buffer containing DTT. Profeins comespondng o an identical amount of
fssue were submitfed fo SDS-PAGE and stained (Coomassie bive). In fissues from WT and TS14”°
mice, fype | collagen appeared as two bands comespondng fo the fully processed aiphat (ail) and
alpha? {a2i) chains. Two adational bands comespondng o alphat and alpha? chains s8Il retaining
their aminopropepiide (Nx1! and pa2l, respectively) were observed In the Bssues of mce iacking
Adamis? achiiy (TS2° and TSZ'/TS14") The aferation of e mafuration [reduction of the

comversion of pNal and piia2l ko afl and o2, respecively) was more pronownced i the skin. in
the three fissuss, the absence of Adamis14 aciity did nof kead fo an increased accumuiation of pat
or pNa2 chalns {compare the accmuiation of phiachalns i TS2° and in TS /T514" mice).

Differances In the machanical properties of skin were also evaluatad for the 4 genotypes by
submitting skin sirps to progressive elongation. Maximal fenslie strength and percentage of
elongation at rupture were determined (Fig. 2). A sight and stafisticaly non-significant
reguction of skin tenslie strengih was observed In TS14™ mice as compared fo WT. As
expected, the mechanical properties of skin were strongly Impalred In TS2™ mice and no
worsenad alieration was observed In TS2HTS 147 [Fig. 2).
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Figure 2- Mechanical properies of SKin.

Freshiy exclsed skin stips fom WT, TS147, T22° and T52°/14" mice were clamped ito an Inston
Testing System” and sirefched &0 tensie falure af & constan! r&afe of 1 mmvs. (4) Tensie strength was
compuied from maximal bad af faillure divided by the Inktlal cross-seclional area of the specimen.

[E) The maximal elongation & rupture was aiso defenmined and comesponded i the parcentage of
deftymiation of skin Sinps compared B their inkial length (0% slongatian). Elghfean Sips per genolype
WETE analyzed {3 Sps per MOUSS, 6 age-maiched mice of each genciype). ~~P=0.007.

Transmilssion elechon MICToSCopy Was also used to examine the uitrasTuciure of collagen
fibrils. In skin, thelr structure, dlameter and distribution were similar In WT and TS14™ mice,
as expected (Fig. 3). In TSZ™ skin, the shape of collagen fbels was highly hetersgenaous
and strongly disrupted, ranging from fibells with Imeguiar comtowr o robon-lIke structure,
sometimes branched (Fig. 3). No furiher obvious Increased disorgantzation could be
evidenced In the skin of TSZ¥ TS 14™ mice.

Analysas were also performied on other collagen-fich fissues. In tendon, collagen Nbdls were
identical in WT and TS14™ mice and much less affecied !an In skin for TS2™ and TS2TS14°
“ mice, with only some Morlls belng less rounded, especially Nbrls wiih small diameter or Mol
tips (Fig. 3). Surprisingty, the structure of the Nibrls and thelr organization were nomal in the
comeas of the diferent genoiypes (Fig. S4) akhough pMail and pNad were present In TS2
- and TSZHTS14* [Fig. 1).
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SKIN

TENDON

Figure 3: Ukrastructurs of collagen fbris in skin and 1endon.
In 5kin of WT and TS14" mice, colagen fibrils appearad cyfinadrical in cross section. In TS2* skin, the

stnucture of fbvils was highly heterngeneous, ranging from ftvils with highly ITeguIar confour o fibrls
or rbbon-Ike Structre. NO aggravation of the Mol SOUCtre was noted in

presenting hleroglyphic”

TS2*/TS14" skin 3s compared o 752

In tendons, ftrils were move closely packed tian In skin, and appearsd I CroSSs Secion 35 SIuchures
W 3 highly vaniable dlameter. The same general pafem was observed in WT and TST4* tendons.
In TS2* and TS2*/TS14* tendons, some alteration of the clrcukar shape Was cbsenved, especially for
smail dlameter fibrds. (Scale bar = 1 pmy.

