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1. Les tissus conjonctifs et leur 

matrice extracellulaire (MEC) 
 

Les tissus conjonctifs représentent l’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 l’échange des nutriments, 

des métabolites et des déchets entre les cellules résidentes et les systèmes 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 à 

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 même que des structures nerveuses. 

Différents types de tissus conjonctifs sont distingués sur base de la composition et de l’état 

physique de leur MEC, leur conférant des propriétés diverses et des rôles 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 lâches présentent des proportions quasi-équivalentes de leurs 

constituants. Ils jouent un rôle de soutien et permettent le passage des réseaux vasculaires et 

nerveux. Ils participent également à la régulation des réponses immunitaires et 

inflammatoires. Un exemple de tissu conjonctif lâche est le derme papillaire qui constitue la 

partie la plus superficielle du derme, sous-jacente à l’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 l’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 collagène de type I 

sont majoritaires et se disposent en faisceaux. De même, 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 collagènes 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 l’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 l’absence de vaisseaux 

sanguins, obligeant les chondrocytes (les cellules résidentes des cartilages) à subvenir à leurs 

besoins vitaux grâce à une diffusion à partir du périchondre, le tissu conjonctif recouvrant 

l’entièreté 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 collagène de type II et de protéoglycans. Il constitue la majorité des surfaces des 

articulations mobiles en continuité du périoste, l’extrémité des côtes et les côtes 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 collagène de type II 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 collagène de type II, 

ce qui lui confère la capacité de se déformer. Il se retrouve notamment dans le pavillon de 

l’oreille. 

- Les tissus osseux sont très riches en collagène de type I, qui est calcifié par des cristaux 

d’hydroxyapatite, et possèdent une substance fondamentale solide et rigide. Ils résultent 

généralement de la métaplasie de tissus cartilagineux. Une manière de distinguer les différents 

tissus osseux provient de la manière dont les fibres de collagènes se déposent dans ceux-ci :  

o L’os fibreux (ou tissu osseux primaire) est caractérisé par la présence de fibres de collagène 

formant des faisceaux irréguliers qui s’entremêlent. Il se retrouve principalement au cours 

du développement et est destiné à être rapidement remplacé par du tissu osseux lamellaire. 

Sa MEC est peu calcifiée ce qui lui confère une faible résistance. 

o Le tissus osseux lamellaire (ou tissu osseux secondaire) est formé à 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 confère aux os leur solidité et leur rigidité. 

Types de tissu 
conjonctif 

Sous-types de tissu conjonctif Exemples 

Tissu conjonctif souple Tissu conjonctif lâche 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 être 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 à de fins feuillets organisés qui offrent un ancrage aux 

multiples cellules afin de maintenir la structure de l’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 collagènes 

de types IV, XV et XVIII, de laminines, d’entactine / nidogène et de protéoglycans tels que le perlécan 

et l’agrine (LeBleu et al., 2007). Selon un modèle classiquement accepté, les lames basales sont 

composées de deux réseaux interconnectés formés respectivement de laminines et de collagène de 

type IV (Figure 2) (Halfter et al., 2015). Le réseau de laminine permet l’adhésion des cellules via des 

récepteurs spécifiques, tels les intégrines, alors que le réseau de collagène est plutôt responsable de la 

stabilisation de l’ensemble de la structure. D’autres composants (perlécan, l’entactine …) assurent 

l’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 collagène de type VII va quant à lui renforcer et ancrer les lames 

basales en les connectant aux fibres de collagène de types I et III sous-jacentes. Alors que les 

collagènes se trouvent principalement du côté « stromal » des lames basales, le réseau de laminines 

permet l’ancrage cellulaire par l’intermédiaire des hémidesmosomes (Theocharis et al., 2016). Ces 

structures particulières 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).  
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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 l’organe. Elles sont principalement composées d’un réseau de 
collagène de type IV qui s’associe aux composants de la MEC incluant des nidogènes, des laminines, le perlécan, les 
collagènes de types XV et XVIII,… Les cellules épithéliales sont ancrées aux lames basales par l’intermédiaire 
d’hémidesmosomes. Ces derniers résultent de l’interaction d’intégrines avec des laminines et du collagène 
transmembranaire XVII.  
Les MEC interstitielles sont principalement composées de fibrilles de collagène, d’élastine, de protéoglycans et d’acide 
hyaluronique, ainsi que de diverses protéines et glycoprotéines matricielles. Les interactions entre ces composants 
génèrent 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 à la surface cellulaire 
(syndécans, glypicans) ou encore par le récepteur à l’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). 
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Figure 2 : Représentation schématique du double réseau interconnecté des lames basales. 

Les laminines permettent l’ancrage cellulaire à la lame basale par l’intermédiaire d’intégrines. Le réseau de collagène 

de type IV est connecté d’une part au réseau de laminines par l’intermédiaire des entactines / nidogènes et du perlécan, 

et, d’autre part, aux tissus conjonctifs interstitiels, notamment le derme, par le collagène 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 l’établissement, la séparation et le maintien des différents tissus en 

régulant l’abondance des facteurs de croissance et de leurs récepteurs, le niveau d’hydratation et le 

pH de l’environnement local. 

Les principales structures des tissus conjonctifs peuvent être classées en trois catégories. Les 

structures fibrillaires comprennent les faisceaux de fibres de collagène et les fibres élastiques. Les 
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glycoprotéines et protéoglycans forment le milieu extracellulaire non fibrillaire. Enfin, à 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, l’abondance et l’organisation des réseaux fibrillaires qui forment leur charpente. 

Les deux principales structures fibrillaires présentes dans les MEC sont les fibres de collagène 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 à des tissus tels que les parois artérielles, le derme, le cœur, 

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 reflète des fonctions 

spécifiques. Ainsi, dans la media des artères, 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 l’élastine. Dans le derme profond, les fibres élastiques 

tendent à s’organiser parallèlement à l’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 l’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 très hydrophobe dont les molécules 

s’associent suite à l’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 système provient en grande partie du nombre important 

de molécules identifiées dans les fibres élastiques. En plus des protéines déjà 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 collagènes 

 

Le terme « collagène »  provient d’un néologisme issu de la contraction de « colle » et « gène » 

en grec, et fut utilisé par les histologistes français du XIXème siècle pour décrire la substance 

fondamentale des tissus conjonctifs (van der Rest and Garrone, 1991). Dans leur ensemble, les 

collagènes constituent la classe protéique la plus abondante chez les animaux puisqu’ils représentent  

environ 30% de la masse protéique totale chez l’humain (Ricard-Blum, 2011). Ils confèrent aux 

différents tissus une part importante de leurs propriétés mécaniques et participent à 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 collagènes comporte à ce jour 28 membres (sans compter les diverses 

isoformes de chaque type). Ceux-ci résultent de l’assemblage d’au moins 46 polypeptides différents, 

appelés chaines α, qui sont encodés par autant de gènes chez l’humain (Tableau 2) (Gordon and 

Hahn, 2010; Ricard-Blum, 2011). Tous les collagènes sont composés de 3 chaines α formant des 

structures homo ou hétérotrimériques selon qu’elles comportent 1, 2 ou 3 chaines α différentes 

(Tableau 2) (Figure 3).  Ces chaînes alpha s’assemblent, en au moins une région, en triple hélice 

droite qui peut être plus ou moins étendue selon le type de collagène (Ricard-Blum, 2011). La 

séquence des chaines alpha est fortement conservée (entre espèces et entre les différents types de 

collagène), 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’ostéogenèse 

imparfaite (Brodsky and Persikov, 2005). La stabilisation de la structure hélicoïdale des chaines α 

riches en hydroxyproline est assurée par des ponts hydrogène et des interactions électrostatiques 

impliquant des résidus lysine et des aspartate (Fallas et al., 2009) (Persikov et al., 2005).  

 

 

  

 
Figure 3 : Structure en triple hélice du 
collagène. 

Les domaines en triple hélice des collagènes sont 

constitués de l’association de 3 chaines α, chacune 

d’elles étant composée de répétitions G-X-Y où les X et Y 

sont très fréquemment des prolines et hydroxyprolines, 

respectivement. Les résidus glycine sont toujours 

centraux au sein de la triple hélice alors que les résidus X 

et Y se trouvent en périphérie. 
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Collagènes Chaines α Espèces moléculaires 
Collagène I 
 

α1(I), α2(I) 
 

[α1(I)]2, α2(I) 
[α1(I)]3  

Collagène II α1(II) [α1(II)]3  
Collagène III α1(III) [α1(III)]3 
Collagène IV 
 
 

α1(IV), α2(IV), α3(IV), α4(IV), 
α5(IV), α6(IV) 
 

[α1(IV)]2, α2(IV) 
α3(IV), α4(IV), α5(IV) 
[α5(IV)]2, α6(IV) 

Collagène V 
 

α1(V), α2(V), α3(V), α4(V) 
 

[α1(V)]2, α2(V) 
[α1(V)]3  
[α1(V)]2, α4(V) 

Collagène VI 
 
 
 

α1(VI), α2(VI), α3(VI), α4(VI)a, 
α5(VI)b, α6(VI) 
 
 

α1(VI), α2(VI), α3(VI) 
α1(VI), α2(VI), α4(VI) 
α1(VI), α2(VI), α5(VI) 
α1(VI), α2(VI), α6(VI) 

Collagène VII α1(VII) [α1(VII)]3  
Collagène VIII α1(VIII) [α1(VIII)]2 , α2(VIII)  

α1(VIII), [α2(VIII)]2  
[α1(VIII)]3  
[α2(VIII)]3 

Collagène IX α1(IX), α2(IX), α3(IX) α1(IX), α2(IX), α3(IX)  
Collagène X α1(X) [α1(X)]3  

Collagène XI 
 

α1(XI), α2(XI), α3(XI) 
 

α1(XI), α2(XI), α3(XI)  
α1(XI), α1(XI), α3(XI)  

Collagène XII α1(XII) [α1(XII)]3  
Collagène XIII α1(XIII) [α1(XIII)]3  

Collagène XIV α1(XIV) [α1(XIV)]3  
Collagène XV α1(XV) [α1(XV)]3  

Collagène XVI α1(XVI) [α1(XVI)]3  
Collagène XVII α1(XVII) [α1(XVII)]3  
Collagène XVIII α1(XVIII) [α1(XVIII)]3  
Collagène XIX α1(XIX) [α1(XIX)]3  
Collagène XX α1(XX) [α1(XX)]3  
Collagène XXI α1(XXI) [α1(XXI)]3  
Collagène XXII α1(XXII) [α1(XXII)]3  
Collagène XXIII α1(XXIII) [α1(XXIII)]3  
Collagène XXIV α1(XXIV) [α1(XXIV)]3  
Collagène XXV α1(XXV) [α1(XXV)]3  
Collagène XXVI α1(XXVI)  [α1(XXVI)]3  
Collagène XXVII α1(XXVII) [α1(XXVII)]3  
Collagène XXVIII α1(XXVIII) [α1(XXVIII)]3  

Tableau 2 : Chaines α et espèces moléculaires des différents types de collagènes. 
a 

La chaine α4(VI) n’existe pas chez l’humain. 
b 

La chaine α5(VI) a aussi été désignée comme la chaine α1(XXIX). 

D’après (Ricard-Blum, 2011).   
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Les collagènes diffèrent par le nombre et la taille des domaines en triple hélice ainsi que par la 

nature et la diversité des domaines « non collagène » (NC) (domaines von Willebrand factor A, 

Thrombospondine, FN de type III, Kunitz, …) (Figure 4). Ceux-ci contribuent à l’assemblage des 

trimères et permettent des interactions avec d’autres protéines, participant ainsi de manière directe à 

la diversité des fonctions et propriétés des collagènes (Ricard-Blum, 2011).  

L’assemblage des structures supramoléculaires de collagènes débute systématiquement avec 

la trimérisation des chaines α en triple hélice qui s’effectue progressivement à la manière d’une 

fermeture éclair (Ricard-Blum, 2011). Les domaines permettant l’initiation de la trimérisation varient 

selon le type de collagène. Celle-ci débute à l’extrémité C-terminale pour les collagènes fibrillaires et 

les collagènes de types IV, VII et X qui forment des réseaux.  A l’inverse, l’interaction initiale se réalise 

à l’extrémité N-terminale pour les collagènes transmembranaires et au second domaine NC à partir de 

l’extrémité C-terminale pour les collagènes IX et XIX (FACITs).  

Les collagènes ont été communément divisés et classés en sous-familles sur base des 

structures supramoléculaires qu’ils forment (Figures 4 et 5). Il existe :   

 Les collagènes fibrillaires (types I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII) 

 Les collagènes FACIT (Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices) ou collagènes 

associés aux fibrilles avec une triple hélice interrompue (types IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et 

XXII) 

 Les collagènes formant des réseaux qui comprennent :  

o Les collagènes des membranes basales (type IV) 

o Les collagènes à réseau hexagonal (types VIII et X) 

 Les collagènes à filaments perlés (types VI et XXVIII (Veit et al., 2006)) 

 Le collagène des fibrilles d’ancrage (types VII) 

 Les collagènes transmembranaires (type XIII, XVII, XXIII et XXV) 

 Les collagènes à 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 collagènes au sens strict (Myllyharju and Kivirikko, 2004; 

Ricard-Blum, 2011). Parmi celles-ci figurent notamment l’adiponectine, les ficolines 1, 2 et 3, les 

Emilin1 et 2 (des glycoprotéines associées aux fibres élastiques), des récepteurs de macrophage 

(collectines, Marco, MBL),… 
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Figure 4 : Organisation structurelle et composition des domaines des collagènes. 

Suite de la figure à la page suivante (Ricard-Blum, 2011). 
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Figure 4 : Organisation structurelle et composition des domaines des collagènes (suite). 
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Figure 5 : Assemblages supramoléculaires des différentes sous-familles de collagènes. 

La famille des collagènes est divisée en sous-familles sur base des assemblages supramoléculaires de leurs différents 

membres. La sous-famille des collagènes fibrillaires comprend les types I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII. Les FACITs (Fibril 

Associated with Interrupted Triple Helices) comprennent les collagènes IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et XXII. Les 

collagènes formant des réseaux comprennent le collagène de type IV qui forme les lames basales ainsi que les types 

VIII et X qui constituent des réseaux hexagonaux. Enfin, les sous-familles des collagènes à filaments perlés et des 

fibrilles d’ancrage reprennent respectivement les collagènes VI et XXVIII, et de type VII. Tiré de (Ricard-Blum, 2011). 

 

a. Collagènes fibrillaires 

Compte tenu de l’importance revêtue par les collagènes fibrillaires dans ce travail, ils sont 

abordés de manière détaillée. Ils constituent les protéines les plus abondantes chez les vertébrés. Sept 

collagènes fibrillaires (les types I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII) formés par 12 chaines α différentes ont 

été recensés à ce jour (Gelse et al., 2003; Myllyharju and Kivirikko, 2004). Les membres les plus 

représentés quantitativement sont les collagènes de types I, II et III, alors que les autres types sont des 

composants relativement peu abondants (Brodsky and Persikov, 2005).  

Les collagènes fibrillaires s’associent entre eux pour former des fibrilles qui sont bien souvent 

hétérotypiques, c’est-à-dire qu’elles sont composées de différents types de collagène. Par exemple, 

même si le collagène de type II est majoritaire dans le cartilage, il y est associé au collagène de type XI, 

un autre collagène fibrillaire.  Dans la peau, les fibrilles de collagène sont principalement composées 

de collagènes de types I et III, alors que dans la cornée les collagènes I et V sont les plus abondants 

(Bruckner, 2010). Bien que les collagènes fibrillaires restent majoritaires dans les fibrilles, celles-ci 

comprennent également des FACIT ainsi que d’autres protéines et protéoglycans.  

Les fibrilles de collagènes sont linéaires et présentent une périodicité caractéristique de 64 à 

67 nm (Bruckner, 2010) en raison du décalage de l’alignement des molécules de collagène dans 

chaque fibrille (Figure 6). Le diamètre 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 confèrent aux tissus leur résistance aux forces de traction. Ces fibres sont 

particulièrement présentes dans des tissus tels que la peau, les tendons, l’os, le cartilage et les 

vaisseaux sanguins.  
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Figure 6 : Assemblage des collagènes fibrillaires. 

(a) Après sécrétion et clivage par les N- et C- procollagène peptidases, les molécules matures de collagène 

s’assemblent spontanément en fibrilles, lesquelles forment à leur tour des fibres. Ces structures sont renforcées par la 

création de liaisons covalentes en leur sein grâce à 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 collagène de type I et le diamètre de ces fibres 

sont deux paramètres régulés par la présence de collagène de type V qui co-polymérise avec le collagène de type I (b), 

mais aussi par l’association à leur surface de FACIT (type XII et/ou XIV) et de protéoglycans (c). Adapté de (Mouw et 

al., 2014). 

 

La fibrillogenèse 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 synthèse des 

chaines α sous forme de précurseurs (préprocollagènes) (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 l’objet d’une série de modifications post-

traductionnelles, dont le clivage du peptide signal et l’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 collagène galactosyltransferase 

et la collagène glucosyltransferase, respectivement (Canty and Kadler, 2005). Il est à noter que ces 

réactions enzymatiques ne sont possibles que sur des chaînes alpha monomériques. Les 3 pro-chaines 

α s’assemblent alors à partir de leurs propeptides C-terminaux qui dictent ainsi la composition finale 
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des trimères. Le repliement en triple hélice s’effectue alors progressivement vers l’extrémité 

aminoterminale des chaînes α, 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 chaînes monomériques, la vitesse de 

repliement du domaine collagène en triple hélice sera directement fonction de l’activité de ces 

enzymes. 

Après sécrétion, les propeptides N- et C-terminaux sont excisés par des endopeptidases 

spécifiques (Figures 7 et 8). Les ADAMTS2, 3 et 14 (ou aminoprocollagène peptidases) excisent les 

propeptides aminoterminaux des procollagènes 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 même famille (« tolloid-like metalloproteinases») (Greenspan, 2005; Vadon-Le Goff et al., 2015). 