3.3. Spontaneous development of epidermal lesions in TS2*/TS14™ adult mice.
All the Inial characterizations of TS2*/TS14™ mice were made on young (s & weeks)

animals and showed that their phenotype was Identical 1o the phenotype of TS2™ mice. At an
olger age, TS2/TS14™ mice surprsingly started to dispiay epidermal leslons (Fig. 4A),

166



Annexe 3

appearing mainly In males (75% of maies older than 5 months have developed lesions) (Fig.
4B) and then worsening rapidly and requiring euthanasla for ethical reason.
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Figure 4: Emergence of apidermal lasions during the aging of TS2*/TS14* males.
{A) Epidermal leslons appearing In TS2/TS14* mice, mainy afecling thelr Dack skin, ears,
shoutders, snout and chin. (B) The earfiest epidermal jesions were observed In § week-oid TS2*

/TS14* mice and their frequency incressed with age (n = 35, red Bne). Halr of the mice have
deveioped leslons by the age of 3 months. Such leslons were never obsenved in TS2” mice (n= 23,
green ine), n WT orin TS14° .

HE staining of skin sections revealed a thickening of the epidermis and hyper-cellulanity In
the cermis around the lesions (Fig. 5). These histological alterations tended o rapidly
normalize 3 few mm away from the site of epidemal rupture.

-
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Figure 5: Hamaroxyin-easin sINING of WT and TS2*/TS14" skan.

Transversal sectons of dorsal skin from WT (A) and TS2'/TS14" mice with lesions (B) were stained
W HE. Epiderms Jooked nonmal 3t some disiance but progressively thickensd near the Jesion. The
Increased celwarkty in the dermis was due 1 mmune cells IMYation and o higher ADodIssOC
gensly. The number of bicod vessals In the dermiis was Incressed In 7TS27/TS14" mice compared
W WT mice.
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Immunostaining confirmad the thickening of the epidermis (Fig. 6A-D, cytokeratin 10), with 3
high proliferative index of the basal keratinocytes (Fig. 6E-H, KIE7), Infiltration by immune
celis in the epidermis and the dermis (Fig. 6i-L, CD4S) and a moderataly Increased number
of mastocytes (Fig. 6M-P, toluldine diue) only In the affected reglons of the skin of TS2™

TS14  mice.

K10

CD45 Ki67

Toluidine blue

18277 /15147 skom 18277 /15147 skin
without lesion near the lesion

TS2°7° 15147 skin

6&:

and dermal modiNcaons in the skin of TSZ*/TS14”" mics.

Figure 6: Progressive apidermal

Sectons In WT (A, E, I, M) or TS2*/TS14" dorsal skin at aistance (B, F, J N), near (C, G, K, O) ar at
the boraer of lesions (D, H, L P) were stainad using antibodies spechic 10 keratin 10 {A-D), KIG7 (E-H),
CD45 () and with toluldine blue (M-F). The severtly of the aterations hcareased af the immediate
proximity of the lesions.
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3.4. The formation of cutaneous lesions in TS2/T514™ mice is not related to a
general alteration of the epidermal barrier and is not stimulated by induction of
local inflammation.

Spontaneous epidemal keslons can result from difierent primary causes such as alteration of
the epidermal barrier. Histological analyses showed that the thick epidermis closs to the
leslons In TS2 TS 14 mice was covered by an abundani stratum comeumn and comprised a
wall-organized stratum granulosum, suggesting that the epithelial bamer was not significantly
altered (Fig. 7A)L

To funchonally characherize the barmier properties In the diferent mice, we measured the
trans-epldesmal water loss (TEWL)L Mo difference was cbserved bebween the four genctypes
{Fig. 7B}, Inticabing that the barrer function of te epldermis Is not alerad In TS25TS14™

-

TEWY, igha '] «a
-

Figure 7: EMectivenass of the skin barmer in TSZ/TS14" mice.

{A) Transversal seclions were made in the skin of T2 /TS 14" mice at prosimilty of cutanecus lesions
and sained with HE The epldermls Is covered by an abundant Sraium comel jsmow) and confains
3 wel-oianized SiEium prEnwosLm [arowhead) sugpesting that the qually of he enithelal bamer is
not signficantly afiered. (8] The Yans-epidermal waler l0s5” was mMeasuwed [Tewamefer,
Courage+Khazaks) In order o have 3 funcional evailiation of the epldarmal bamier. & wesk-old mice
of each genolype (n=0) were Lsed and none of hem had visible Skin lesion which could have skewed
the measurements.Dafa ae expressed In gram per squame mefer per hour [mean £ 50). Simiar
values were obtained for e four genafypes confming that the qually of the skin bamer i nommal In
TSZ/TE14" mice free of cLtanecus lesions.

ADAMTS2 and ADAMTS14 are reported fo be expressed manly In cells of mesenchymal
orgin, but also In subpopulations of macrophages (23). Immunofuorescence and
Immunahilstochemical EI'IEH'E-EE- of =kin sacthns werg FEI'I'EIITI'IE'ﬂ In order to evaluate which
calls are the highest producers and therefore have the highest Ikelihood o be Implicated In
the mechanisms leading o skin leslons In TS2HTS14* mice. None of the commercially
avallable antibodies was suMiciently specific and effective to detect Adamis2 or Adamtsi4 on
skin secions. Therefore, i Situ Hybridization™ was used as an altemabve assay. The
specificity of the hyoridizations I5 Iustrated In saction of newboms, with posltive staining In
ihe spine and In the dermils (Fig S5 for Adamis2, Fig 56 for Adamis14). In aduit healthy skin,
however, only a weak non-speciic staining was observed at the level of hair follcies. This
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suggesis that the expresslon of Adamis2 and Adamisid Is oo low In resting non acivated
fMoblasts o be detecied by fn SHw hybridization and that celis with hikigh expression of
Adamis2 or 14 are apsent or not common In healthy aduit skin.

Although the skin phenctype In TSZTS14™ mice was not fully suggestive of an
“epidermolysis bullosa® condiion (for review [28]), we stll decked to evalate, by
fransmisslon electron microscopy, the Integrty of the basement membrane separating the
epidermis from the dermis. Mo differcnce In terms of structre and thickness could be
evidenced between the different genotypes (Fig. 57). Furthermore, the number and stucture

of the hemidesmosomes anchonng the basal Eyer of keratnocyles onbo the bassment
membrane wefe also normal

Differant models were wsad o further evaluate the epidermal bamier funcbion. Excessive skin
dryness was Induced In control and TS2TS14™ mice (3 week-old) by chronic application of
an acatone/elher -:1:1] salutlon. & simillar skin ﬂl'!|'I'IE'Eﬁ was noied In all the mice, but the
fomation of E[H-HEIT'HE| laglons was never Induced, EIFIIHT“HQ WTI'!|' thls model was nod
Investigated further.

A5 3 complementary model to Induce epidermal alerations, & week-old mice without lesion
were toplcally treated wih Imiguimod, an agonlst of TLRT Inducing acute Inflammation
leading to psorasls-like leskons. Redness and first signs of Inflammation were obsenved In
the 4 genotypes as soon as 24 hours after the first appllcation. Afer three addiional
applications, treated skins displayed psoriatic-lke plagues, but simllary In the four
genatypes. As expected, histological examinations cheary showed that Imiquimod Inducad
the formation of a thick epldermis producing an abundant siratum comeum [Fig. &)
Moderate leukocyte Infiltration was also observed, but epldermal leslons simiar to those
sponianecusly appearing In older TS2/TS14™ mice were never observed In any genatype.
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Figure &: Inducuon of psorasis-like ATranons using AMguimod.

WT, T52%, TS14" and TS2°/TS14" mice (n = 2 for each genotype) were reated by topical
mammmwwsmmmmm
mmmmmm&tmmmm
of skin from WT (A) and TS2*/TS1&" mice (B) staned with HE are shown. Epidenmis was thickened
and celulamy was Incraased In the dermis que 1 nfammatory Nfiate and 3 higher Myobiastic
genslty. No aiference was abserved between the gencfypes and iesions simiiar 1o thase appeaning
spontansously In aging TS27/TS14" mice were never noticad.
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31.5. Immunclogical status of TS277T514™ is altered before the occurence of
skin lesions.