Après ces clivages ne persistent que deux courtes séquences « non hélicoïdales » 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 trimères de collagène à la température 

corporelle qui auront ainsi tendance à s’assembler spontanément en fibres organisées et régulières 

(Figure 7). Celles-ci ne présenteront toutefois les propriétés de résistance mécanique adéquates 

qu’après la formation de liaisons covalentes sous l’effet catalytique de la lysyl oxydase et 

l’établissement d’interactions complexes avec des protéines ou autres molécules présentes dans la 

MEC.  

 

Figure 7 : Fibrillogenèse des collagènes fibrillaires et assemblages supramoléculaires.  

Suite à la traduction des chaines de préprocollagène, le peptide signal est clivé dans le réticulum endoplasmique, 

libérant les pro chaines α. Certains résidus proline et lysine sont hydroxylés et certaines des hydroxylysines générées 

sont alors glycosylées. Les chaines alpha monomériques s’assemblent alors à partir de leur extrémité C-terminale pour 

former la triple hélice, résultant en la formation de procollagène. Ces molécules de procollagène sont alors sécrétées 

via des vésicules de transport golgien. Les N- et C-propeptides sont excisés par des N- et C- procollagène peptidases, 

ce qui permet l’assemblage spontané des molécules trimériques en fibrilles. La consolidation de ces structures s’opère 

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)collagènes fibrillaires et localisation des sites de clivage 
des propeptides. 

Après l’assemblage de la triple hélice et la sécrétion du procollagène, les extrémités amino (N-) et carboxy (C-) 

terminales sont clivées par les aminoprocollagène peptidases (ADAMTS2, 3 et 14) et par les carboxyprocollagène 

peptidases (principalement BMP1 et les protéases tolloïdes), respectivement, qui libèrent les N- et C- propeptides. 

Adapté de (Gelse et al., 2003). 

 

 Le collagène de type I, un hétérotrimère composé de 2 chaines α1(I) et d’une chaine α2(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 l’os où il représente 

jusqu’à 90% de la masse organique (Gelse et al., 2003). Il est toutefois absent du cartilage 

hyalin et du corps vitreux de l’œil. In vivo, il forme des fibres comprenant également du 

collagène de type III (peau, vaisseaux sanguins,  fibres réticulaires …) et/ou de type V (tendon, 

os,  peau,  cornée). Il procure aux tissus leur résistance à l’élongation, tel qu’illustré dans le 

tendon, alors que dans l’os son association avec des cristaux d’hydroxyapatite détermine les 

propriétés biomécaniques de résistance aux torsions, à la traction et aux forces de 

cisaillement.  

 Le collagène de type II est le composant prédominant du cartilage hyalin qui contient  

environ 80% de la totalité du collagène de type II. On le retrouve également dans le corps 

vitreux de l’œil, dans l’épithélium de la cornée, dans la notochorde et dans le nucleus pulposus 

des disque intervertébraux (Gelse et al., 2003). Il est constitué d’un homotrimère de 3 chaines 

α1(II). Dans le cartilage, il s’associe aux collagènes IX et XI ainsi qu’à d’autres protéines non-

collagènes pour former des hétérofibrilles. Il présente un contenu en hydroxylysine, en 

glucose et en galactose supérieur à ce qui est observé dans le collagène de type I, favorisant 

ainsi les interactions avec les protéoglycans ce qui contribue à l’hydratation de la MEC 

formant le cartilage (Gelse et al., 2003).  

 Le collagène de type III est un homotrimère composé de 3 chaines α1(III). Il est présent dans 

les tissus qui expriment aussi le collagène de type I, à l’exception des os. Le collagène de type 

III 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 modèles de fibrillogenèse in vitro indiquent que sa présence induit une 

diminution du diamètre des fibres de collagène. 

 Le collagène de type V est un collagène fibrillaire mineur quantitativement, si ce n’est dans la 

cornée où il représente jusqu’à 20% des collagènes (Birk, 2001). Il est présent dans les tissus 

qui expriment les collagènes de types I et III, 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 α différentes (α1(V), α2(V) et α3(V)) ont été identifiées, menant à la 

formation de trois trimères différents (123, (1)3, (1)22) même si la forme (1)22 est 

de loin la plus abondante.  Le collagène de type V est considéré comme un régulateur du 

diamètre des fibrilles de collagène, en favorisant leur nucléation et en modulant leur 

croissance (Sun et al., 2011).  

 Le collagène de type XI  est lui aussi un collagène fibrillaire mineur quantitativement. Il est 

formé de 3 chaines α différentes, deux chaines  (1 et 2) de type XI et une chaine  de type 

II (α1(II)). Le collagène XI est co-exprimé avec le collagène de type II dans le cartilage 

articulaire où il régule le diamètre des hétérofibrilles (Gelse et al., 2003). 

 Les collagènes de types XXIV et XXVII ont été découverts au début des années 2000 et 

semblent être des homotrimères composés de 3 chaines α1(XXIV) et 3 α1(XXVII), 

respectivement. A la différence des autres collagènes fibrillaires, ils présentent des 

interruptions dans leur domaine en triple hélice. Ils sont tous deux principalement exprimés 

chez l’embryon, dans le cartilage et l’os en cours de minéralisation (Koch et al., 2003). Le 

collagène de type XXVII semble apporter un support idéal à la minéralisation du cartilage et à 

l’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 collagène XXIV est 

également exprimé dans l’os de souris adultes et pourrait participer à sa minéralisation 

(Matsuo et al., 2008). Le collagène XXIV est aussi exprimé dans la cornée où, à l’instar du 

collagène de type V, il régulerait le diamètre des fibres de collagène de type I (Koch et al., 

2003).  

 

b. Les collagènes à triple hélice interrompue associés aux 

fibrilles (FACIT) 

La sous-famille des FACIT est formée par les collagènes de types IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, 

XXII et XXVI. Ils ne forment pas de structures particulières, mais s’associent directement ou 

indirectement à la surface de fibres formées par les collagènes fibrillaires (Figure 6, C) (Gerecke et al., 

2003) où ils participent à  la régulation de leur diamètre et sont également impliqués dans les 

interactions entre les fibrilles et d’autres composants matriciels. Les neuf types de collagène qui 

composent les FACIT contiennent au minimum deux domaines collagène en triple hélice séparés par 

un domaine non collagène (NC). Cette structure interrompue les rend plus souples que les collagènes 

fibrillaires, ce qui facilite les arrangements supramoléculaires potentiels.  

Le collagène de type IX représente l’archétype des FACIT. Il s’agit d’un hétérotrimère exprimé 

dans le cartilage où il se retrouve associé  à la surface des hétérofibrilles de collagènes de types II 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 manière 

analogue, les collagènes de types XII et XIV s’accumulent à la surface des fibrilles de collagène de type 

I et modulent ainsi leur interactions avec leur environnement (Ansorge et al., 2009).  

c. Le collagène de type IV ou collagène des membranes 

basales 

Le collagène de type IV représente le collagène prépondérant dans les membranes basales. Il 

se caractérise par sa capacité à s’auto-assembler en tétramères formant un réseau (Figure 5). Cet 
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assemblage particulier est essentiel aux propriétés et à l’intégrité des lames basales (Myllyharju and 

Kivirikko, 2004).  

Concernant le collagène de type IV, six chaines α différentes (nommées α1(IV) à α6(IV)) ont 

été identifiées (Tableau 2). Bien que les combinaisons théoriques soient très nombreuses, seuls trois 

hétérotrimères ont été identifiés à ce jour : 112, 345, 556 (Tableau 2). Les chaînes 1 et 

2(IV) sont appelées « chaines classiques » en raison de leur présence ubiquitaire dans les lames 

basales de tous les tissus alors que les 4 autres chaînes ont des distributions restreintes à certains 

tissus (Khoshnoodi et al., 2008). L’hétérotrimère 345 est présent dans les membranes basales des 

glomérules rénaux, des poumons, des testicules et des yeux alors que la forme 556 se retrouve 

dans les membranes basales cutanées, des muscles lisses et des reins.  

 

d. Maladies héréditaires associées aux collagènes 

Il existe de nombreuses maladies héréditaires causées par des mutations affectant les 

collagènes 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 gènes des chaines 

α1(I), α2(I), α1(II), α1(III), α5(IV) et α1(VII) ont été associées à des maladies génétiques. De 

nombreuses autres mutations dommageables ont également été identifiées dans 17 autres chaines α 

(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 manière générale, il semble que les 

conséquences de telles mutations soient plus dommageables lorsqu’elles surviennent dans des 

certaines régions particulières, telles les régions de la triple hélice pauvres en proline et/ou proches 

du propeptide carboxyterminal, comme illustré dans l’ostéogenèse imparfaite. 

 
La plupart des maladies héréditaires liées au collagène sont relativement rares. Un aperçu 

représentatif est fourni dans le Tableau 3 (Myllyharju and Kivirikko, 2004; Shoulders and Raines, 

2009). 

 L’ostéogenèse imparfaite est caractérisée principalement par une fragilité 

osseuse dont l’ampleur peut toutefois varier en fonction de la nature et de la localisation de la 

mutation causale. D’autres tissus conjonctifs peuvent également être atteints, mais de manière moins 

marquée et moins systématique. Bien que la majorité des mutations identifiées à ce jour affectent les 

chaines α1 ou α2 (I), il est maintenant clair que d’autres protéines peuvent également être impliquées 

dans cette maladie (Marini and Blissett, 2013). Par exemple, diverses formes d’ostéogenèse imparfaite 

ont été constatées dans le cas de mutations de gènes codant pour des protéines impliquées dans 

l’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 l’hydroxylation de la Pro986 des chaines α1(I) et α1(II) (Chang et al., 2010)), mais 

aussi dans des gènes 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 hétérogène de 

maladies génétiques rares. De manière générale, elles sont caractérisées principalement par une 

hypermobilité des articulations, une hyperélasticité de la peau, une fragilité vasculaire, des problèmes 

de cicatrisation tissulaire avec des cicatrices atrophiques et l’apparition spontanée d’hématomes 

difficilement résorbables,… (Beighton et al., 1998; Malfait et al., 2010). Des mutations dominantes 
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dans les gènes COL5A1, COL5A2 et COL1A1 sont impliquées dans la majorité des EDS de type 

classique. Des altérations du collagène de type III sont responsables de l’EDS de type vasculaire, alors 

que des mutations proches de l’extrémité N-terminale du domaine en triple hélice des chaines α1 et 

α2 de type I causent l’EDS de type arthrochalasique. En plus des mutations identifiées dans les gènes 

codant pour des collagènes, des mutations de la tenascine X (EDS de type classique), de la lysyl 

hydroxylase 1 (EDS de type cyphoscoliotique), de l’ADAMTS2 (EDS de type dermatosparactique), de la 

filamine A (variant d’hétérotopie périventriculaire), de la galactosyltransferase 1 (type progéroïde) 

ont également été identifiées (Malfait et al., 2010; Myllyharju and Kivirikko, 2004). 

 De nombreuses mutations menant à des chondrodysplasies de sévérité 

variable, allant de la létalité périnatale à une atteinte relativement bénigne ont également été 

identifiées dans plusieurs gènes (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 à l’X) 

sont caractérisées par une néphropathie progressive menant à une protéinurie, une hypertension et 

ultimement à une insuffisance rénale. Les formes automosales sont notamment liées à des mutations 

des gènes COL4A3, COL4A4, COL4A6, alors que la forme liée à l’X provient de mutation du gène 

COL4A5. 

 La myopathie de Bethlem et la dystrophie musculaire d’Ullrich sont liées à des 

mutations des gènes COL6A1, COL6A2, COL6A3. 

 Deux formes d’épidermolyse bulleuse, une maladie cutanée liée au décollement 

de l’épiderme qui forme des lésions bulleuses, proviennent de mutations dans le gène du COL17 et du 

COL7A1. 

 Deux formes de dystrophie endothéliale de la cornée sont associées à des 

mutations du gène COL8A2. 

 Le syndrome de Knobloch, caractérisé par une forte myopie, un détachement 

de la rétine et un encéphalocèle occipital est lié à des mutations du gène COL18A1 

 Le syndrome de Bruck, caractérisé par de l’ostéoporose et une fragilité osseuse, 

ainsi qu’une petite stature est associé à des mutations dans le gène LH-1, codant pour la lysyl 

hydroxylase 1. 

 
 

Gène muté  Maladie(s) humaine(s)* ou phénotype chez la souris déficiente 

COL1A1, COL1A2 Ostéogenèse 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 à l’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 
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COL8A2 Formes de dystrophie endothéliale de la rétine 

COL9A1, COL9A2, COL9A3 Multiples dysplasies de l’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 problèmes cardiovasculaires chez la souris 

COL17A1 Diverses formes d’épidermolyse bulleuse 

COL18A1 Syndrome de Knobloch et syndrome de dispersion pigmentaire 

COL19A1 Couche musculaire de l’œsophage anormale chez la souris 

P4H-α(I) Létalité embryonnaire chez la souris 

LH1 EDS de type cyphoscoliotique 

LH2 Syndrome de Bruck 

LH3 Mortalité embryonnaire et manque de collagène de type IV dans les 

membranes basales chez la souris 

ADAMTS2 EDS de type dermatosparactique 

BMP1 Mortalité périnatale chez la souris 

Ostéogenèse imparfaite à haute densité osseuse (Marini and Blissett, 2013) 

Tolloid-like-1 Communication interauriculaire (Stanczak et al., 2009); mortalité 

embryonnaire et problème cardiaque chez la souris 

LOX Létalité périnatale et anévrismes aortiques ainsi que dysfonctions 

cardiovasculaires chez la souris 
Tableau 3 : Association entre maladies humaines et gènes codant pour des collagènes ou pour des 
enzymes impliquées dans leur maturation 

*Dans certains cas, les maladies n’ont pas été identifiées chez l’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 manière covalente. On en 

distingue deux types. La N-glycosylation s’opère  sur un résidu asparagine (N) au sein d’une séquence 

N-X-S/T (où X représente n’importe quel acide aminé hormis une proline, S représente une sérine et T 

représente une thréonine). La biosynthèse des glycoprotéines débute par l’addition d’un N-acétyl-

glucosamine sur lequel seront ensuite ajoutés de manière successive d’autres molécules glucidiques. 

Dans le cas de N-glycosylation, les chaines glycosylées sont le plus souvent assez courtes mais peuvent 

être très 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 l’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 facteurs 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 brièvement 

décrites à titre d’exemples. 

 

Protéines Localisations Descriptions/fonctions 

Thrombospondines Tissus conjonctifs 

Large distribution, rôles multiples dans les tissus  
intervenant dans la réparation tissulaire, l’angiogenèse, 
l’organisation de la MEC, la synaptogenèse,… (Adams 
and Lawler, 2011). 

Sialoprotéine  Os et dents 
Essentielle pour la structure de la MEC minéralisée ; se 
lie au calcium et à l’hydroxyapatite ; régule l’adhésion 
cellulaire. 

Fibrinogène Sang 
Glycoprotéine soluble, qui, après son clivage par la 
thrombine, est convertie en monomères de fibrine qui 
s’associent pour former les caillots sanguins. 

Fibulines 
Membranes basales, 
sang et artères 

Glycoprotéines pouvant lier  le calcium, présentes dans 
les matrices fibrillaires et dans le sang. 

SPARC/Ostéonectine Os 
Impliquée dans la calcification du collagène, l’initiation 
de la minéralisation et l’ossification. 

Ostéopontine Os et reins 
Impliquée dans l’attachement des cellules à la MEC 
osseuse minéralisée. 

Reelin Cerveau 
Guidage des neurones et des cellules gliales dans le 
cerveau en développement. 

Ténascines Tissus conjonctifs Régulation des processus inflammatoires et fibrotiques. 

Vitronectine Sang  
Glycoprotéine d’adhésion impliquée dans la coagulation 
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 rôle 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 collagènes 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 rôles importants dans l’adhésion, la 

migration et la différenciation cellulaires, de même 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 dimère composé de 2 sous-unités liées entre 

elles de manière covalente par deux ponts disulfures à 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 II (FNII) et 15 
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de type III (FNIII) (Figure 9). Bien qu’il n’y ait qu’un seul gène codant pour la FN humaine, il existe de 

nombreux variants protéiques issus d’épissages alternatifs du pré-ARN unique. Les modules soumis à 

ces mécanismes sont les deux modules de type III EDA et EDB, de même 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 / empêche l’accès à 

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 à l’héparine HepII de 40kDa.  

La FN existe sous deux formes : la forme plasmatique qui est très soluble (où sa concentration 

est d’environ 300 à 400 µg/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 à l’épissage alternatif, est principalement synthétisée par les hépatocytes et joue un rôle 

important dans la cascade de coagulation sanguine. La FN cellulaire consiste quant à elle en un groupe 

bien plus hétérogène d’isoformes relativement spécifiques à 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 à 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 rôles, et notamment la 

formation d’un réseau fibrillaire apportant un support structurel à 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 dépôt de FN active dans la MEC 

résulte de sa capture et / ou de sa synthèse et de son assemblage séquentiel en fibrilles par les 

cellules. Ce processus complexe débute par la liaison de la FN à 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 à des 

HSPG de surface cellulaire, à l’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 à des tensions exercées par la cellule, ce qui rend accessibles des sites 

cryptiques d’assemblage, en plus de ceux déjà accessibles (Figure 10 B)  (Geiger et al., 2001). Le 

déroulement de la FN et l’exposition  de sites cryptiques qui en résulte permet des nouvelles 

interactions entre molécules de FN ce qui engendre  la polarisation et l’élongation des fibrilles de FN, 

donnant naissance à 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 rôles structurels importants 

notamment en régulant la composition de la MEC en collagènes I et III, 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-β associé aux protéines 

LTBP (Latent TGF-β 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 I (ovales bruns), 2 de type II (ronds jaunes) et 15 

de type III (carrés rouges),  ainsi que de 3 modules de type III soumis à l’épissage alternatif (carrés jaunes). Ces 

modules interagissent avec divers protéines et récepteurs cellulaires (légendes noires) et présentent certains sites 

(accessibles ou cryptiques) d’interactions entre molécules de fibronectine (légendes 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 (HepII) (To and Midwood, 2011). 
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Figure 10 : Etapes de la fibrillogenèse de la fibronectine (FN): initiation (A), déploiement (B) et 
assemblage fibrillaire (C). 

A. L’initiation de la fibrillogenèse 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 FNIII9-10 avec l’intégrine α5β1 (ii). Ces 

interactions induisent l’activation des intégrines impliquées et leur passage à un état de haute affinité (iii), permettant la 

liaison de la FN à 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 déjà accessibles favorise les 

interactions intermoléculaires FN-FN et mène à 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 α, d’une chaine β et d’une chaine γ qui s’assemblent via des 

interactions hautement spécifiques entre leur domaine C-terminal, résultant en des structures 

cruciformes (à 4 bras), en forme de Y (à 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 α, 4 chaines β et 3 chaines γ 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 α1, β1 et γ1 alors que la LM-511 est 

composées des chaines α5, β1 et γ1 (Domogatskaya et al., 2012).  

Les laminines possèdent de multiples fonctions et régulent notamment les interactions entre 

les cellules et la membrane basale / MEC en se liant à certains récepteurs cellulaires tels que des 

intégrines, à des composants matriciels comme le collagène IV, des protéoglycans,... (Domogatskaya et 

al., 2012; Durbeej, 2010). Elles jouent donc un rôle dans des mécanismes tels que l’adhésion et la 

migration cellulaires. Enfin, elles sont indispensables au développement embryonnaire précoce et à 

l’organogenèse (Durbeej, 2010). 

 

Figure 11 : Structure des laminines. 

Les laminines sont composées d’une chaine α, d’une β et d’une γ qui s’assemblent en 16 combinaisons (connues à 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 à la fois de la protéine mais aussi des GAG qui les composent. 

Ils sont formés d’un axe protéique sur lequel des GAG sont liés de manière covalente à un résidu 

sérine (Figure 12). Ces GAG correspondent à 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 à la formation des protéoglycans : la 

chondroïtine sulfate, le dermatan sulfate, le kératan sulfate et l’héparan sulfate (Theocharis et al., 

2016). Par ailleurs, les protéoglycans peuvent s’associer à 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 à l’hyaluronate par des 

protéines de liaison (cercles bleus), consistent en un axe protéique (mauve) sur lequel sont greffées une ou plusieurs 

chaînes de GAG (vert). (c) Les GAG sont des longues chaînes polysaccharidiques composées d’une répétition d’unités 

de disaccharides spécifiques, telles qu’illustrées pour le chondroïtine sulfate, le kératan sulfate et l’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 caractère hydrophile, 

sont largement responsables de l’hydratation et de la turgescence des tissus conjonctifs, favorisant 

ainsi la diffusion des ions et des petites molécules. Les protéoglycans confèrent également aux tissus 

conjonctifs leur résistance à 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 l’intermédiaire de leur cœur protéique ou via les chaines latérales de leurs GAG (Theocharis 

et al., 2016). Ils participent ainsi à diverses propriétés cellulaires telles que l’adhésion, la prolifération, 

la migration, la différenciation et l’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 

particulièrement abondants dans les MEC du système nerveux central et dans le cartilage.  

 Les protéoglycans peuvent être 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 (Iozzo and Schaefer, 

2015; Theocharis et al., 2016). Elle a été observée dans des granules de sécrétion de cellules 

inflammatoires, notamment des mastocytes, où elle participe au stockage de protéases jusqu’à 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 grâce à leur capacité à lier de nombreux facteurs de croissance et à leur 

interaction avec des récepteurs de type « tyrosine kinase » (Iozzo and Schaefer, 2015). Suite à leur 

clivage par des « sheddases », certains syndécans se retrouvent également dans l’environnement 

péricellulaire où ils participent à divers processus physiopathologiques, dont la promotion de la 

croissance tumorale attribuée au syndécan-1 « soluble ». Le bétaglycan (ou récepteur de type III du 

TGF-β) est un protéoglycan transmembranaire exprimé ubiquitairement et qui agit comme co-

récepteur des membres de la famille des TGF-β (Iozzo and Schaefer, 2015; Theocharis et al., 2016). 

Les glypicans sont liés à la membrane plasmique via une ancre GPI.  Ils modulent l’activité de facteurs 

de croissance et de cytokines comme le FGF (Fibroblast Growth Factor) ou Wnt (Iozzo and Schaefer, 

2015). Ils sont de plus impliqués dans le contrôle de la croissance tumorale et l’angiogenèse. 

 Les protéoglycans péricellulaires sont fréquemment associés à la surface cellulaire par 

l’intermédiaire d’intégrines ou d’autres récepteurs. Ils peuvent également être intégrés dans les 

membranes basales, tels le perlécan et l’agrine, ou les collagènes XVIII et XV (qui peuvent porter des 

chaînes d’héparan ou de chondroïtine sulfate). Il est intéressant de noter qu’en plus des fonctions 

remplies par les molécules intactes, des fragments de dégradation peuvent être doués d’activités 

spécifiques, telles les propriétés anti-angiogéniques et angiostatiques de l’endorepelline (fragment du 

perlécan) et de l’endostatine (fragment du collagène XVIII) (Iozzo and Schaefer, 2015).  

 Les protéoglycans extracellulaires  représentent la classe de protéoglycans la plus 

conséquente puisqu’elle compte 25 gènes distincts (Theocharis et al., 2016), dont les hyalectans 

(protéoglycans se liant à l’acide hyaluronique et aux lectines). Parmi les protéoglycans extracellulaires 

figurent l’aggrécan, le versican, le neurocan et le brevican qui sont des composants structurels du 

cartilage, des vaisseaux sanguins et du système nerveux central. Dix-huit SLRP (Small Leucine-Rich 

Proteoglycans), exprimés de manière 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 collagènes (Kalamajski and Oldberg, 2010) car ils 

contiennent une région capable d’interagir  avec les collagènes fibrillaires. A titre d’exemple, il a été 

montré que la décorine se lie de manière non covalente à la surface des fibrilles de collagènes et que 

ses chaines latérales contribuent au contrôle de la formation et de l’alignement des fibrilles de 

collagène (Theocharis et al., 2016). Enfin, trois testicans aussi appelés protéines SPOCK complètent 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 à 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, l’agrin et le collagène 

XVIII. Enfin, les protéoglycans associés aux cellules comprennent les syndécans qui sont transmembranaires et les 

glypicans qui sont ancrés à la membrane plasmique via une ancre GPI (Edwards, 2012). 
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1.1.4. 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 être 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 à 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 à 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) l’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 dépôt et la centralisation des graisses qui sont utilisées comme 

réserve énergétique et contribuent à l’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 l’inflammation et la réponse aux allergènes via le relargage d’héparine 

et d’histamine. De plus, ils contribuent à 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 

l’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 à eux les éléments nerveux retrouvés dans les tissus conjonctifs et sont chargés de 

transmettre l’information. 

1.1.5. Interactions cellules-MEC 
 

Les mécanismes d’adhésion cellulaire permettent aux cellules de s’attacher entre-elles ou à la 

MEC, contribuant ainsi à l’ organisation cohérente en différents tissus et organes (Geiger and Yamada, 

2011). L’ancrage des cellules à 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, synthèse de 

macromolécules,…). La formation des adhésions cellulaires et leurs régulations sont en effet cruciales 

au cours de l’embryogenèse 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,…) à 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 l’ancrant à 

la membrane plasmique),… (Geiger and Yamada, 2011). La composition et la morphologie des 

adhésions peuvent évoluer de manière 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 rôle central dans 

leur formation, maturation et leur fonction étant donné que ces protéines forment la famille 

principale de récepteurs permettant l’attachement entre les cellules et leur environnement.  

Les intégrines sont des hétérodimères composés d’une sous-unité α et d’une sous-unité β 

associées de manière non-covalente. Chez les vertébrés, 18 sous-unités α et 8 β ont été recensées, et 

forment 24 intégrines différentes aux distributions tissulaires variables (Campbell and Humphries, 

2011). Un ligand peut souvent se lier à 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 collagènes, 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 à son ligand est médiée par des séquences 

spécifiques telles que le triplet RGD dans la fibronectine ou encore la séquence GFOGER dans le 

collagène I (où 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, l’interaction de l’intégrine 

avec son ligand, la formation de l’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 manière 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 

et al., 2006).  

Les signaux chimiques et mécaniques de la MEC constituent donc des régulateurs importants 

de la plupart des processus cellulaires (prolifération, migration, survie, différenciation, synthèse 

protéique,…) qui permettent aux cellules de s’adapter à 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 très nombreuses fonctions s’étendant de la dégradation de la nourriture en 

nutriments, jusqu’à 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 l’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 à sérine, thréonine, cystéine, ou à acide aspartique/glutamique) ou d’un ion métallique 

(les métalloprotéases).  

Les métalloprotéases auxquelles s’intéresse particulièrement 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 l’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-mêmes être divisées en 

sous-familles (Gomis-Ruth, 2009):  

- les astacines, qui participent à 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, l’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 à 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-après. 

- les adamalysines, d’une importance particulière 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 à 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 morphogenèse, notamment par 

l’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, l’arthrite ou le cancer. La première MMP à avoir été découverte (il y a plus de 50 ans) 

a été identifiée au cours d’une étude recherchant l’enzyme capable d’initier la dégradation du 

collagène (activité collagénase) lors de la résorption de la queue des têtards 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 l’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 à 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 à 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 à plusieurs niveaux, probablement parce qu’une activation 

constitutive et insuffisamment contrôlée pourrait s’avérer délétère. Ces régulations s’opèrent au 

niveau de l’expression génique mais également par l’intermédiaire du prodomaine qui maintient les 

MMP sous une forme inactive (zymogène). En effet, un résidu cystéine, conservé au sein du 

propeptide, a la capacité de lier l’atome de zinc présent dans le domaine catalytique, ce qui rend 

l’enzyme inactive. Le clivage du prodomaine (ou la modification de cette cystéine) est donc nécessaire 

pour permettre l’activation de l’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 

manière 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, 

l’adhésion et l’apoptose. 
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Figure 14: Classification des MMP basée sur l’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 à la FN, un 

domaine charnière et un domaine de type hémopexine. Les gélatinases se caractérisent par la présence de motifs 

répétés de type fibronectine type II alors que d’autres MMP partagent la particularité d’être activables par un clivage 

opéré par des proprotéines convertases telle la furine. Modifié d’après (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 à une morsure.  

- les ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinases) 

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

2.2.1. Les ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinases) 
 

A ce jour, 40 gènes codant pour des ADAM ont été identifiés, dont une vingtaine chez l’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 à la séquence xCD, similaire à la séquence RGD des protéines capables d’adhérer 

aux intégrines (excepté pour l’ADAM-15 qui possède 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 possèdent 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, tantôt transmembranaire tantôt 

extracellulaire, et modifieraient leur fonction.  

Les ADAM sont impliquées dans de multiples processus tels que la migration, la fécondation 

de l’œuf par les spermatozoïdes, 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 

l’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, 

l’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 à elle largement inconnue, avec des rôles possibles dans le développement, l’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 protéolytique, 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 l’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 

ADAMTS2, furent respectivement identifiés par une équipe japonaise (Kuno et al., 1997) et par le 

LBTC, notre laboratoire (Colige et al., 1997), de manière quasi simultanée. Depuis, deux homologues 

de l’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 mammifères (Figure 16), nommées 

ADAMTS1 à 20, les ADAMTS5 et 11 faisant référence à la même protéine (Kelwick et al., 2015a). Ces 

enzymes sont, au même 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 l’expression de gènes spécifiques et non de l’épissage alternatif de gènes 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 mêmes domaines auxiliaires C-terminaux, notamment les domaines TSR1 

(Apte, 2009; Le Goff and Cormier-Daire, 2011).  

 

2.2.2.1. Structure  

Au-delà 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 » recèle plus de variations en termes de domaines de structures et de séquence, 

ce qui explique l’hypothèse 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 à posséder une activité aminoprocollagène peptidase. A 

l’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 être 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 l’ADAMTS4), 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 l’aggrécan, malgré une composition variable de leur domaine auxiliaire. 

L’ADAMTS13 est à 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 procollagène N-peptidase et d’un domaine PLAC (Protease and 

Lacunin). Ce sont les seules ADAMTS connues pour avoir une activité aminoprocollagène peptidase. Un autre groupe 

d’ADAMTS caractérisé par la présence d’un domaine mucine comprend les ADAMTS7 et 12. Ce domaine particulier 
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leur confère le statut de protéoglycan. Selon des données toujours soumises à 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 être caractérisées afin de définir leurs familles de substrats potentiels. Représentation 

des enzymes faite à l’échelle. PLAC: Protease and Lacunin; CUB: Complément C1r/C1s, Uegf et BMP1; vWFCP: von 

Willebrand factor-cleaving protease; GON-1: domaine similaire à 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 considère 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 zymogène 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. 

Même si aucune preuve directe de « cysteine switch » n’a été apportée à ce jour, le clivage de ce 

domaine est requis pour l’activation  des ADAMTS (à l’exception de l’ADAMTS13). 

- 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 l’atome de zinc essentiel à 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 

l’activité  catalytique (Jones and Riley, 2005). Une méthionine conservée est présente en aval du 

site actif, ce qui permet une boucle « met-turn » similaire à 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 à ce 

jour aucune preuve de l’interaction directe des ADAMTS avec des intégrines par l’intermédiaire de 

ce domaine, alors que cela a été référencé pour certaines ADAM (Przemyslaw et al., 2013). Le 

domaine disintégrine-like semblerait plutôt 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 

l’ADAMTS4 à 13 pour les ADAMTS9 et 20 (Figure 16). Ces TSR sont organisés de manière 

ininterrompue, ou sont séparés en blocs par des séquences peptidiques non structurées 

(ADAMTS9 et 20), voire même 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 même 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 suggère des interactions préférentielles avec les GAG ou une 

localisation en périphérie cellulaire pour les ADAMTS qui les possèdent, participant ainsi à 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 à l’héparine, l’activation de la forme latente du TGF-β, 

l’adhésion cellulaire et l’inhibition de l’angiogenèse (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 à ces 

enzymes d’interagir avec des intégrines (Colige et al., 1997).  

- Un « spacer » de longueur variable suit le domaine riche en cystéines. Ses fonctions, à l’instar de 

celles du domaine riche en cystéines, restent relativement peu définies mais il pourrait jouer un 

rôle dans l’interaction entre l’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 

même titre que ce qui a été montré pour le domaine riche en cystéines (Ai et al., 2005; De Maeyer 

et al., 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 l’ADAMTS20). Son nom est tiré de la protéine GON-1, une ADAMTS 

orthologue chez C. elegans où elle est nécessaire au développement des gonades. Elle 

semblerait impliquée dans la dégradation des membranes basales et dans certaines 

étapes de la morphogenèse (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 à ce jour (Barrett et al., 2012). 

o Le domaine PNP (Procollagène N-Propeptidase) est présent dans les ADAMTS2, 3 et 

14 à leur extrémité C-terminale et englobe leur domaine PLAC (Colige et al., 2005).  

o L’ADAMTS13 est la seule à comporter deux domaines CUB (pour Complement 

C1r/C1s, 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 à la membrane plasmique), dont la majorité 

sont associées au développement (Bork and Beckmann, 1993). Dans le cas de 

l’ADAMTS13, ils ne semblent pas être impliqués dans l’activité catalytique car un 

variant sans domaine CUB présente une activité enzymatique normale (Zheng, 2013). 

En revanche ils sont nécessaires à la liaison de l’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 l’attachement de 

chaines chondroïtine sulfate, ce qui confère à ces ADAMTS le statut de protéoglycan 

(Somerville et al., 2004b).   
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2.2.2.2. Maturation et régulations de l’activité 

enzymatique 

Tout comme les MMP et les ADAM, les ADAMTS sont exprimées sous forme de zymogène 

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 l’enzyme. Certaines pro-enzymes, comme l’ADAMTS9, peuvent néanmoins être résistantes à 

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 l’activation des ADAMTS, il arrive 

qu’il induise au contraire une diminution de l’activité de la proprotéine déjà active. Par exemple, le 

clivage du propeptide de l’ADAMTS13 n’est pas nécessaire pour le clivage du facteur de von 

Willebrand (Majerus et al., 2003). De même, l’excision du prodomaine de l’ADAMTS9 par la furine 

réduit son activité protéolytique sur le versican (Koo et al., 2006, 2007).  