Other potenfial causes of atoplc dermatiis-Wke skin leslons are related fo dysreguiation
affecting the Immune system. SKin sections from male TS2 /TS 14 mice were systamatically
anafyzed before the occurrence of lesions (= § weelks) and In unaffected skin of older mice ai
distant sites of the primary leslons to defect any pofental specific distibution of Immune
cells. Some clusters of CD45 positive cells were Dbserved In the apparently asympiomatic
demnis (Fig. 9A). Small clusters were aiso observed close D the epldemmis where they
seemed 1o frigger death of keratnocytes and local aterations of the epklermal bamer (Fig.
3B, € and DJ.

Figure 9: INMHranon of IMmuna ceils In the ZSympesmanc skin of TSZ/TS14" mics.
Transversal seclions of non-aifecied skin fom TSX/TS14" mice were sfained using CO4S5 antihody.
Accumuilafion of CDLS positive cals were obsenved locally in the devmal regions whare skin lesions
are st ahsent (A). Small clusiers of immune cells were aiso someimes locailzed In ciose contact with
Hhe epidermis where ey appearad fo progressively induce death of kerstinocyias and rphure of the
epigenmis (B-0).

Similar areas were then more speciicaly characterized on sedal sections (Fig 101 A highly
significant accumulation of T lymphocyles was observed within, and close to, the epldermis
{Fig 10D, E). Increased level of IFNy was noticed (Fig 10F) together with positive staining for
cieaved caspase 3 above the background level (Fig 10C) These immune cells are most
probably causative of the local Induction of apopinsis of keratinocytes, which secondarily
ieads fo the localized disruption of the epidermal bamier and the onset of macoscoplc
epldermal l2slons.

Annexe 3
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Figure 10: Charactenzanion of the onser of apidermal lasion.
Sarial ransverse Sections In e skin of 3 young TS2°/TS14" mouse without visible macroscopic
lesion were stained using antibodies specific for CDES (A, B), cleaved caspase 3 (C), CD3 (D, E) or

IFNy {F). B and D are higher magnification pictures o the areas delineated by a rectangle n A and D,
respactvely. Pictures C and F were taken b the same location. CDES-postive leukocytes were
scatterad thoughout the Skin Dt could be sometimes obsenved as CUSsters dose 1o the epidenmis (A

B). Athough T lymphocytes are fare In the skin (D), they constitute 3 large proportion of the immune
calis forming the clusters (). Apoptos!s In the epldemils (C) and expression of IFNy (F) were more
speciically associated with immune celis accumuiation.

3.5.1. immune celis proniing in bicod from WT and TS27/TS14" at increasing age.
Blood samples were collected In asymptomatic & week-old mice, and then 2 and 4 weeks
iater at imes comesponding 1o Increasing Ikelinood of developing lesions. FACS analyses
showed that the total number of Immune celis (Fig. S8A, CD45") and the relative proportion
of T lymphocytes (Fig. S8D, CD3"), granulocytes (Fig. S8E, CD11b"CD43b'Gr1”) and
monocytes (Fig. SEF, CD110'CD4S0"Gri7) were quite simiiar at the 3 time points for WT and
TSZTS14™ mice, whilk moderate decreases In the number (Fig. S3B) and reiative

proportions of B lymphocytes were noticed (Fig. S8C, B220").

Among T lymphocytes, the proportion of CD4* and CDS* cells was slightly moafied In
oppposite way (Fig. 11A-B) but, most Interestingly, they systematically tended to be more
activated (Fig. 11C-D, ICOS') while their proiferation (Fig. 11E-F, KIE7') was not
reproducidly modified at the three time points {except for the CD4+ T cells In 8 week-okd TS2"
“TS14™ mice). The proportion and the functional activity of reguiatory T cells (Tregs) were
not modified (Fig. S9).
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Figure 11: CO4° and CO8" T call proporson and acsvason, bur not prodfsranion, wens: modified
in biood of TS /TS14£”° mica.

As compared to WT, the proportions of CDd" (A) and CDE" (B) among T cells were modified in TS
/TS14" mice. The percentages of acthated cells (ICOS") aiso fended fo be fighar 3 the 3 Bme-poines

C, ) white PIATEraton Was not Eproaucibly aitered (€, FL "P=0.05; “P<.01.

3.5 2 immunological saTus of the four genolypes ar § weaks.