L’activité des ADAMTS peut aussi être 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 l’activité 

d’autres ADAMTS, même si cette hypothèse doit encore être confirmée expérimentalement. Que la 

protéolyse active ou inhibe les ADAMTS, elle peut être soit autocatalytique (Colige et al., 2005; 

Flannery et al., 2002) ou résulter de l’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 endogènes des ADAMTS ont été recensés, à l’image de TIMP3 et de 

l’α2-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 l’ADAMTS2 in vitro (Kramerova et al., 

2000). De manière analogue, il a été suggéré que les ADAMTSL en général pourraient aussi jouer un 

rôle inhibiteur / régulateur des ADAMTS en raison de l’homologie structurelle de leurs domaines 

auxiliaires et de leur capacité à interagir avec des composants matriciels (Apte, 2009; Kelwick et al., 

2015a). Récemment, la recherche dans la lutte contre l’ostéoarthrite rhumatoïde s’est intéressée à 

l’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 synthèse) ou la 

nobilétine (un composé présent dans l’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 progrès 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) 

ADAMTS1  

(Kuno et al., 1997) 

Aggrécan (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002), Versican (Sandy et al., 

2001), Tissue Factor Pathway Inhibitory 2 (Torres-Collado et al., 2006), 

Nidogènes 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) 
Procollagènes de types I-II-III-V (Colige et al., 2005) 

ADAMTS3  

(Fernandes et al., 2001) 

Procollagènes de types I-II (Fernandes et al., 2001; Le Goff et al., 2006), 

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), α2-macroglobuline 

(Tortorella et al., 2004), matriline 3 (Hills et al., 2007) 

ADAMTS5  

(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), α2-macroglobuline (Tortorella et al., 

2004) 

ADAMTS6  

(Hurskainen et al., 1999) 
Inconnu 

ADAMTS7  

(Somerville et al., 2004b) 

α2-macroglobuline (Somerville et al., 2004b), Granulin epithelin precursor 

(Bai et al., 2009a), COMP (Liu et al., 2006a),  

ADAMTS8  

(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  

(Cal et al., 2001) 
COMP (Liu et al., 2006b) 

ADAMTS13  

(Zheng et al., 2001) 
Facteur de von Willebrand (Zheng et al., 2001) 

ADAMTS14  

(Colige et al., 2002) 
Procollagènes de types I-III (Colige et al., 2002) 

ADAMTS15  

(Cal et al., 2002) 
Aggrécan (Kevorkian et al., 2004) 

ADAMTS16  

(Cal et al., 2002) 
Aggrécan (Zeng et al., 2006), α2-macroglobulin (Gao et al., 2007) 

ADAMTS17  

(Cal et al., 2002) 
Endothelial protein C receptor shedding(Kutz et al., 2011) 

ADAMTS18  

(Cal et al., 2002) 
Aggrécan (Zeng et al., 2006) 

ADAMTS19  

(Cal et al., 2002) 
Inconnu 

ADAMTS20  

(Somerville et al., 2003) 
Versican (Silver et al., 2008) 

Tableau 5: Substrats identifiés des ADAMTS 

 



Introduction générale 
 

48 
 

Génotype Phénotype 

Adamts1-/-  

(Mittaz et al., 2004; Shindo 

et al., 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 à 95% de létalité postnatale 
Adamts2-/-  

(Li et al., 2001) 

- Fragilité cutanée 

- Stérilité masculine 

Adamts2-/- / 14-/- (Dupont 
et al., 2018) 

- Phénotype de l’Adamts2-/- aggravé par le développement de lésions 
épidermiques  

Adamts3-/- (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 lésions de la moelle épinière 

Adamts5-/-  

(Dupuis et al., 2011; 

Glasson et al., 2005; 

McCulloch et al., 2009) 

- Syndactylie à faible pénétrance  
- Valve cardiaque myxomateuse 
- Diminution des lésions d’ostéoarthrite après induction d’une instabilité 
articulaire (modèle d’ostéoarthrite)  
- Diminution du clivage du versican lors de la myogenèse 
- Accumulation d’aggrécan et fonction des tendons altérée 
- Altération du dépôt de collagène dans des modèles de cicatrisation de la peau 

Adamts4-/-/5-/-  

(Majumdar et al., 2007) 

- Diminution des lésions d’ostéoarthrite après induction d’une instabilité 

articulaire (modèle d’ostéoarthrite) 

Adamts7-/- - Réponse altérée en cas de lésions vasculaires 

Adamts9-/-  

(Enomoto et al., 2010) 

- Létal au jour embryonnaire 7.5 

Adamts9+/-  

(Kern et al., 2010; Koo et 

al., 2010) 

- Anomalies cardiaque et aortique 
- Néovascularisation spontanée de la cornée 

Adamts9+/-/5-/-  
(McCulloch et al., 2009) 
 

- Syndactylie à haute pénétrance 
 

Adamts9+/-/20-/-  

(Enomoto et al., 2010; 

McCulloch et al., 2009; 

Silver et al., 2008) 

- Taches blanches dans le pelage plus étendues que pour l’Adamts20-/- 
- Syndactylie à pénétrance complète 
- Fente labio-palatine 

Adamts9+/-/20+/-  

(Enomoto et al., 2010) 

- Fermeture du palais retardée 

Adamts12-/-  

(El Hour et al., 2010) 

- Sensibilité élevée à la croissance tumorale et à l’angiogenèse 
- Augmentation de l’inflammation et retard de guérison après induction de 
colite, de sepsis endotoxique et de pancréatite 
- Augmentation de l’inflammation bronchique et hypersensibilité allergique 
dans des modèles de pathologies des voies respiratoires 

Adamts13-/-  

(Motto et al., 2005) 

- Thrombocytopénie chez les souches de souris avec un taux élevé de vWF 
plasmatique 
- Syndrome ressemblant à un purpura thrombocytopénique thrombotique 
- Infarctus plus large après une occlusion partielle de l’artère coronaire gauche 

Adamts14-/-(Dupont et al., 
2018) 

- Pas de phénotype évident 

Adamts16-/- (rat) 
(Kelwick et al., 2015a) 

- Pression systolique réduite 
- Infertilité et cryptorchidie des mâles 

Adamts18-/- - Cataracte 
- Masse graisseuse corporelle réduite 

Adamts20-/-  

(Enomoto et al., 2010; 

- Taches blanches dans le pelage 
- Syndactylie à faible pénétrance  
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McCulloch et al., 2009; 

Silver et al., 2008) 

- Retard de fermeture du palais 

Adamts5-/-/20-/- 

(McCulloch et al., 2009) 

- Syndactylie à pénétrance complète  

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

 

Sur base des modèles murins existants (Tableau 6) et de l’étude de certaines pathologies 

héréditaires chez l’humain (Tableau 7), il est clair que les ADAMTS sont impliquées dans une 

multitude de processus physiopathologiques qui comprennent l’homéostasie des tissus conjonctifs, la 

coagulation, l’arthrite, l’angiogenèse ou encore la migration cellulaire. L’établissement d’un inventaire 

de leurs substrats permettrait donc d’appréhender plus aisément leurs diverses fonctions.  

 

Enzyme Fonction Maladie humaine 

Principales 

manifestations 

cliniques  

Gène associé à un 

phénotype similaire 

ADAMTS2 Procollagène 

N 

propeptidase 

Syndrome d’Ehlers-

Danlos de type 

dermatosparactique 

(VII C) 

Peau fragile, hernie 
ombilicale, ecchymoses 
fréquentes 

 

ADAMTS10 Inconnue Syndrome de Weill-

Marchesani (WMS) 

Stature et membres courts, 
peau épaisse, ankylose 
articulaire, dislocation du 
cristallin 

FBN1 

ADAMTS17 Inconnue WMS-like Petite taille, dislocation du 

cristallin 

FBN1 

ADAMTS13 Clivage du 

facteur de 

von 

Willebrand 

Purpura 

Thrombocytopénique 

thrombotique  

Thrombose des capillaires 
et artérioles (coeur, 
cerveau, rein) 

 

ADAMTSL2 Inconnue Dysplasie 
géléophysique 

Stature et membres courts, 
peau épaisse, ankylose 
articulaire, maladie des 
valves cardiaques 

FBN1 

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 : aminoprocollagène 

peptidases 

Le groupe des aminoprocollagène peptidases comprend les ADAMTS2, 3 et 14. Il revêt une 

attention particulière pour notre laboratoire et constitue le thème principal de ce travail. 

Historiquement, l’intérêt pour l’ADAMTS2 remonte au début des années 1970, dans le cadre de l’étude 

d’une maladie génétique rare apparue chez le bovin en Belgique au cours d’un programme de 

croisement visant à générer une race caractérisée par une masse musculaire élevée. Les animaux 

touchés par la maladie baptisée dermatosparaxie présentaient une peau extrêmement fragile (Lapiere 

et al., 1971; Lenaers et al., 1971). Des analyses du derme en microscopie électronique démontrèrent la 
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présence de fibrilles de collagène anormales et désorganisées résultant de l’accumulation de collagène 

de type I et III ayant conservé leur aminopropeptide. L’incubation du collagène extrait du derme 

d’animaux dermatosparactiques avec un extrait de peau normale résultant en un clivage de 

l’aminopropeptide du collagène, il fut suggéré que la pathologie résultait de l’absence d’une activité 

« aminoprocollagène peptidase ». Une avancée importante fut la détermination d’une partie de la 

séquence en acides aminés de l’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 à une nouvelle nomenclature établie à cette époque (Kuno et al., 1997), 

cette aminoprocollagène peptidase fut baptisée ADAMTS2. 

 Deux autres enzymes démontrant une activité aminoprocollagène peptidase furent ensuite 

décrites : les ADAMTS3 et 14. La première référence indirecte à l’ADAMTS3 résulte du clonage d’un 

cDNA humain (KIAA0366) qui présentait de fortes similarités de séquence avec l’ADAMTS2 (Nagase 

et al., 1997), bien que l’activité N-endopeptidase de la protéine codée ne fût démontrée que quelques 

années plus tard (Fernandes et al., 2001). L’ADAMTS14 fut quant à 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-procollagène peptidase in vitro 

(Colige et al., 2002). 

L’ADAMTS2 est impliquée dans le clivage de l’aminopropeptide du collagène 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 procollagènes de types II, III 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 à elles une activité in vitro 

sur les procollagènes de types I, II et III pour l’ADAMTS3 (Fernandes et al., 2001; Le Goff et al., 2006), 

et de type I pour l’ADAMTS14 (Colige et al., 2002). De plus, l’ADAMTS3 est co-exprimée avec le 

collagène de type II dans le cartilage et avec le collagène 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 collagènes. L’ADAMTS14 ne présente pas une expression spécifique de 

certains tissus au cours du développement mais est co-exprimée avec l’ADAMTS2 dans le derme 

mature. Enfin, l’ADAMTS2 est co-exprimée dans de nombreux tissus avec le collagène de type III.  

Outre la mutation entrainant une perte d’activité de l’ADAMTS2 à l’origine de la 

dermatosparaxie bovine, plusieurs altérations (délétions, codons stop prématurés) du gène humain 

ont été identifiées et sont à l’origine du syndrome d’Ehlers-Danlos (EDS) de type dermatosparactique 

chez l’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 extrême de la peau, des ecchymoses 

fréquentes, une hernie ombilicale et un faciès caractéristique (micrognathie, œdème des paupières, 

fontanelle large, sclérotique bleue) (Colige et al., 2004; Malfait et al., 2004). Comme chez le bovin, elle 

résulte d’un déficit de clivage de l’aminopropeptide des procollagènes de types I et III, dont la 

persistance perturbe l’assemblage correct des fibrilles et fibres de collagène dans le derme. 

Les souris homozygotes ADAMTS2 knockout (Adamts2-/-) présentent les mêmes 

caractéristiques phénotypiques que la dermatosparaxie chez l’humain et le bovin, en particulier une 

extrême fragilité de la peau alors que les autres tissus riches en collagènes, tel que l’os et les tendons, 

semblent normaux (Li et al., 2001). A la naissance, les nouveau-nés  Adamts2-/- sont normaux. Leur 

peau n’est pas particulièrement fragile et les fibres de collagènes ont une morphologie normale 

suggérant que d’autres ADAMTS, peut-être l’ADAMTS3 et/ou l’ADAMTS14, pourraient être 

responsables du clivage du procollagène de type I durant la vie embryonnaire et au cours des 

premiers jours après la naissance. En appui de cette hypothèse, notre laboratoire a montré que les 
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ADAMTS2, 3 et 14 possèdent une expression tissulaire spécifique durant l’embryogenèse chez la 

souris (Le Goff et al., 2006). Seule l’ADAMTS3 a été identifiée comme étant significativement exprimée 

dans les tissus riches en collagènes de type I et de type II, alors que l’expression de l’ADAMTS2 est 

plus particulièrement associée avec l’expression du collagène de type III, comme dans le poumon ou 

l’aorte par exemple. En revanche, l’ADAMTS14 n’est pas significativement détectée par hybridation in 

situ chez l’embryon. Un autre phénotype notable des souris Adamts2-/- est la stérilité des mâles. Celle-

ci résulte d’évènements toujours inexpliqués mais dont on sait qu’ils surviennent quelques semaines 

après la naissance puisque les testicules semblent normaux à l’âge de 2 semaines mais sont fortement 

altérés 2 semaines plus tard ((Li et al., 2001) et observations personnelles).  

Du polymorphisme dans le gène de l’ADAMTS2 est par ailleurs associée à 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 l’adulte (Arning et al., 2016). L’expression de l’ADAMTS2 

participerait également à l’établissement de la cirrhose du foie chez l’humain via sa participation à la 

formation des fibres de collagène et la régulation de la voie du TGF-β (Dong et al., 2013). Il a d’ailleurs 

été démontré au sein du LBTC que la fibrose hépatique était significativement réduite chez les souris 

Adamts2-/- (Kesteloot et al., 2007). Enfin, notre laboratoire a aussi mis en évidence un rôle anti-

angiogène et anti-tumoral de l’ADAMTS2 in vitro et in vivo via un mécanisme indépendant de son 

activité catalytique (Dubail et al., 2010).  

A l’aide d’un modèle de souris déficientes, notre laboratoire a récemment identifié l’ADAMTS3 

comme acteur indispensable de la lymphangiogenèse. Les souris hétérozygotes (Adamts3+/-) sont 

viables et fertiles alors que les embryons homozygotes Adamts3-/- meurent au jour 15 de gestation. Ils 

présentent un lymphœdème cutané important (et particulièrement au niveau dorsal), des vaisseaux 

sanguins anormaux dans le placenta et une dégénérescence progressive du foie alors que la 

maturation des collagènes fibrillaires semble normale. Le LBTC a montré que ce phénotype spécifique 

chez les embryons Adamts3-/- résulte de l’absence de maturation par l’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 l’ADAMTS14 sont actuellement disponibles. Des études 

d’association génétique semblent l’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 à une susceptibilité accrue à développer divers 

cancers, notamment du foie (Sheu et al., 2017) et de la cavité orale (Su et al., 2016). Il 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 l’ADAMTS2 et de 

l’ADAMTS14 cause cependant, outre la fragilité cutanée liée à l’absence de l’ADAMTS2, le 

développement vers l’âge de 3 mois de lésions 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 » à leur capacité à cliver divers protéoglycans tels 
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l’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 à l’ADAMTS1 ont été mises en lien avec la 

présence de ses domaines TSR mais aussi avec son activité catalytique (Rodriguez-Manzaneque et al., 

2015). L’ADAMTS1 a également été référencée comme inhibitrice de la lymphangiogenèse 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 l’ADAMTS1 dans le contrôle de l’accumulation du versican dans 

les valves mitrales en cas de dégénérescence myxoïde  (Hulin et al., 2012).  

L’absence d’ADAMTS5, dans un modèle de souris déficientes, mène également à une réduction 

de la protéolyse du versican et à une dégénérescence myxoïde des valves cardiaques (Dupuis et al., 

2011). Il a également été démontré que l’absence d’activité ADAMTS5 protège 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 l’ADAMTS4 n’est pas 

l’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 rôle suppresseur de tumeur à l’ADAMTS8 dont la répression de 

l’expression via l’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 

l’expression de l’ADAMTS8 est réprimée (Dunn et al., 2006). Une activité anti-angiogénique puissante, 

similaire à celle de l’ADAMTS1, 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 l’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 (vWFCP) 

L’ADAMTS13, aussi appelée vWFCP pour von Willebrand Factor Cleaving Protease, est la seule 

ADAMTS qui comporte deux domaines CUB à son extrémité C-terminale (Zander et al., 2015). C’est 

aussi la seule connue à 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 l’ADAMTS13 causent le « purpura 
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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 être greffé une chaîne chondroïtine sulfate, 

ce qui leur confère 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). L’ADAMTS12 est d’ailleurs considérée comme un 

inhibiteur de la chondrogenèse (Bai et al., 2009b) alors que l’ADAMTS7 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 l’ostéoarthrite même si 

les données nécessitent d’être confirmées in vivo (Wei et al., 2014b). Des données in vivo ont par 

contre confirmé l’implication de l’ADAMTS7 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 

rhumatoïde et d’ostéoarthrite correspondent à ceux générés par la digestion de COMP par l’ADAMTS7 

qui est surexprimée dans ces maladies (Luan et al., 2008) L’ADAMTS12 a de plus été caractérisée 

comme médiateur de l’inflammation physiologique, mais  aussi particulièrement de l’inflammation en 

cas d’allergie, y compris dans l’asthme (Moncada-Pazos et al., 2012; Paulissen et al., 2012; Wei et al., 

2014b). Enfin, elle a été rapportée comme exerçant 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 à elle, été associée au développement de l’athérosclérose et de 

pathologies vasculaires mais son rôle précis reste toujours à déterminer, bien qu’il puisse faire 

intervenir la dégradation de COMP par l’ADAMTS7 et l’interaction de celle-ci avec la thrombospondine 

1 (Zhang et al., 2015). Son rôle a aussi été évoqué dans la croissance et l’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 ADAMTS9 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).  

L’ADAMTS9 est une métalloprotéase physiologiquement cruciale au vu de la létalité des 

embryons déficients en ADAMTS9 dès le stade de gastrulation (Dubail et al., 2014; Kern et al., 2010). 

Ceci  serait associée à l’absence de clivage du versican par l’ADAMTS9 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 genèse de fragments cryptiques 

capables de réguler des propriétés cellulaires (Nandadasa et al., 2014). 

L’haploinsuffisance en ADAMTS9 provoque des défauts cardiovasculaires et des problèmes 

oculaires avec une forte pénétrance. Chez la souris, la combinaison de cette haploinsuffisance et de 

l’inactivation de l’ADAMTS20 suite à une mutation se traduit par la mortalité des souriceaux 

(Adamts9+/-/20-/-) à la naissance, en raison d’une fente palatine importante, alors que l’inactivation 

seule de l’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 l’absence de pigmentation (« belted ») qui est plus 

étendue que dans le cas des souris Adamts20-/-. Ces travaux ont ainsi permis de démontrer 

l’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-/-/5-/-) présentent une 

syndactylie à pénétrance complète résultant de l’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 ADAMTS9 et 

20 (via un système d’inactivation conditionnelle de l’ADAMTS9 permettant d’éviter la létalité 

embryonnaire) (Dubail et al., 2014).  

Enfin, l’ADAMTS9 a été identifiée comme un gène suppresseur de tumeur dans les cas des 

cancers nasopharyngiens et de l’œsophage via ses propriétés anti-angiogènes (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 gène codant pour l’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 l’ADAMTS10 se lie à cette 

protéine, tout semble indiquer une implication de l’ADAMTS10 dans la fibrillogenèse, même si la 

nature de ce lien reste actuellement floue (Hubmacher and Apte, 2015). Alors que l’ADAMTS10 

semble résistante à un clivage de son prodomaine par la furine, l’ADAMTS6 (qui lui est fortement 

homologue) est efficacement clivée (Cain et al., 2016). Un autre aspect qui distingue ces enzymes 

« sœurs » est que l’ADAMTS10 participe à la formation des adhésions focales, des jonctions 

intercellulaires et au dépôt de fibrilline alors que l’ADAMTS6 inhibe ces processus (Cain et al., 2016). 

Peu de données concernant l’ADAMTS6 sont disponibles mais une récente étude lui confère des 

propriétés antitumorales dans le cadre de cancer mammaires. Celles-ci seraient liées à l’inhibition de 
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la migration et de l’invasion de cellules cancéreuses, ainsi qu’à une réduction de la croissance 

tumorale, suggérant que l’expression de l’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 même jusqu’à 

85% pour leur domaine catalytique (Cal et al., 2002). Leur activité catalytique n’a que peu été étudiée 

mais ces enzymes possèdent une faible activité aggrécanase (Zeng et al., 2006). Il a été suggéré que 

l’ADAMTS18 joue un rôle dans l’hémostase via une interaction et son clivage par la thrombine (Wei et 

al., 2014a). L’ADAMTS18 aurait également un rôle anti-tumoral car des mutations ont été associées à 

divers cancers. Une forte méthylation de son promoteur menant à 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, l’inactivation de 

l’ADAMTS16 chez des rongeurs a mené à de l’hypertension, de la cryptorchidie et de l’infertilité 

masculine, ainsi que des anomalies de développement rénal (Kelwick et al., 2015a). 

Des mutations de l’ADAMTS17 ont été mises en lien avec un syndrome similaire à celui de 

Weill-Marchesani avec des défauts du cristallin associés à une petite stature chez l’humain, et les 

mêmes défauts oculaires chez le chien (Hubmacher and Apte, 2015). Ceci suggère un lien avec la 

fibrilline, comme pour l’ADAMTS10 avec laquelle elle présente une structure similaire, mais sans 

preuve fonctionnelle à ce jour (Hubmacher et al., 2017). L’ADAMTS19 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 à 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 gène codant pour l’ADAMTS19 

et le développement d’une insuffisance ovarienne prématurée, liée à un dysfonctionnement précoce 

des ovaires (Christin-Maitre and Tachdjian, 2010; Knauff et al., 2009). Cela semble indiquer que 

l’enzyme jouerait un rôle dans la folliculogenèse, même si ceci reste à démontrer de manière formelle. 

 

2.2.2.3.7. Les protéines ADAMTSL 

Les protéines ADAMTSL présentent des domaines C-terminaux similaires à ceux présents dans 

le domaine auxiliaire des ADAMTS. Elles s’en différencient néanmoins par l’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 l’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 l’assemblage de la fibrilline pour former les microfibrilles (Bader et al., 2012; Tsutsui 

et al., 2010). 

L’ADAMTSL2 est connue pour se lier à la fibrilline 1 mais aussi au LTBP1 (Latent TGF-β-

binding protein 1), un ligand de la fibrilline 1 et du TGF-β. De plus, des mutations au sein de sa 

séquence provoquent la dysplasie géléophysique, une maladie génétique autosomale récessive 

similaire à la WMS. Le mécanisme sous-jacent consisterait en une diminution de la sécrétion de 

l’ADAMTSL2, probablement en raison d’une altération de sa structure, ce qui résulterait en une 

modification de la biodisponiblité du TGF-β et en une activation de sa voie de signalisation (Le Goff et 

al., 2008). Par ailleurs, un séquençage d’exomes de patients touchés par cette maladie mais ne 

présentant pas de mutation pour l’ADAMTSL2 a mis en évidence des mutations hétérozygotes dans le 



Introduction générale 
 

56 
 

gène codant pour la fibrilline1. Comme une interaction directe a été démontrée entre l’ADAMTSL2 et 

la fibrilline1, il est vraisemblable qu’une dérégulation des interactions fibrilline-ADAMTSL2-TGF-β 

soit bien à l’origine de la petite stature des individus touchés (Le Goff et al., 2011). 

Un autre exemple concerne l’ADAMTSL4, également connue pour se lier à la fibrilline1 

(Gabriel et al., 2012). Les mutations dans son gène 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 gène codant pour la 

fibrilline1 dans le syndrome de Marfan (Lonnqvist et al., 1994). Des mutations dans le gène codant 

pour la protéine LTBP2 induisent elles aussi un syndrome oculaire similaire (Desir et al., 2010), 

suggérant un lien entre l’ADAMTSL4 et LTBP2 de manière analogue à celui entre l’ADAMTSL2 et 

LTBP1. 

En conclusion, il semble donc que les ADAMTS(L) remplissent des fonctions dans des 

processus importants tels que l’angiogenèse et la lymphangiogenèse, 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 complète de leurs 

substrats et de leurs fonctions est toutefois requise afin de mieux définir si les ADAMTS(L) peuvent 

être considérées comme des outils diagnostiques et des cibles thérapeutiques d’intérêt. 
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3. Protéolyse et « dégradomique » 
 

Environ 2% des gènes 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 contrôle précis d’une multitude de processus et ce dans tous les 

organismes vivants. Ce contrôle s’effectue au travers de l’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 contrôlent donc (in)directement de 

nombreux processus biologiques capitaux comprenant la réplication de l’ADN, la progression dans le 

cycle cellulaire, la différenciation et la migration cellulaires, la morphogenèse et le remodelage 

tissulaire, l’homéostasie, la réparation tissulaire, l’immunité, l’angiogenèse, l’apoptose,… (Barrett et 

al., 2012; Sternlicht and Werb, 2001). 

En considérant l’importance des protéases pour l’ensemble de ces processus, il est aisé de 

comprendre que des altérations de leur synthèse ou de leur activité puissent être 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 l’étude et la caractérisation de l’activité des 

protéases à l’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 l’accent sur la façon dont la protéolyse permet aux cellules 

de contrôler certains processus biologiques, les premières 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 à deux concepts. Le premier fait référence à l'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 particulière dans une cellule, un 

tissu ou un organisme (Lopez-Otin and Overall, 2002).  



Introduction générale 
 

58 
 

Au vu de la complexité des réseaux protéolytiques, le développement des outils spécifiques à 

son étude se sont avérés nécessaires. Les avancées technologiques, notamment en spectrométrie de 

masse, ont mené au développement de techniques puissantes et quantitatives permettant 

l’identification ciblée des substrats potentiels de protéases. Une des approches initiales consista à 

marquer puis analyser en spectrométrie de masse l’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’intérêt (Anderson and Anderson, 2002; 

Eckhard et al., 2016c; Huesgen and Overall, 2012). Les données obtenues par ce type d’approche sont 

donc limitées et incomplètes. Cette limitation peut être contournée en se focalisant sur l’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 à haut 

débit appelé « terminomique », dont le but est l’étude de peptides situés aux extrémités N- et C-

terminales générés par la protéase d’intérêt (directement et indirectement) (Eckhard et al., 2016c).  

Comme dans toute approche de protéomique par spectrométrie de masse, les protéines de 

grande taille doivent être 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 l’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’intérêt (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 

l’endoprotéase spécifique peuvent ne pas être adéquats pour l’identification par spectrométrie de 

masse (trop petits, trop longs, présentant une ionisation faible,…), ce qui risque de compromettre 

l’identification de certains peptides et de la protéine cible correspondante (Huesgen and Overall, 

2012). Cet inconvénient peut être évité en effectuant les expériences en réplicats, en ayant recours à 

des endoprotéases aux spécificités complémentaires telles que la trypsine (clivage en aval d’une 

arginine ou d’une lysine) et la GluC (clivage après un acide glutamique ou, dans une moindre mesure, 

après 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 l’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 très stringentes sont dès lors utilisées pour l’assignement d’une séquence à un 

spectre identifié par le spectromètre de masse. Par exemple une validation statistique du peptide via 

le logiciel PeptideProphet (Keller et al., 2002) est couramment appliquée, de même 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 l’échantillon. Une sélection positive ou négative des peptides N- ou C-terminaux d’intérêt permet de simplifier les 

échantillons à 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 l’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 à un marquage isotopique ou à 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, à savoir les groupements carboxyles situés à l’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 polymère 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 l’échantillon en peptides informatifs avant l’analyse 

en spectrométrie de masse (Marino et al., 2015). 

Dans le cas de la COFRADIC, qui fut la première 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, après 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 

l’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 

génère des peptides avec une extrémité aminoterminale possédant une amine libre, à l’exception du 

peptide situé le plus en amont puisque son amine terminale avait initialement été bloquée par le 

marqueur. L’utilisation d’un polymère fixant les amines libres permet ensuite une sélection négative 

aboutissant à un enrichissement en peptides N-terminaux d’intérêt (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 complète 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 particulièrement 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 à l’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 à 

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 l’étude de la métabolisation de médicaments ou drogues par 

l’organisme (Finehout and Lee, 2004). 

Tous les spectromètres 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 système informatique dont la 

nature varie selon le type de spectromètre 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) à l’état gazeux ainsi que leur 

ionisation. La charge que les molécules reçoivent permet au spectromètre d’accélérer les ions. Ceux-ci 

passent alors à 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, à l’inverse, d’utiliser l’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 à 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 

extrême afin d’éviter toute contamination par des molécules de gaz neutre, avec lesquelles les ions de 

l’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 à un système 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 

être comparés à ceux de bases de données afin d’identifier les molécules de l’échantillon analysé 

(Finehout and Lee, 2004).  

Les analyseurs peuvent être couplés pour réaliser des analyses en tandem (MS/MS) qui 

fournissent des informations supplémentaires à 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 première dimension (MS). Une cellule de fragmentation permet ensuite de fragmenter un ion 

spécifique après 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 l’ensemble des protéines d’un protéome, les ions précurseurs (les peptides) 

seront sélectionnés et fragmentés individuellement. Cette fragmentation génère 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’opère de la même manière que pour la première dimension via 

les différents m/z et en considérant aussi les fragments de séquence obtenus dans cette seconde 

dimension. L’identification des molécules composant l’échantillon initial est alors obtenue via la 

comparaison à une base de données (par exemple les bases de données Mascot et X !Tandem pour 

l’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 l’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 même abondance n’ont en effet pas la même intensité de pic après analyse. Par 

contre, les différences d’intensité d’un même analyte entre différentes conditions reflètent 

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 à des 

marqueurs isotopiques (iTRAQ, SILAC, ICAT par exemples) qui permettent l’analyse par le 

spectromètre de masse d’un même peptide présent dans différentes conditions ou échantillons au 

cours d’une même expérience, pour ensuite comparer son abondance entre ces conditions. Ce type de 

quantification permettra de dire que le peptide d’intérêt 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. L’iTRAQ-TAILS (isobaric Tag for Relative and 

Absolute Quantification - Terminal Amine Isotopic 

Labeling of Substrates) 
 

Au vu de son caractère central dans le présent travail, l’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 à 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 à 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 18O (Figure 18, B). L’avantage principal de 

l’iTRAQ est qu’il existe sous forme de multiplexes (de 4 ou 8 marqueurs différents selon le kit) 

permettant l’analyse en parallèle de 2 et jusqu’à 4 ou 8 conditions indépendantes selon le kit (Beck et 

al., 2012). Ces différents marqueurs sont dits isobariques parce qu'ils possèdent 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 l’intensité 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 première 

dimension de spectrométrie de masse et seront détectés avec leur masse intrinsèque accrue de 145 

Da (ou 305 Da), quel que soit l’échantillon dont ils sont issus. Ce n'est que lors de la seconde 

dimension MS/MS, après la fragmentation des peptides et des marqueurs iTRAQ, que les 

identifications pourront être effectuées (Figure 18, C) (Ross et al., 2004; Zieske, 2006). L’abondance 

relative de chacun des ions rapporteurs permettra donc de déterminer de manière directe quelle 

proportion de chaque peptide identifié est issue des différentes conditions expérimentales. Les 

produits de fragmentation des peptides permettront quant à eux à identifier la séquence des peptides 

et leur origine protéique. Cependant, aucune quantification absolue des peptides n’est effectuée. 

Développée en 2010, l’iTRAQ-TAILS (Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates) est une 

technique de quantification relative à 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 à 

mettre en évidence une différence d’abondance relative de peptides N-terminaux présents dans des 

échantillons contenant ou non une protéase d’intérêt. Dans ces conditions, tout peptide dont 

l’abondance relative est modifiée permet d’identifier la protéine dont il dérive qui, de facto, est un 

substrat potentiel de l’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 

complète 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) grâce à un enrichissement différentiel en isotopes 
13

C, 
15

N et 
18

O des groupes rapporteur 

et balance, ce qui n’apporte aucune différence de masse au cours de la première dimension en MS de l’analyse (B). (C) 

Illustration du marquage isotopique utilisé pour obtenir quatre combinaisons isobariques de l’iTRAQ. Un mélange de 

quatre peptides identiques marqués séparément par chacun des quatre membres du multiplex est identifié comme un 

seul ion précurseur en MS car ils présentent un m/z identique. Lors de la fragmentation subséquente à la MS, la liaison 

établie entre le marqueur et le peptide se brise de manière similaire aux liaisons peptidiques. Suite à leur fragmentation, 

les quatre marqueurs présentent une masse distincte (de 114 à 117 Da) correspondant à celles des groupements 

rapporteurs en raison de la perte neutre du groupement balance. Cela permet l’identification de la condition 

expérimentale d’origine et une quantification relative du peptide considéré à partir des intensités relatives des ions 

rapporteurs. Les signaux provenant de fragments peptidiques ionisés restent quant à eux isobariques et sont utilisés 

pour identifier les protéines d’origine à l’aide de bases de données (Ross et al., 2004). 

 

 

Au cours de la procédure d’iTRAQ-TAILS, les échantillons à analyser, contenant ou non la 

protéase d’intérêt, sont incubés dans des conditions (température, pH, salinité,…) favorables à 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 dès lors bloquées, par des marqueurs 

isobariques iTRAQ spécifiques à chacune des conditions comparées (Figure 19) (Kleifeld et al., 2010; 

Kleifeld et al., 2011; Prudova et al., 2010). Les échantillons sont ensuite mélangés à 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 l’amine primaire est bloquée par l’iTRAQ, 

et les peptides internes comportant une amine primaire N-terminale libre nouvellement formée par 
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l’endopeptidase. Les peptides N-terminaux peuvent soit être des néo-N-termini générés par la 

protéase étudiée, soit être des peptides N-terminaux correspondant à 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 polymère spécifique HPG-ALD (hyperbranched polyglycerol-aldehyde) qui 

réagit avec les amines primaires libres et forme avec elles des liaisons covalentes. Ce polymère ne 

retiendra donc que les peptides tryptiques puisque les extrémités N-terminales initialement libres ont 

été marquées et bloquées par l’iTRAQ. Les échantillons enrichis en peptides d’intérêt sont alors 

analysés par MS/MS. Un rapport d’abondance est ainsi calculé pour chaque peptide identifié et reflète 

l’abondance relative de ce peptide dans la condition avec protéase par rapport à la condition non 

traitée (Figure 20). Un rapport avoisinant 1 traduit une abondance du peptide d’intérêt 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 / contrôle » supérieur à 1 indique que la protéine dont il est issu pourrait être un substrat 

de la protéase d’intérêt puisque le peptide est plus abondant en présence de la protéase étudiée. Par 

ailleurs, l’extrémité N-terminale du peptide identifié marque le site de clivage. Enfin, un rapport 

« protéase / contrôle » inférieur à 1 traduit une disparition du peptide d’intérêt en présence de la 

protéase. Ceci peut résulter d’un clivage par la protéase d’intérêt au sein du peptide concerné, 

constituant ainsi un indice indirect de l’activité enzymatique. En théorie, à tout peptide caractérisé par 

un rapport supérieur ou inférieur à 1 devrait correspondre un autre peptide de la même 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 …) déjà 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 

ADAMTS2, 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 contrôle et traité par la protéase d’intérêt 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 contrôle et pour la condition « protéase ». Les néo-N-

termini marquées par l’iTRAQ 115 sont illustrés par un cercle rouge. Après marquage des échantillons, ceux-ci sont 

mélangés en proportions équivalentes et digérés à la trypsine. Les échantillons sont ensuite mis en présence d’un 

polymère HPG-ALD (Hyperbranched polyglycerol – aldehyde). Celui-ci réagit avec les amines primaires et retient donc 

les peptides générés par la trypsine. A l’inverse, 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 à la fois l’identification et la quantification relative des peptides marqués. 
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Figure 20: Représentation schématique et explication des différents types de rapport 
« protéase/contrôle » 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 à la 

détermination de l’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/contrôle » significativement supérieur à 1 suggère que le peptide identifié est probablement généré par la 

protéase. Dans ce cas, l’extrémité N-terminale du peptide marque le site de clivage. Un rapport inférieur à 1 peut 

s’expliquer par un clivage au sein du peptide identifié par la protéase mais également par un clivage à distance 

entrainant une dégradation plus complète du substrat par d’autres protéases. Dans ce cas, l’identification précise du site 

de clivage est impossible. Théoriquement, à tout peptide avec un rapport inférieur à 1 devraient correspondre deux 

peptides avec un rapport supérieur à 1, provenant de la genèse des deux peptides par le clivage de la protéine initiale. 