To evaluate the potential Influence of the deletion of Adamis2 or Adamtsi4 akone, analyses
of the Immunologlcal status were also performed on 3 week-okd WT, TS2™, TS14™ and TS2™
TS14% mice. In blood, the number and general profie of Immune cells were similar for the 4
groups, excepd for an Increase of the proportion of T lymphocytes, especially of the CD4"* T-
helper cell lineage (Fig. S10). Increasad activation (Fig. 124, ICOS") and prodferation (Fig.
128, KIET") of CD4* T cells were observed only In TSZTS14™ mikce. The respective
progoriions of C04° cells being also CO44° (effector memory CO4° cells) or CO6ZL" (nalve
D4’ cells) were also significantly altered (Fig. 12C-D). Simillar analyses were perfomed on
calls recoversd from the spleen. As In blood, CD4" T cells from TSZITS14™ mice were morne
activated (I0OS°, E) and more prolferative (KIST, F), and displayed aiterations of their
differendlation siates (G, H) as compared to WT cells. Clear frends of modfications of
profiferation and dferentiation were also Identfed for CO4* T cels from TS2* and TS14%
mice (F, H). These data were further confimed through experiments quantitying the % of
CD4* T cells expressing IL-2 (Fig. 121) and IFNy (Fig. 12J), two Th1 cytokines.
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Figure 12- COJ" T coils acovason and proiferamion in Dlood and in spleen from WT, 514, T5Z
and TSZ/TS14".

FACS analyses were perfomed on biood and spleen of 8 week-0i7 mice. In biood (A-D), Increasad
activation (IC0S", A) and prolferation (K67, B) of CDd" T celds was observed only i1 TS/ TS14*
mice Inorease of effecior memory (COd4', &) and decresse of nave (COML, 0§ COd" T cals
frequency In bicod from TSZ/TS14" mice were also obsarved, in the spisen (E-J), an increasad
activation (ICOS", E) of COE" T cells was abserved In TS2/TS14" mice only. Higher profferation
(K67, F) was observed for TS14", T22° and TSZ/TS14" mice, as well a5 frends fowards an
Incregse of efecior memaory (CO4d", E;laﬂadeu'ﬁasearmhe;mﬂﬂ. Hy CTW® T cells frequency.
wumrmnemmu-zmwﬁﬁmmmmmmn
but @50 In TS14" mice. "P<0.05; ""P<0.01; ""P<0.007
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3.6. Non immune events are the causes of the immune activation leading to
epidermal lesions in TS27/TS14™ mice.

In order 10 evaliate ¥ the Immune dysreguiations are related o alteration of the Immune
qmwatommmmentmnemwcelsﬂMWmeegranedm
irradiated TS2TS14 mice, and vice versa. It has 1o be noted that & week-old male mice
were used and that TS27TS14™ mice ol not aisplay any visidle epidermal lesions at the
peginning of the expenment. Six TS27/TS14™ mice were Irradiated, from which S were grafied
with WT bone mamow and one with TS27TS14™ bone marrow, as control An identical
experimental design was used for the six Imadiated WT mice (S grafted with TS2/TS14™
bone marrow and 1 with WT bone mamow). Afer 3 months, the § imadiated WT mice had
sunvived and gid not gisplay any sign of cutaneous lesion. The TS2 7TS14™ mouse graftad
with TS2TS14™ bone marmow cells developed lesions, as expected. Regarding the TS2™
/TS14 Imadiated mice recsiving WT bone mammow, 2 dled from Infection and Intestnal
prodlems while the 3 remaining mics developed leslons &, 7 (Fig. 13) or 11 weeks aner the

ranspiant, which coresponded 1o the expecied onset of the phenotype.

Figure 13: Hemaroxylin-e0asin S@MNING of skin with Jesions from TSZ'/TS14” mice grafied wih
WT bone marmow.

Transversal secions of Skin with Jeslons fom TS2°/TS14" mice grafted with WT bone mammow were
Stained witn HE. At he Jesion site, both epidermal rupturs and KeratnocyTes hyperprolferation can be
seen. Inftranon of Immune cells In the Jemils and 2 high number of biood vessels are obsenved In the
lesional 20ne.