Dans la pratique, ce n’est que très rarement le cas en raison de limitations intrinsèques de la technique (taille des 

peptides adéquate, marquage iTRAQ, résolution insuffisante …). 
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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 

aminoprocollagène peptidase. L’ADAMTS2 est l’enzyme principalement responsable du clivage de 

l’aminopropeptide des procollagènes de type I et III dans la peau, mais elle présente également une 

activité envers les collagènes de types II et V. L’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique, une 

maladie génétique causée par des mutations au sein du gène de l’ADAMTS2, est caractérisée par la 

présence dans le derme de fibres de collagènes extrêmement désorganisées menant à une fragilité 

cutanée sévère. L’étude de souris déficientes en Adamts2 a par la suite confirmé que la peau est 

l’organe le plus fortement altéré, même si d’autres tissus, dont la vessie et l’aorte, sont également 

affectés. A l’inverse, le tendon et l’os, pourtant riches en collagène, ne présentent pas de défauts 

majeurs. De manière totalement inattendue, il s’est avéré que les mâles déficients en ADAMTS2 sont 

également stériles. Ces diverses observations suggéraient une compensation partielle et variable de 

l’absence d’ADAMTS2 par l’ADAMTS3 et/ou l’ADAMTS14, mais indiquaient également l’existence de 

fonctions de l’ADAMTS2 indépendantes de son activité aminoprocollagène peptidase. Les 

connaissances concernant ces deux autres ADAMTS demeuraient toutefois relativement sommaires. Il 

avait notamment été suggéré que l’ADAMTS3 était l’enzyme responsable du clivage du propeptide 

aminoterminal du procollagène de type II dans le cartilage et du procollagène de type I au cours du 

développement embryonnaire, avec une légère activité sur le collagène de type III. De même 

l’ADAMTS14 présente une faible activité aminoprocollagène peptidase sur le collagène de type I, mais 

son expression est très faible au cours du développement et elle est le plus souvent co-exprimée avec 

l’ADAMTS2 chez l’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 procollagènes fibrillaires. A titre d’exemples, des données 

issues du laboratoire ou de la littérature avaient établi des liens entre l’ADAMTS2 et la survenue 

d’accidents vasculaires cérébraux ou le développement d’une fibrose hépatique. Ses rôles anti-

angiogènes et anti-tumoraux avaient également été démontrés. Les fonctions de l’ADAMTS3 

demeuraient quant à elles peu connues à l’entame de ce travail puisque ce n’est que 

contemporainement à notre étude qu’a été démontrée sa capacité à réguler la lymphangiogenèse par 

clivage du pro-VEGF-C en VEGF-C actif. Concernant l’ADAMTS14, des études d’association génétique 

avaient indiqué sa possible implication dans la sclérose en plaque, l’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 à celle de l’ADAMTS2. 

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 l’impact biologique 

du clivage de ces substrats afin de déterminer l’ensemble de leurs fonctions spécifiques ou 

communes. 

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

La première 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 l’une des trois ADAMTS d’intérêt. Il est à noter 

que c’était la première 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 

particulièrement dans la peau. Elle est basée sur des analyses comparatives par N-TAILS 



Contexte scientifique et objectifs du travail 
 

69 
 

d’échantillons de peaux de souris de type sauvage, déficientes en ADAMTS2, déficientes en 

ADAMTS14 ou doublement déficientes en ADAMTS2 et ADAMTS14. 

Enfin, la dernière partie de ce travail porte sur les multiples collaborations en cours et qui 

concernent l’étude des répertoires de substrats d’autres métalloprotéases (MT4-MMP, ADAM28, 

ADAMTS7 et 12) à l’aide de l’iTRAQ-TAILS. 
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Chapitre 1 : détermination des nouvelles fonctions des  

aminoprocollagène peptidases par élargissement de leur 

répertoire de substrats 
 

Les aminoprocollagène peptidases (ADAMTS2, 3 et 14) doivent leur nom à leur capacité à 

cliver l’aminopropeptide des procollagènes fibrillaires, une étape essentielle pour la formation des 

fibres de collagènes. La littérature les concernant indique toutefois qu’elles pourraient être 

impliquées dans des processus biologiques indépendant des collagènes, ce qui suggère 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, à partir d’échantillons de milieux 

conditionnés par des cultures cellulaires. 

A. Résumé des résultats  

 

 Analyse des sécrétomes par iTRAQ-TAILS et mise en évidence des substrats potentiels 

des aminoprocollagène peptidases. 

Cette étude s’est principalement basée sur l’analyse N-TAILS de milieux conditionnés par des 

co-cultures entre des fibroblastes dermatosparactiques et des cellules humaines embryonnaires de 

rein 293 (HEK293) surexprimant l’ADAMTS2, 3 ou 14 de manière inductible par la doxycycline. Ce 

modèle 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 secrètent pas de quantité significative d’ADAMTS3 ou 14, ce qui devrait favoriser 

la présence de substrats endogènes non clivés. 

- Un système d’expression inductible a été préféré car il permet d’utiliser une même lignée 

cellulaire pour le contrôle négatif (absence de protéase recombinante) et l’échantillon contenant 

la protéase (en présence d’inducteur), ce qui prévient toute différence qui aurait pu être liée à 

l’utilisation de lignées cellulaires différentes, contrôle ou exprimant l’enzyme de manière 

constitutive. 

Après la procédure de préparation des sécrétomes et leur marquage par iTRAQ, l’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 / 

contrôle » (P/C) supérieur à une valeur seuil fixée à 3 sigmas à 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 déjà connus des propeptides aminoterminaux des procollagènes 1(I) et 2(I) (Bekhouche 

and Colige, 2015), ce qui démontre la validité de l’approche méthodologique. Les sites de clivage des 

aminopropetides des procollagènes 1(V) et 2(V) n’avaient jamais été décrits précisément et ont pu 

être 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 procollagène 

1(III) et au sein d’autres protéines jouant un rôle 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-β Binding Protein 1) et TGF-β RIII). Bien que l’identification de ces substrats 

candidats ait été effectuée sur base de critères 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. 

 

 

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

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

par MS/MS. 

 

 Validation de protéines structurelles de la MEC comme substrats des 

aminoprocollagène peptidases  

 

C-propeptide du collagène de type III 

A ce jour, seules la bone morphogenetic protein-1 (BMP-1), les tolloid-like proteinases et les 

méprines -α et -β étaient connues pour cliver le propeptide carboxyterminal du procollagène de type 

III (Greenspan, 2005; Vadon-Le Goff et al., 2015). Si le clivage identifié par iTRAQ-TAILS au début du 

carboxypropeptide (Gly1221-Asp1222) du collagène III était avéré, il signifierait que les 

aminoprocollagènes peptidases sont capables d’opérer le clivage des deux propeptides du 

procollagène de type III sans le concours d’autres enzymes. Afin de confirmer le clivage identifié, un 

« mini » procollagène de type III recombinant formé par la fin de la triple hélice et le domaine 

carboxyterminal (PCIII) a été incubé avec l’ADAMTS2 ou l’ADAMTS14, en absence ou présence 

d’éthylène diamine tétra-acétique (EDTA), un inhibiteur des métalloprotéases (Figure 21, A-B). En 



Résultats : Chapitre 1 

73 
 

SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, l’apparition d’une bande protéique aux alentours de 33kDa 

correspondant au CP-III traduit un clivage en présence d’ADAMTS2, confirmant le clivage identifié par 

iTRAQ-TAILS. Des résultats similaires ont été obtenus pour l’ADAMTS14 (résultats non présentés). 

  

Figure 21: Validation des clivages de substrats potentiels impliqués dans la structure de la MEC: C-
propeptide du collagène de type III (A-B) et fibronectine (C-E).   

(A) Représentation schématique du « mini » procollagène de type III utilisé. (B) SDS-PAGE coloré au bleu de 

Coomassie illustrant le clivage in vitro du mini-III recombinant par l’ADAMTS2. (C-E) Immunoblots montrant les profils 

électrophorétiques de la fibronectine en présence ou en absence d’ADAMTS2 (C), d’ADAMTS3 (D) ou d’ADAMTS14 

(E). (C) Analyses de la fibronectine présente dans les sécrétomes de fibroblastes normaux (NF) ou 

dermatosparactiques (DF) incubés avec de l’ADAMTS2 purifiée recombinante active ou inhibée par l’EDTA. Analyses 

de la fibronectine présente dans les sécrétomes de cellules HEK exprimant l’ADAMTS3 (D) ou l’ADAMTS14 (E) de 

manière dépendante de la doxycycline. Le clivage se traduit par une diminution de l’intensité de la protéine de haut 

poids moléculaire (>200 kDa) (C) et par l’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 

où 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 manière inductible. L’apparition d’une bande protéique à 

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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 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 particulièrement la voie du TGF-β. Le clivage potentiel de trois protéines intervenant 

dans cet axe a été étudié (Figure 22): DKK3 (A), LTBP1 (B-C), et TGF-βRIII (D).  

 

DKK3  

La protéine DKK3 recombinante humaine a été incubée, en présence ou en absence d’EDTA, 

avec l’ADAMTS2 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 à 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 l’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-β (TGF-β associé à son propeptide) (Figure 22, B-C). Ces analyses 

démontrent que l’ADAMTS3 et de l’ADAMTS14 clivent le complexe LLC, mais génèrent des profils 

électrophorétiques différents qui traduisent l’existence de sites de clivage propres à chaque enzyme.  

 

TGF-β RIII 

Le clivage du récepteur de type III du TGF-β (TGF-β RIII) a été vérifié par western blotting sur 

des milieux conditionnés de HEK293 exprimant les ADAMTS2, 3 ou 14 de manière inductible (Figure 

22, D). Le TGF-β RIII est une protéine transmembranaire qui ne peut être identifiée dans le sécrétome 

qu’après clivage protéolytique. Un fragment d’environ 50 kDa est visible en présence de chacune des 

trois ADAMTS, démontrant que le TGF-β 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 flèches). 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 l’ADAMTS3 (B) ou l’ADAMTS14 (C) de manière 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-β. (D) Western 

blottings mettant en évidence le TGF-βRIII humain présent dans le sécrétome de cellules HEK exprimant l’ADAMTS2, 3 

ou 14 de manière dépendante de la doxycycline. Les flèches indiquent les formes clivées du TGF-βRIII par les 

ADAMTS respectives. 

 

 Implication de l’ADAMTS2 (et potentiellement des ADAMTS3 et 14) dans la voie du TGF-

β 

En raison de la nature des substrats identifiés et afin de vérifier l’effet biologique de leur 

clivage, nous avons déterminé l’impact de l’ADAMTS2 sur les régulations opérées par les TGF-1 et -

2. Des fibroblastes normaux, préalablement transfectés par des siRNA contrôles (SCR) ou ciblant 

l’ADAMTS2 (siTS2) (Figure 23, A), ont été cultivés en présence de TGF-1 ou -2. Les expressions de 

deux gènes cibles reconnus de la voie des TGF-, le CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et l’α-

SMA (α-Smooth Muscle Actin), ont ensuite été mesurées par RT-PCR. L’effet des TGF-1 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 l’α-SMA ont été visualisées par immunofluorescence 

après un traitement identique à celui décrit ci-avant. Les fibres de stress étaient moins présentes et 

moins marquées lorsque l’expression de l’ADAMTS2 était réprimée (Figure 23, D). L’ensemble de ces 
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données indiquent donc que l’absence d’expression de l’ADAMTS2 réduit la réponse au TGF-β et 

qu’elle pourrait donc, ainsi que l’ADAMTS3 et 14 par analogie, avoir un effet positif sur cette voie de 

signalisation. 

 

 

Figure 23: Stimulation de la réponse au TGF-β de fibroblastes humains par l’ADAMTS2. 

(A) Réduction de l’expression de l’ADAMTS2 par des fibroblastes humains normaux mesurée par RT-PCR 24 et 48h 

après transfection par des siARN spécifiques (siTS2). Des fibroblastes transfectés par des siARN contrôles (SCR) ont 

servi de référence. (B-C) Evaluation, par RT-PCR, de la réponse de fibroblastes humains au TGF-β1 ou TGF-β2 par 

mesure de l’expression de deux gènes cibles de la voie des TGF-β : le CTGF (B) et l’α-smooth muscle actin (α-SMA, 

C). Les fibroblastes humains ont été transfectés avec un siRNA contrôle (SCR) ou un siRNA ciblant l’ADAMTS2 (siTS2) 

et ont ensuite été traités pendant 48 heures avec 1ng/ml de TGF-β1 (graphiques de gauche) ou de TGF-β2 (graphiques 

de droite). Les résultats sont exprimés par la moyenne +/- SD (n=3, test de Student, différences relatives au contrôle 

SCR : * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001) (D). Mise en évidence par immunofluorescence de l’α-SMA présente (FITC, 

vert) dans des fibroblastes humains ayant subi le même traitement qu’en (C). Les noyaux ont été colorés au DAPI 

(bleu).  
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 Conclusions  

Au début de ce travail, les ADAMTS2, 3 et 14 étaient considérées comme des enzymes ne 

possédant comme substrats que les procollagènes fibrillaires. Notre étude a permis d’infirmer ce 

dogme en prouvant qu’elles sont également des acteurs-clés de l’organisation et du remodelage de la 

matrice extracellulaire par leur capacité à cliver des macromolécules de structure, telle la FN, mais 

également des molécules impliquées dans des voies de signalisation telles que DKK3, LTBP1 et TGF-

βRIII. Les résultats démontrent également que l’ADAMTS2, et par analogie potentiellement les 

ADAMTS3 et 14, participent à la régulation de la voie du TGF-β et pourraient donc être impliquées à 

de multiples niveaux dans les mécanismes de réparation tissulaire, tant physiologiques que 

pathologiques. L’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’une publication reprise ci-après. 

 

B. Publication des résultats 
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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-β. Ces nouvelles connaissances indiquent donc que ces ADAMTS devraient 

dorénavant être considérées comme des acteurs clés dans les mécanismes de l’homéostasie de la MEC 

puisque leur activité se manifeste à d’autres niveaux que la seule maturation protéolytique des 

collagènes fibrillaires.  

Afin de renforcer ces hypothèses, des analyses complémentaires ont été réalisées. Elles 

avaient notamment pour but d’identifier l’impact fonctionnel de ces ADAMTS sur base de leurs effets 

sur le phénotype cellulaire et des rôles exercés par leurs substrats. 

 

 Impact de l’ADAMTS2 sur la migration cellulaire 

Compte tenu des rôles 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 l’ADAMTS2. 

Des fibroblastes dermatosparactiques ou des fibroblastes normaux, non transfectés ou 

transfectés avec un siRNA contrôle ou avec un siRNA ciblant l’ADAMTS2 (voir protocole décrit dans la 

publication) ont été ensemencés (30x10³ cellules par puits) dans des dispositifs de culture (Ibidi, 

#80209) formés de deux puits rectangulaires séparés de 500µm. Après 18h, le dispositif de culture est 

retiré (temps 0h) laissant un espace de 500µm dépourvu de cellules. Des photos en contraste de 

phase sont ensuite prises à intervalles de temps réguliers et à des positions fixes jusqu’à ce que les 

cellules aient migré et rempli entièrement l’espace entre les puits. Les photos ont été prises à l’aide 

d’un microscope Nikon TiS équipé une caméra CCD haute résolution (Andor), d’un régulateur 

d’intensité halogen Fiber Illuminator Intensilight et de l’objectif CFI Plan Fluor DL 10X 0.30 (Nikon), le 

tout contrôlé 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 manière remarquable, la répression 

de l’expression de l’ADAMTS2 au sein des fibroblastes normaux (NF + siRNA TS2) se traduit par une 

réduction de leur vitesse de migration qui devient semblable à celles des fibroblastes 

dermatosparactiques, démontrant ainsi le rôle de l’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 l’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 contrôle (NF + siRNA SCR) ou ciblant l’ADAMTS2 (NF + siRNA TS2) a été mesurée dans le modèle de « scratch 

wound healing ». Des photos représentatives ont été prises au début du test (0h), puis après 24 et 48 heures (A). 

L’espace non occupé par les cellules a été mesuré au cours du temps (Scratch surface, µm² ; siRNA SCR : siRNA 

scramble ; siRNA TS2 : siRNA ADAMTS2) (B) et permet une évaluation de la vitesse de migration. 

 

 Rôle potentiel de l’ADAMTS2 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 rôle de la fibronectine plasmatique dans 

l’hémostase et en raison d’une publication associant le gène de l’ADAMTS2 aux accidents vasculaires 

cérébraux chez l’enfant (Arning et al., 2012) et chez l’adulte (Arning et al., 2016), nous avons voulu 

évaluer l’éventuel impact de l’ADAMTS2 dans des tests de coagulation sanguine où 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).  



Résultats : Chapitre 1 

96 
 

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 à 180g pendant 15 minutes à température ambiante. La fraction enrichie en plaquettes 

est alors ajustée à une concentration de 3.105 plaquettes/ml à l’aide de la fraction pauvre en 

plaquettes. 250µl de plaquettes sont mélangés à 5µl de globules rouges permettant la visualisation du 

caillot. De l’ADAMTS2 (25 ou 50nM) ou le volume correspondant de son tampon (Tris HCl 50mM, NaCl 

150mM CaCl2 2mM), ou du tirofiban (1,25µg/ml) est ensuite ajouté, mélangé et incubé avec les 

échantillons (30 minutes à 37°C). De la thrombine (0,1 U/ml) et du CaCl2 (20mM) sont finalement 

ajoutés pour initier la coagulation sanguine et la formation du caillot. Dès ce moment (t=0 min), des 

photos ont été prises à intervalles de temps réguliers à l’aide d’un Nikon 3200D.  

Lorsque les plaquettes sont incubées seules avant l’ajout de thrombine et de CaCl2 (condition 

basale, A), une très faible coagulation est observée (Figure 25). Celle-ci n’est pas modifiée par la 

présence du tampon dans lequel se trouve l’ADAMTS2 (E, F) alors que la présence du tirofiban (un 

inhibiteur de la fonction plaquettaire) empêche 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 à 

confirmer sur un plus grand nombre de donneurs. Elles semblent néanmoins indiquer que l’ADAMTS2 

favoriserait la coagulation sanguine, suggérant ainsi un nouveau rôle indépendant de sa fonction 

aminoprocollagène peptidase. 

 

 

 Clivage du CTGF par les ADAMTS2 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 TGF et il est considéré comme un médiateur extracellulaire de certains des effets du 

TGF. Son identification comme substrat potentiel dans nos analyses par iTRAQ-TAILS était donc tout 

à fait pertinente par rapport à nos observations montrant le rôle de l’ADAMTS2 dans la réponse 

cellulaire au TGF-

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 

Figure 25 : Effet de l’ADAMTS2 sur la 
vitesse de coagulation sanguine. 

3.10
5
 plaquettes colorées par 5µl de globules 

rouges ont été incubées seules (A), en 

présence de tirofiban (un inhibiteur de la 

fonction plaquettaire) (B), d’ADAMTS2 (25nM 

ou 50nM) (C, D) ou de la quantité 

correspondante de tampon (E, F) avant d’initier 

la coagulation par ajout de thrombine et de 

CaCl2. (n=3 donneurs).  
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dermatosparactiques (Figure 26, A). Il est également présent dans le sécrétome de fibroblastes 

normaux exprimant l’ADAMTS2, mais de manière 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 l’anticorps est observée lorsque les ADAMTS2 ou 3 sont exprimées alors 

que l’ADAMTS14 est sans effet (données non présentées). Ceci ne signifie toutefois pas que les 

ADAMTS2 et 3 dégradent complètement le CTGF. Il se pourrait par exemple que l’épitope reconnu par 

l’anticorps soit situé à l’extrémité de la protéine et que son excision résulte donc en la disparition de 

l’immunoréactivité du CTGF. Par ailleurs, il est également possible que le CTGF, une fois clivé, 

s’associe préférentiellement à la couche cellulaire et ne soit plus présent dans le milieu conditionné. Il 

est également possible que le clivage se produise au sein de l’épitope reconnu par l’anticorps, ce qui 

empêcherait la reconnaissance par l’anticorps des fragments générés. De futures expériences utilisant 

d’autres anticorps et évaluant à la fois la couche cellulaire et le milieu conditionné devront donc être 

entreprises. 

 

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 l’ADAMTS2 (B) ou l’ADAMTS3 (C) de manière 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 l’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 collagènes fibrillaires. 

Cette hypothèse 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 à l’étude des 

ADAMTS, et en particulier des ADAMTS2, 3 et 14 dont les seuls substrats connus étaient certains 

procollagènes fibrillaires (Bekhouche and Colige, 2015) alors que, pourtant, diverses données 

expérimentales suggéraient d’autres fonctions indépendantes de la biologie des collagènes (Arning et 

al., 2012; Arning et al., 2016; Dong et al., 2013; Dubail et al., 2010; El 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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La plupart des modèles expérimentaux de N-terminomique consistent à comparer le 

sécrétome de clones de cellules transformées surexprimant l’enzyme étudiée sous forme 

recombinante avec le sécrétome de clones contrôles. Ce modèle 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 syndrôme 

d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique. En effet, en raison d’une mutation « non-sens », ceux-ci 

sont dépourvus d’activité ADAMTS2 alors qu’ils n’expriment pas d’ADAMTS3 et très peu 

d’ADAMTS14. Toutefois, des fibroblastes humains primaires sont difficilement transfectables et ne 

peuvent être maintenus en culture à 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 l’ADAMTS2, l’ADAMTS3 ou l’ADAMTS14 qu’en présence de 

doxycycline. L’avantage de ce modèle 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 l’activité de l’enzyme. Des co-cultures associant 

des fibroblastes dermatosparactiques et des clones de HEK293 ont été incubées en absence (cultures 

contrôles) ou en présence (échantillon « protéase ») de doxycycline. Les différents sécrétomes ont 

ensuite été comparés par l’iTRAQ-TAILS. De très nombreux substrats ont été identifiés, dont les 

collagènes 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 intérêt biologique et/ou de leur probabilité élevée d’être des substrats réels 

(protéase/contrôle >1) ; 

- L’évaluation de l’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 légèrement hydrophobes (principalement en 

Gly, Pro, Ala, Meth, Val et Phe). Ces analyses ont été répétées sans prendre en compte les collagènes, 

très 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 à 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 collagènes 

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 collagènes 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 ADAM8. 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 l’ADAM8 pour une Gln. 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 ADAMTS5), on 

note une préférence marquée pour un Glu en P1 (bien que peu de clivages aient été référencés en 

https://www.ebi.ac.uk/merops


Résultats : Chapitre 1 

99 
 

comparaison des MMP) ce qui les différencie des ADAMTS2, 3 et 14 alors que l’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 diffèrent parfois de manière 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 l’ADAMTS3 clive 

efficacement entre deux Ala le Pro-VEGF en VEGF actif, ce qui suggère que la spécificité de clivage ne 

dépend pas uniquement du domaine catalytique (qui est quasiment à 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 être un substrat de l’ADAMTS2 

alors qu’il est clivé par les ADAMTS3 et 14 mais avec des sites distincts et des efficacités différentes. A 

l’inverse, de nombreux substrats sont clivés par nos 3 ADAMTS d’intérêt ou, au moins, par deux 

d’entre-elles. C’est le cas de la fibronectine, de DKK3 ou de TGF- RIII. 

L’implication potentielle du clivage de certains substrats plus pertinents, pour leurs fonctions 

biologiques ou l’efficacité avec laquelle ils sont clivés, est brièvement discutée ci-après. 

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-. 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-et le TGF- RIII sont des cibles de nos ADAMTS. Le clivage du LTBP1 et du 

« Latency Associated Peptide » (LAP) du pro-TGF-devrait stimuler la voie du TGF-en favorisant 

sa biodisponibilité. Les conséquences du clivage du TGF- RIII sont plus difficiles à prévoir, 

notamment parce qu’il stimule la réponse au TGF- lorsqu’il est sous sa forme transmembranaire 

alors qu’il est essentiellement inhibiteur lorsqu’il est présent sous forme soluble dans le milieu 

extracellulaire après son clivage « juxta-membranaire » par des « sheddases » (Boivin et al., 2012; 

Mendoza et al., 2009).  

La fixation du TGF- sur le TGF-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 entraîner une perte d’interaction avec, en corollaire, une diminution ou une augmentation de 

la voie TGF- 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 à ceux présents notamment dans les ADAMTS. Le CTGF participe à de nombreux processus 

pathophysiologiques parmi lesquels la régénération des tissus conjonctifs et l’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-. De manière remarquable, le CTGF est à l’origine d’une boucle de 

rétrocontrôle positif en stimulant la voie TGF- lorsqu’il interagit avec des intégrines et via 

l’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 déjà été rapportés dans cette région, mais pas à ce site précis. 

Des clivages aux sites Asp186 et Ala197 avaient également été identifiés (utérus de laies gestantes) 

mais la protéase n’avait pu être identifiée (Ball et al., 2003; Ball et al., 1998). Celle-ci pourrait être 

l’ADAMTS3 puisqu’elle est exprimée dans l’utérus et le placenta (Janssen et al., 2016). 

L’impact du clivage du CTGF et le rôle 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 

l’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 synthèse du collagène mais aussi de la fibronectine et de la MMP2. Dans ce contexte, l’impact du 

clivage du CTGF par les ADAMTS 2 et 3 ne peut être prédit et devra être évalué de manière 

expérimentale, dans différents modèles, à l’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. Ils démontrent clairement qu’en absence d’ADAMTS2 (fibroblastes 

dermatosparactiques ou traitement de fibroblastes normaux par des siARN spécifiques) la réponse 

cellulaire au TGF-1 et TGF-2 est réduite de manière significative. Cette observation est à mettre en 

relation avec une publication plus ancienne de notre laboratoire utilisant un modèle de fibrose 

hépatique induite par injection de CCl4 (Kesteloot et al., 2007). Nous avions alors montré que les 

expressions de TGF-1, de CTGF et d’-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 à 

l’origine de ces observations réside dans une sensibilité moindre envers le TGF-qui est un facteur 

central dans l’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 à ce jour, possède des 

homologies avec DKK1 et DKK2 qui sont connues pour être impliquées dans la régulation de la voie 

Wnt. Il semble toutefois qu’elle s’en distingue au niveau fonctionnel même 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 rôle durant le développement testiculaire a également été rapporté, via une régulation de la 

voie Wnt/-caténine (Das et al., 2013). Des analyses histologiques ont montré que l’architecture 

tissulaire de la prostate des souris TS2-/- est normale suggérant l’absence de relation fonctionnelle 

entre DKK3 et l’ADAMTS2 au sein de cet organe. En revanche, à l’instar des souris DKK3-/-, les mâles 

TS2-/- sont stériles. 

Au cours de travaux antérieurs non publiés, nous avions pu montrer que les testicules sont 

normaux à la naissance et que les premiers signes pathologiques se manifestaient dès l’âge de deux 

semaines. Par la suite, on note un net déficit de différenciation des spermatogonies en spermatocytes, 

qui aboutit à une absence quasi complète de formation de spermatozoïdes. Des expériences 

(immunohistologie, Western blotting) ont été réalisées afin d’établir l’existence d’un mécanisme 

commun menant à la stérilité des souris mâles DKK3-/- et TS2-/-. Elles se sont révélées peu informatives 
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et devront être poursuivies. Il faut toutefois noter que la stérilité des mâles 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-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 hypothèse de travail serait donc que le 

GDNF soit un substrat de l’ADAMTS2. Une autre régulation impliquée dans la fonction testiculaire est 

la voie de signalisation de l’axe SCF/c-kit (Cardoso et al., 2017). Tant le ligand (SCF) que le récepteur 

(c-kit) peuvent être clivés, ce qui module leur disponibilité. A nouveau, la possibilité qu’ils soient des 

substrats de l’ADAMTS2 devra être 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 l’apparition de zones où le pelage est complètement blanc, ce qui 

pourrait donc supporter un rôle de l’ADAMTS2 dans certaines fonctions régulées par l’axe SCF/c-kit. 

Fibronectine 

La fibronectine est un constituant essentiel de la matrice extracellulaire et elle se retrouve 

également dans le sang où elle participe à 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 l’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, 

l’héparine et les chaînes d’héparansulfate. De manière 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 à nos conditions 

expérimentales. En raison de l’implication de la fibronectine dans les mécanismes d’hémostase et 

suite à des publications démontrant une association entre l’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 

rôle dans l’hémostase. Une augmentation de la vitesse de coagulation a été observée en présence de 

l’ADAMTS2. Il faut toutefois noter que les résultats devraient être validés sur base d’un plus grand 

nombre d’échantillons et de conditions expérimentales. Par ailleurs, cette première étude ne permet 

pas de déterminer si le clivage de la fibronectine par l’ADAMTS2 est impliqué dans les effets observés 

ou si ceux-ci résultent d’autres mécanismes à découvrir. 

Le travail présenté dans ce manuscrit représente la première tentative de déterminer le 

répertoire de substrats d’ADAMTS et, de manière plus spécifique, d’évaluer si les aminoprocollagène 

peptidases pourraient avoir une palette de substrats bien plus large que leur nom initial laisserait 

supposer. 

L’utilisation d’un modèle 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 à 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 à des facteurs de croissance, la migration cellulaire et, 

probablement, la coagulation. 

Ces résultats confortent les travaux antérieurs du laboratoire démontrant une réduction de 

l’ampleur des fibroses hépatiques chez les souris TS2-/-. Ceci souligne par ailleurs l’importance de 
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déterminer de manière la plus exhaustive possible l’ensemble des substrats de ces trois ADAMTS afin 

d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le cadre de situations cliniques liées à une 

cicatrisation déficiente (par exemple, les ulcères) ou excessive (fibroses, chéloïdes). 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 manière optimale l’ensemble des substrats des trois ADAMTS, de nouveaux modèles de 

culture devraient être 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 l’iTRAQ-

TAILS à 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 l’implication des 

ADAMTS2 et 14 in vivo dans la peau par iTRAQ-TAILS 
 

Nous avons démontré, au cours du chapitre 1, l’utilisation fructueuse de l’ITRAQ-TAILS pour 

déterminer le répertoire de substrats des ADAMTS2, 3 et 14 in vitro. Cette étude a permis 

l’identification de nouveaux substrats tels que la FN, le CPIII, le TGF-βRIII, LTBP1, DKK3 et le CTGF. 

Notre étude a également permis de mettre en évidence l’implication des aminoprocollagènes 

peptidases dans l’architecture de la MEC et dans la régulation de la voie du TGF-β.  

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons entrepris d’appliquer l’iTRAQ-TAILS à 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 à des tissus pertinents et non plus uniquement à des modèles cellulaires. 

Les souris Adamts2-/- présentent une fragilité cutanée sévère (Li et al., 2001), à l’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 

particulièrement 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 l’article repris en annexe 3). 

Le but de cette étude était donc d’explorer in vivo les fonctions des aminoprocollagènes 

peptidases qui permettraient d’expliquer les phénotypes observés en se basant sur la même approche 

de N-terminomique que celle utilisée lors de l’étude in vitro. Il s’agit de la première étude de ce genre 

concernant des échantillons aussi complexes. Auf dem Keller U. et son équipe se sont intéressés à 

l’implication de la MMP2 dans un modèle 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 l’approche 

de N-TAILS pour explorer l’action de protéases au cours de la cicatrisation cutanée, en récoltant 

l’exsudat durant la cicatrisation chez le porc (Sabino et al., 2015). Enfin, une équipe s’est intéressée à 

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 l’action spécifique de protéases (Eckhard 

et al., 2015). Notre étude s’attèle donc à l’analyse d’échantillons plus complexes que ceux auxquels se 

sont intéressées les récentes études menées par N-TAILS. 

 

A. Matériels et méthodes 

 Prélèvement, marquage et préparation des échantillons de peaux pour la 

spectrométrie de masse en tandem 

Un morceau de peau (1cm²) préalablement rasée a été prélevé sur la même localisation 

ventrale chez 3 souris (2 mâles 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 à 4°C. Les morceaux de peaux ont ensuite été récupérés et broyés à 

l’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 mêmes inhibiteurs de protéases et phosphatases que ci-avant. Les échantillons 

broyés ont été centrifugés 5 minutes à 8.000 rpm à 4°C et le surnageant a été récupéré. La 

concentration protéique a été déterminée à l’aide du test colorimétrique de Bradford, puis a été 

ajustée à 1.0 mg/ml. Un total de 500µg de protéines par échantillon a été utilisé pour la procédure 

d’iTRAQ-TAILS (Kleifeld et al., 2011). Les peptides ont été injectés dans un spectromètre de masse 

ESI-Q Exactive à la plateforme de protéomique du GIGA de l’Université de Liège. Le spectromètre de 

masse était couplé à une 2D-RP/RP NanoAcquity UPLC (Waters, Milford, USA). 

 

 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 à 

l’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 à 0,0027, et avaient donc moins de 3 chances sur 1000 d’être 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-à-dire les peptides correspondant 

aux extrémités N-terminales des protéines matures et qui ne sont donc a priori pas générés par la 

protéase d’intérêt (auf dem Keller and Overall, 2012). Il considère le rapport protéase/contrôle (P/C) 

de ces peptides (rapport entre les valeurs des quantifications iTRAQ dans les conditions avec et sans 

la protéase considérée). Le logiciel génère 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 < à 0,0027) susceptibles d’être générés ou déplétés par la protéase.  

 Culture cellulaire, production et purification de collagène à partir de celles-ci ou 

à partir des peaux de veaux normaux ou dermatosparactiques  

Les fibroblastes utilisés au cours de cette étude ont été obtenus à partir de derme de donneurs 

sains (FNH), de patients souffrant du syndrome d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique  (FDH) 

ou de patients souffrant d’ostéogenèse imparfaite (FOI). Ils ont été cultivés dans du DMEM (Lonza) 

supplémenté avec 10% de sérum de fœtus bovin (Lonza). Pour les cultures destinées à la production 

de collagène, les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Lonza) supplémenté avec 1% de sérum et 

de l’acide phospho-ascorbique (50µg/ml) (Sigma, N°49752). Après 48h de conditionnement, le milieu 

est récolté et centrifugé 15min à 4000rpm à 4°C, et le surnageant est conservé. 

Pour purifier les collagènes produits par les fibroblastes en culture, un volume final de 33% 

d’éthanol est ajouté aux milieux conditionnés. Après une nuit à 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 à 4°C pendant 18h. Les solutions sont ensuite centrifugées (17.000rpm, 40 

minutes, 4°C). Les surnageants contenant le collagène sont neutralisés extemporanément dans un 

tampon Tris HCl 50mM, NaCl 300mM, pH 7.5. 
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Les collagènes de peaux de veaux normaux ou dermatosparactiques ont été collectés et 

purifiés comme précédemment décrit (Colige et al., 1995; Nusgens and Lapiere, 1979).  

 Purification des ADAMTS2 et 14 

La production et la purification d’enzymes recombinantes ont été réalisées à l’aide de clones 

de cellules HEK293 exprimant les ADAMTS2 et 14 de manière stable (Colige et al., 2005). De manière 

générale, les purifications ont été réalisées à partir d’un litre de milieu conditionné (conditionnement 

de 48h, milieu sans sérum, 100 boites de pétri de 10 cm de diamètre). Après 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, 2mM CaCl2). Après lavage avec le 

tampon A, l’élution est effectuée dans le même tampon contenant 500mM de méthyl-D-mannoside. 

Les fractions contenant l’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. Après un lavage dans le tampon 

B, les enzymes sont éluées dans le tampon A. 

 Digestions enzymatiques des collagènes  

L’activité enzymatique des ADAMTS2 et 14 a été évaluée par le clivage de (pro)collagènes de 

différentes origines. Les produits de digestion enzymatique ont été séparés par électrophorèse (SDS-

PAGE 6,25 ou 10%) pour être ensuite colorés au bleu de Coomassie. 

Les différents collagènes ont été utilisés sous leur forme native ou après dénaturation 

thermique (95°C, 10 min). Les incubations en présence d’enzyme ont été réalisées à 37°C pendant 18h 

dans du tampon Tris 50mM (pH 7.5), 0.5 M NaCl, 2mM CaCl2. Pour les témoins négatifs, de l’EDTA (25 

mM) a été ajouté avant le début de l’incubation, en tant qu’inhibiteur d’ADAMTS. 

 Liste des tableaux repris en suppléments  

 

L’ensemble des tableaux repris dans les suppléments sont disponibles sur la 

plateforme ORBi de l’ULiège (https://orbi.uliege.be/handle/2268/226979). Ils comprennent: 

- Tableau T1. Liste des peptides identifiés dans l'expérience A.    

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

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

- Tableau T4. Processus biologiques surreprésentés identifiés à partir de l'ensemble des peptides.  

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

peptides. 

- Tableau T6. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience A par iTRAQ-TAILS et rapports 

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS2.  

- Tableau T7. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience A par iTRAQ-TAILS et rapports 

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS14.  

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

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS2.  

- Tableau T9. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience B par iTRAQ-TAILS et rapports 

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS14.  