4, Discussion

ADAMTS2, 3 and 14 are highly similar enzymes In terms of sequence and domain
organization [29]. Among the ADAMTS family, they form the “aminoprocolagen peptidase”
sub-famlly, 3 name describing the first idgentified function of ADAMTS2: the excision of the
aminopropeptiie of fibrilar procoilagens [5, 14]. Recantly, ADAMTS3, but not ADAMTS2 or
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ADAMTS14, was found o be crucial for the proteolytic activation of pro-VEGF-C Into active
VEGF-C able to drive embsyonik: lymphangiogenesis [17, 1B]. The knowledge and data
regarding ADAMTS14 are much scarce and often Indirect. For Instance, genefic linkage
analyses have Identifled ADAMTS 14 35 a gene potentially iInvolved In multiple scierosis [20]
and osteoarthitis [21].

Here we have generated Adamds 14~ [TS147) mice fo gain a better Insight Info the biological
functlons of ADAMTS 14, These mice are healthy, ferflie and display no obwious phenotype.
The maturation of type | and type 1l Torliar collagens In the main conneciive tIssues, such as
skin, tendon or bone, Is also noimal, swggesiing that ADAMTS14 s not a major
aminoprocoliagen peptidase in vivo., However, It does not rule out the possibiity that
ADAMTS14 could act as an ancllary enzyme, especialy when ADAMTSZ |5 defacive.
Indeed, It has been descrbed thal the processing of the aminopropeptide of type |
procollagen Is far from being complately prevented In absence of active ADAMTS2 [14). In
Adamiz2™ mice ({TS2), 35 In human patienis with the dermatosparactc type of Ehiers-
Dianilos syndrome, the percentage of fully matured type | colagen varles from 20-30 % In the
skin bo 80 % In tendions and almost 100 % In bone, which Indicabes the exdsiance of anather
enzyme able to compensate for the absenca of ADAMTSZ activity. In order fo evalate I
ADAMTS14 coukd be responsible for this compensatory activity, we generated mice deficient
for both Adamis2 and Adamis74 (TS2TS14). These doubly defickeni mice are viabe and
displayed Initially the same phenotype a5 TS2™ mice [13], with 3 rufMed aspect of thalr fur,
male sterlity ang sevene sKin Tagliny caused by the accumuiation of abnomal collagen Nonis
In the dermis. Mechanical properties of the skin of the diferent genclypes were also
determined. Elongation and tenslie Strength at rupiure are similar In wild type and TS14™
mica, while they are s¥ongly and simlary afiered In both TS and TS2ZTS14™ mice.
Altogether the data Indicate that ADAMTS14 Is not Involved In procollagen processing i
wivo, even 36 a minor and anclllary enzyme, and that other enzymes, potentlally mepring
[20], can supplement the absence of ADAMTS2 aciiviy.

Unexpeciedly, formation of superficial scabs was observed In TS2TS14™ mice, occurring
rn.sinlgrln malkes at a maan age of 13 weeks. Similar keslons were nayvear found netther In TS14
mice nor In TS2™ mice, which Indicates that the structural aiferation of collagen fbis and
demal fraglity are not Involved In this pecullar phenotype. Histological evaluations clearty
corfimmed that the keslons are EI'WE]'E- E-I.IFI'E'I'ﬂﬂal and dio not result from dermal HITIE'QE'.
Hyperirophic epidemmis and hyper-celluanty In the demmis were siriking ciose fo the lesions
out neyer observed a fiew milimebers away wherne skin seems o remain I'EEI'U'I]'. EI..I'ME-EUI'IQ
that these features are the conseguence and not the primary cause of the epldemmal lesions.
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In human, epidermal alterations are found In several inherited or acguired pathologles, such
as epidemolysls buliosa [EE), psoriasks, sysiemic lupus erythematosus (SLE) and atopic
demmatitls (AD). EB I5s characterized by bilstering and erosion of the epklermis and caused by
mutadons In FII'EI‘IE'"'IE- Irvolved In the fomaton of the culanepus basemsant membrang or in
the anchorng of keratinocytes to the basement membrane [28]. However, bilsters were
never phsarved In TEf.'TS'lﬂ'L mize and the bassment memborane was shawn 10 be nomal
oy eleciron microscopy. In psoriasis, the epidenmis s hypertrophic and characterized by the
presence of an aoundant siratem comewn [31], but focal epldermal rupbure as seen In TS2™
TS 147 skin are not commaon. Furthenmone, stmulation of TLRT by imiquimed, 3 recognized
model of Induced psoratic-ike skin [32, 33], gave similar alterations In the four genotypes,
out oid not Induce the formation of epidermal lesions simiar to ihose appearing
spontanepusly In TS27TS14 mice, Indicating that the Involved pathalogical mechanisms
shouid be diferent.

In TSZTS14™ mice, the Infegrity and the eMcacy of the epldermal bamier goes not seem to
be significantly alterad, as judged from histologleal examinations and trans-epldermal water
o055 (TEWL) measurements. Furthemmore, Induciion of skin dryness and permeabilty by
chemilcals did not promaote the formation of epidernal lesions, suggesting that dysfunction of
the epidermal bamer Is not the primary cause of the phenotype. The implication of the
Immuns sysbtem was tharefore evaluated. Asympiomatic young TSZHTS14* mice and thelr
age-matched controls (WT, TS2™ and TS14™) were used to evaluate a potentlal Immune
dysregulation before the ocumence of cutaneous maniestations. FACS analyses Indicate
that the most consistent differences between TS2TS14™ mice and thelr WT controks were
related to T iymphocyles which were more aciivated and sacreted higher kevels of IL-2 and
IFKY. Simllar trends weare also observed for both cyiokines In TS14™ mice and for IFMy In
TS2™ gesplte the fact that they never develop epidemal leskons. This cbservation suggests
that the absence of these two enzymes has a direct global Impact In the reguiation of the
immune sysiem, and nat only at the skin level. Immunohistochemical analyses of non-
=slonal skin of TS2TS14* mice reveaed the presence of Immuna cels dustars, mainly T
ymphooytes, In the demmils or In contact with the epidenmis where they seem to Induce the
apoptosls of keratinocytes and localzed epidermal rupture.  Altogether, these obsenations
showed that dysregulation of the Immune system In TS25TS14™ mice precedes and causes
the eplgermal leslons. However, the primary molecular defect |5 probably not girecty related
to the Immune system itseff since TS2TS14™ mice grafted with WT immune cells still
developad leslons.

T ymphocytes are directly Invoived In the pathogeny of SLE [34] and AD [35]. SLE s a
human Immune disease afecing mosfly females [35). A reduction of IL-2 synthesis Is
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considered fo be a driver of the disaase by allowing a prograssive Th17 polanzation. A
decreased TReg activity Is also a key mechanism In the evolution of SLE [34]. In TSZITS14”
mice, TReg are not aMacied, the synthesls of IL-2 Is Increasad and leskons occur mostly In
males, suggesting that these mice do not represent & SLE-lke syndrome. AD k£ a
multifactorial and complex syndrome which s mone commion during childhood, But might
atfect equally males and females at any age [35]. It Invoives aferations of the eplithedlal
pamer and actlvation of the Immiune E-'!|'=E|:Er'l1. Ao miechanksms 51J'Eﬂg11'||!r1lng each other and
progressively leading to the worsening of the phenotype with epidermal eczematous leslons,
Immune mfiltration and Imflammation I other argans sWch as H.Il'rg and Intestine |3.'|']
Although stll controverstal, AD can be divided In two distinct enfities, refermed as extrinsic
and Inirinslc [38]. Extinsic AD results from Immunization to forelgn allergens and Is
characierzed by elevated IgS, ecsinophllic Infiitration and 3 Th2 response with a high
production of IL-4. In most cases, [s primary causs |8 a defect In the epldermal barter
alipaing pensatration and contacis wih aliergens. The nsic AD Is less well sefined but an
dbnomal actvation of knale Immunrl'y and'or P'I'ﬂ-ﬂl.l.’.il[!"l of autoantbodles El-gﬁﬂlﬂ
componenis of the epidermis seem to be Involved [35]. In human Intrinskc AD the Th2
response Is absent, there 1§ no production of IGE and no eosinophillc INfIRration, tut rather a
T TR17/Th22 dominance with a high production of IFNY [39], which i reminiscent of whiat
Is cosarved In our TS2 TS 147 mice.

The reasons why doudle deficlemcy Im Adamis? and Adamisi£ i reguired o Induce
epkdermal lesions and the natwre of molecular mechanisms leading to aciivation of the
Immune sysiem are stil open questions. Several hypotheses can be mate bassd on our
current knvaiedge about the potentlal and valldated subsiraies of ADAMTSZ and 14 [40], bl
also reganding celis which produce them In wivo. ADAMTS are secreted enzymes, meaning
that they can cleave subsiates that are at some disiance of the producing celis. ADAMTS2
Is mostly expressed by cels of mesenchymal ongin (floroblasts, adipocyles, smooth muscle
celis, masenchymal stem celis) and, to 3 much lower extent, In some other issuss or cels
such as splean and activated macrophages. Many cell types, such as keratinocytes, do not
display any detectable lavel of expression. ADAMTS14 & similady distibuied as ADAMTS2
but with lower lewvels of expression. We have recently demonsirated that ADAMTSZ and
ADAMTS14 can cleave several factors participating In the TGFE pathway and that inhibition
of ADAMTS2 In floroblasts represses thelr response to TGFE1 or TGFB2 [40]. Since the
TGFE pathway and mesenchymal stem cells are both strongly Invoived In the reguiation of
saveral key pathways stimulating or repressing the Immune systam [£1, 42, the hypothesis
of thelr direct Implications In the phenotype of the TS2TS14™ mice would be worth to be
evaluated In priority. Seweral factors of the Innate Immunity such as C1q, fcolins, colacting,
adiponeciin and mannose binding lectin (MIBL) are other potential subsirates of ADAMTSZ
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and ADAMTS14, since they contaln a “collagen™ domain shorer but similar to the riple
helical domain found In fibrilar collagens [43], the first Igentifed substrates of ADAMTS2 and
14. Other potential substrates are those containing TSR1 repeats such as propendin.
Different elements hamper a siAlghfioraard dentfication of the swosirabes responsible for,
or at least Involved In, the pecullar phenotype In the TS27TS14™ mice. These candidate
substrates might b= expressed at low level or at high level but In a very low number of cells,
such &% s0me subiypes of resident or Inflirating mmune cells present In the skin, which
woukl prevent thelr igentifcation from cruge extracts and would require spacifically dedicatad
enfchment procedures swWCh a6 Immunogrecipitation. Furthemmore, the cleavage of a
substrate close to its NH2- or the COOH-extremities can dramatically change Its blological
activities without changing significantly Its slze and Its electrophoretic mobility, preventing the
identification of swch substrates Dy Western biot. Finally, although the main phenotype Is
seen In the skin, we cannot exciude that the primary allerations occur In a distant issue
Irvolved In the regulauﬂn of the Immune S}'-EI:EH"l. sch a5 E-i]-IEEﬂ. ﬂ]}T‘HLI-E ar bone mamrow. In
orger to overcome all these potential pittalls, an Integrated analysis, which will use different
tissue samples, purfied enzymes and the cutting edge M-TAILS protecmic analysis [40], s
currently being designed, but will go well beyond the objectives of this study.

Here we have gemonsirated that ADAMTS2 and ADAMTS 14 participate to the regulation of
the activation of the Immune sysiem and that their simultaneous deficlency lead fo an
Infrinsic atoplc dermatits-lke syndrome. This study therefore highiights the existenca of
critical acditional funclions for these two enzymes nitally described for thelr role In collagen
mabturation and mabrix bology.
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Highlight=
+ Bazad oo in vitro stadies, ADAMTS 14 was thought to be an aminoprocollazen peptidaze.

We show that ADAMTS 14 does not have aninoprocollagen peptidass actsity in vive.

+ Mice defident for both ADAMTS? and ADAMTSI4 spontansously develop epidsmmal
lesions.

ADAMTS2 and ADAMTS 14 participate in the regulation of the mmmne system.

« The absemce of both ADAMTSY and ADAMTS14 leads to an atopic denmatifs-like
phenotypeFading of a script alons does not foster domain-penemnl stratepy knowledze.
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