- Tableau T10. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience C par iTRAQ-TAILS et rapports 

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS2. 

https://orbi.uliege.be/handle/2268/226979
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- Tableau T11. Peptides N-terminaux identifiés dans l'expérience C par iTRAQ-TAILS et rapports 

protéase/contrôle associés correspondants à l'activité de l'ADAMTS14. 

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

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

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

peaux de souris.        

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

les peaux de souris.        

- Tableau T16. Substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires communs aux 

ADAMTS2 et 14 dans les peaux de souris.      

- Tableau T17. Exemples de substrats potentiels intracellulaires des ADAMTS2 et/ou14 identifiés 

dans les peaux de souris. 

 

B. Résultats 

 Design expérimental 

Pour investiguer les rôles des ADAMTS2 et 14, un morceau de peau (1 cm²) a été prélevé sur le 

ventre de 3 souris (2 mâles et 1 femelle) âgées de 8 semaines pour chacun des génotypes considérés 

(Adamts2+/+Adamts14+/+, Adamts2-/-, Adamts14-/- et Adamts2-/-Adamts14-/-). Après broyage, les 

échantillons ont été extraits dans un tampon adapté à 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 même sexe (expériences A et C : mâles ; 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.  

 

 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 à 

675, 914 et 663 protéines individuelles, respectivement pour les expériences indépendantes A, B et C 

(Tableau 9 et Tableaux T1-T3 en suppléments). Sur l’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 l’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 l’expérience A uniquement, contre 293 dans l’expérience B et 96 

dans l’expérience C. Cela signifie que 11,6% des protéines identifiées dans l’expérience A l’étaient 

uniquement dans cette expérience, contre 32,1,% pour l’expérience B et 14,5% pour la C. 
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 Expérience A Expérience B Expérience C 
Nombre de peptides 
identifiés 

1123 1779 1086 

Nombre de protéines 
identifiées 

675 914 663 
 

Nombre de peptides 
marqués iTRAQ (et 
pourcentage) 

896 (79,78%) 1534 (86,22%) 854 (78,63%) 

Nombre de protéines 
marquées iTRAQ (et 
pourcentage) 

470 (69,63%) 721 (78,88%) 452 (68,07%) 

Nombre de peptides 
correspondant à des 
collagènes fibrillaires 
marqués iTRAQ (et 
pourcentage relatif aux 
peptides totaux marqués 
iTRAQ) 

162  
(14,43%) 

168  
(9,44%) 

166  
(15,29%) 

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. 

 

 

 

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 à 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 l’iTRAq-TAILS sur des échantillons complexes (auf dem Keller et al., 2013; Sabino et al., 

2015). Seule l’étude portant sur la pulpe dentaire a permis l’identification de 3485 protéines à 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 même fond génique C57BL/6. Au vu de l’abondance très 

Figure 27 : Diagramme de Venn 
représentant le nombre de protéines 
identifiées séparément ou de 
manière commune à chaque 
expérience d’iTRAQ-TAILS. 



   Résultats : Chapitre 2 

108 
 

importante de protéines telles que le collagène de type I dans la peau, il est vraisemblable que celles-

ci aient masqué une partie de l’information en empêchant 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 l’étude de Sabino et al.  

Un premier constat concerne, sans surprise, la complexité des échantillons analysés puisqu’ils 

contiennent du matériel provenant de l’épiderme, du derme, de l’hypoderme, y compris les annexes et 

les vaisseaux sanguins. Chez la souris, on retrouve également le « paniculus carnosus », un tissu 

musculaire strié sous-jacent à l’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 l’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, l’homéostasie cellulaire et tissulaire, le 

cytosquelette et sa dynamique, le cycle cellulaire et la prolifération de même que la mortalité 

cellulaire, l’organisation intracellulaire et sa dynamique. De manière analogue à 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 

collagènes, l’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 être mise en évidence entre les différents génotypes de souris, ce qui valide la 

qualité de nos échantillons de départ. 

 

 Tri des peptides et protéines identifiées 

Puisque les ADAMTS sont des enzymes sécrétées, l’analyse des substrats potentiels s’est 

focalisée dans un premier temps sur les protéines extracellulaires, transmembranaires ou associées à 

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 être 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 à la membrane (du coté extracellulaire) avant de se consacrer à la 

validation des substrats extracellulaires des ADAMTS2 et 14.  

Dans un second temps, des protéines uniquement associées à des compartiments 

intracellulaires pourraient également être considérées puisqu’il a été montré au sein de notre 

laboratoire que l’ADAMTS2 pouvait être 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 

GO-ID Description 
Corr p-
value 

Cluster 
freq 

Corr p-
value 

Cluster 
freq 

Corr p-
value 

Cluster 
freq 

5576 extracellular region 2,50E-06 
57/498  
11,4% 

1,38E-06 
74/704  
10,5% 

1,56E-10 
68/500  
13,6% 

5578 
proteinaceous 
extracellular matrix 

1,85E-10 
25/498  

5,0% 
4,65E-10 

29/704  
4,1% 

9,66E-13 
28/500  

5,6% 

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 
11/704  

1,5% 
2,42E-04 8/500  1,6% 

5615 extracellular space 6,30E-04 
23/498  

4,6% 
5,58E-05 

32/704  
4,5% 

4,94E-06 
28/500  

5,6% 

5624 membrane fraction 6,27E-04 
28/498  

5,6% 
2,39E-04 

37/704  
5,2% 

5,21E-05 
31/500  

6,2% 

5886 plasma membrane 3,84E-03 
71/498  
14,2% 

1,78E-05 
108/704  

15,3% 
1,02E-04 

79/500  
15,8% 

5911 cell-cell junction 3,74E-02 8/498  1,6% 6,12E-03 
12/704  

1,7% 
/  /  

5912 adherens jonction 3,92E-04 8/498  1,6% 1,32E-04 
10/704  

1,4% 
3,70E-04 8/500  1,6% 

5924 
cell-substrate adherens 
junction 

4,32E-04 6/498  1,2% 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 
13/500  

2,6% 

16020 membrane fraction 2,77E-04 
164/498  

32,9% 
3,12E-04 

222/704  
31,5% 

2,97E-05 
170/500  

34,0% 

16323 
basolateral plasma 
membrane 

5,03E-03 9/498  1,8% 1,32E-04 
14/704  

1,9% 
1,59E-02 8/500  1,6% 

16327 
apicolateral plasma 
membrane 

/ / 3,40E-02 6/704  0,8% / / 

30054 cell junction 3,35E-02 
16/498  

3,2% 
9,63E-04 

26/704  
3,6% 

1,71E-02 
17/500  

3,4% 

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 
26/498  

5,2% 
2,38E-10 

31/704  
4,4% 

3,10E-13 
30/500  

6,0% 

44420 extracellular matrix part 1,34E-07 
13/498  

2,6% 
2,11E-09 

17/704  
2,4% 

1,31E-07 
13/500  

2,6% 

44421 extracellular region part 1,70E-08 
41/498  

8,2% 
2,32E-10 

55/704  
7,8% 

1,04E-12 
49/500  

9,8% 

44459 plasma membrane part / /  5,14E-03 
53/704  

7,5% 
/ / 

48475 coated membrane / /  2,81E-02 5/704  0,7% / /  

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

Ensemble des compartiments cellulaires statistiquement surreprésentés déterminés à l’aide du logiciel BiNGO à 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 paramètres 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 complète des 

processus cellulaires comprenant ceux avec une p-value inférieure à 0,05, voir le Tableau T5 en supplément. 

 

Sur base de ces considérations, d’autres tris successifs ont ensuite été appliqués aux peptides 

correspondant à ces protéines extracellulaires, (trans)membranaires ou associées à la membrane 

plasmique, afin de ne conserver que les substrats potentiels des ADAMTS2 et/ou 14. C’est ainsi que 

les peptides correspondant à l’extrémité aminoterminale « naturelle » des protéines (méthionine 

terminale, après clivage de la méthionine terminale ou après clivage du peptide signal) n’ont pas été 

pris en compte. De même, les peptides correspondants à un clivage après un résidu basique (K ou R) 

n’ont pas été considérés puisqu’ils résultent probablement de l’activité de la trypsine utilisée lors de 

la préparation de nos échantillons et d’une déplétion incomplète 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 : contrôle) l’ADAMTS d’intérêt (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 à la valeur seuil, et ce dans au moins 2 des 3 comparaisons 

effectuées séparément pour l’ADAMTS2 et pour l’ADAMTS14. La détermination de cette valeur seuil 

(décrite précisément dans le matériel et méthodes) a été réalisée de manière individuelle pour 

chacune des comparaisons considérées (Tableau 11). Les rapports P/C permettant la mise en 

évidence de l’action de l’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 

l’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 plutôt de montrer leur 

caractère potentiellement additif, voire synergique. Il convient de préciser que la plupart des études 

utilisant l’iTRAQ-TAILS se basent sur des valeurs seuil déterminées arbitrairement (généralement 

fixées à 2 et 0,5) mais le recourt à des valeurs seuil correspondant aux 3 sigmas permet d’être plus 

rigoureux scientifiquement car il se base sur la détermination d’une p-value attribuée à chaque 

peptide individuellement qui correspond à la probabilité que le peptide soit affecté par la protéase 

d’intérêt. La p-value inférieure à 0,0027 considérée dans nos expériences signifie que le rapport P/C 

est au moins 3 fois supérieur ou moindre que l’écart-type, ce qui représente un seuil très strict et donc 

une très faible probabilité d’observer aléatoirement le peptide considéré avec un tel rapport P/C. 
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 WT / 
TS2-/- 

WT / 
TS14-/- 

WT / TS2-

/- TS14-/- 
TS2-/- / 
TS2-/- 
TS14-/- 

TS14-/- / 
TS2-/- 
TS14-/- 

 Expérience A 
Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 
sigmas  

261 366 471 259 109 

Nombre de peptides correspondants à 
des collagènes fibrillaires avec P/C > ou 
< 3 sigmas (et pourcentage relatif aux 
peptides totaux pertinents) 

36 
(13,79%) 
 

20 
(5,46%) 

35 
(7,43%) 
 

8  
(3,09%) 

21 
(19,27%) 

Nombre de protéines dont au moins 1 
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas 

136 253 271 198 77 

Valeur des 3 sigmas (>1) 1,891 1,991 1,972 1,715 2,137 
Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas 
(et pourcentage relatif) 

247 
(94,64%) 

364 
(99,45%) 

462 
(98,09%) 

217 
(83,78%) 

57 
(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 
(et pourcentage relatif) 

14 
(5,36%) 

2 
(0,55%) 

9 
(1,91%) 

42 
(16,22%) 

52 
(47,71%) 

 Expérience B 

Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 
sigmas  

1261 1101 1281 190 102 

Nombre de peptides correspondants à 
des collagènes fibrillaires avec P/C > ou 
< 3 sigmas (et pourcentage relatif aux 
peptides totaux pertinents) 

33 
(2,62%) 

23 
(2,09%) 

35 
(2,73%) 

15 
(7,89%) 

21 
(20,59%) 

Nombre de protéines dont au moins 1 
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas 

677 611 636 129 73 

Valeur des 3 sigmas (>1) 1,925 2,482 2,285 2,218 3,406 
Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas 
(et pourcentage relatif) 

1238 
(98,18%) 

1099 
(99,82%) 

1265 
(98,75%) 

176 
(92,63%) 

40  
(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 
(et pourcentage relatif) 

23 
(1,82%) 

2  
(0,18%) 

16 
(1,25%) 

14  
(7,37%) 

62 
(60,78%) 

 Expérience C 
Nombre de peptides avec P/C > ou < 3 
sigmas  

53 31 136 158 149 

Nombre de peptides correspondant à des 
collagènes fibrillaires avec P/C > ou < 3 
sigmas (et pourcentage relatif aux 
peptides totaux pertinents) 

28 
(52,83%) 
 

14 
(45,16%) 
 

105 
(77,21%) 
 

102 
(64,56%) 
 

110 
(73,83%) 

Nombre de protéines dont au moins 1 
peptide avec P/C > ou < 3 sigmas 

28 20 35 62 41 

Valeur des 3 sigmas (>1) 2,621 1,763 2,360 1,567 1,812 
 

Nombre de peptides avec P/C > 3 sigmas 
(et pourcentage relatif) 

13 
(24,53%) 

8 
(25,81%) 

112 
(82,35%) 

156 
(98,73%) 

124 
(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 
(et pourcentage relatif) 

40 
(75,47%) 

23 
(74,19%) 

24 
(17,65%) 

2 
(1,27%) 

25 
(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 à la valeur 
seuil des 3 sigmas. 
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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 

l’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
-/-

 à ceux TS2
-/-

 TS14
-/-

 (bleu). La 

mise en évidence des substrats potentiels de l’ADAMTS14 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 l’action combinée des ADAMTS2 et ADAMTS14 et de l’ensemble de leurs substrats 

potentiels résultent de la comparaison des échantillons provenant des souris WT à 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 à chaque enzyme 

et ceux résultant de l’action combinée des 2 ADAMTS) ont été compilés spécifiquement pour chaque 

protéase. Les protéines qui présentent au moins un peptide pertinent commun à minimum 2 

expériences sur les 3 ont alors été considérées comme faisant partie du réseau protéasique 

« extracellulaire et (trans)membranaire » de l’ADAMTS2 ou de l’ADAMTS14 (Tableaux T12 et T13 

en suppléments), qui est donc basé sur les compartiments cellulaires établis par le logiciel BiNGO. 

Dans le cas où des peptides différents semblaient indiquer des clivages proches (localisés à 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 être à l’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 homogènes au sein des différentes comparaisons pour une 

même expérience 

- Le nombre de peptides avec un rapport P/C supérieur aux valeurs seuil est très largement 

supérieur à celui des peptides avec un rapport inférieur aux valeurs seuil. 

Au total, ces résultats et leurs analyses à 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 l’ADAMTS2 (Tableau T12 en supplément), 

de l’ADAMTS14 (Tableau T13 en supplément) ou des deux enzymes. Comme déjà mentionné, des 
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protéines intracellulaires sont reprises par BiNGO dans la catégorie des protéines 

(trans)membranaires ou associées à la membrane plasmique. Dès 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 à la mise en évidence de 42 substrats 

potentiels transmembranaires ou extracellulaires de l’ADAMTS2 (Tableau T14 en supplément) et 

de 52 substrats potentiels de l’ADAMTS14 (Tableau T15 en supplément), parmi lesquels 34 

communs aux deux enzymes (Tableau T16 en supplément). Le Tableau 12 résume l’ensemble des 

protéines identifiées comme substrats potentiels spécifiques ou communs aux ADAMTS2 et 14. 

 

 Substrats potentiels extracellulaires et (trans)membranaires 

 

Collagènes fibrillaires 

 

Parmi l’ensemble des substrats potentiels extracellulaires et (trans)membranaires des 

ADAMTS 2 et/ou 14 figurent de nombreux collagènes, et notamment ceux de types I, II, III 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 l’identification des sites de clivage connus des 

propeptides aminoterminaux des procollagènes 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 à la fois sur des régions préférentielles de clivage et sur un rapport P/C moyen 

représentatif d’un « bruit de fond » portant sur l’entièreté des molécules. 

Le Tableau 13 résume les principaux sites de clivage identifiés dans le propeptide 

aminoterminal des procollagènes 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 l’activité de l’ADAMTS2 

(WT/TS2-/-), de l’ADAMTS14 (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 à noter que le procollagène 

de type III n’apparaît 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. 
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Nom du gène 
Accession 
UniProtKB 

Nom de la protéine 

A0A087WS16 A0A087WS16 Collagen alpha-3(VI) chain 
ITIH4 A6X935 Inter alpha-trypsin inhibitor; heavy chain 4 
I7HJI3 I7HJI3 Protein Serpinb6e 
PTRF O54724 Cavin-1 
LEG7 O54974 Galectin-7 
CO5A1 O88207 Collagen alpha-1(V) chain 
TCO2 O88968 Transcobalamin II 
IGG2B P01867 Ig gamma-2B chain C region 
CO3 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 A1 
CO1A1 P11087 Alpha-1 type I collagen 
GELS P13020 Gelsolin 

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

LEG1 P16045 Galectin-1 
GRP78 P20029 Immunoglobulin heavy chain-binding protein 
CYTC P21460 Cystatin-3 
MYP0 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 A1d 
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 Q921I1 Siderophilin 
PDIA6 Q922R8 Thioredoxin domain-containing protein 7 
TMEDA Q9D1D4 p24 family protein delta-1 

PRELP Q9JK53 
Proline-arginine-rich end leucine-rich repeat 
protein 

Q9JLI2 Q9JLI2 Collagen alpha-3(V) chain 
Tableau 12: Résumé des protéines identifiées comme substrats potentiels extracellulaires 
spécifiquement pour l’ADAMTS2 (en bleu), pour l’ADAMTS14 (en rouge) ou communs aux 2 
enzymes (en blanc). 

 

Afin de faciliter la lecture des résultats, les rapports P/C moyens inférieurs à 0,5 et supérieurs 

à 2,0 sont respectivement surlignés en orange et en vert. Concernant les chaines alpha-1 et alpha-2 du 

collagène de type I, il est clair que la présence d’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 très abondant en absence d’ADAMTS2 

(TS2-/-). On remarque également des rapports P/C moyens supérieurs à 2,0 dans le domaine situé 

entre la petite triple hélice et le domaine collagène central où se situe la séquence connue pour être 

clivée par l’ADAMTS2 (NFAS.QMSY pour l’alpha-1de type I et NFAA.QYSD pour l’alpha-2 de type I 

(Bekhouche and Colige, 2015). Au sein de la chaîne 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 l’ADAMTS2 n’est pas précis et s’effectue au sein d’une séquence 

cible de quelques acides aminés. Lorsque l’activité de l’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 à 1 et que l’effet combiné des ADAMTS2 et 14 

(WT/TS2-/--TS14-/-) semble légèrement supérieur au seul effet de l’ADAMTS2. 

Concernant les procollagènes 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 procollagène 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 à la jonction entre le domaine variable et la petite triple hélice, alors que des 

alignements de séquences entre différentes espèces montraient une conservation de sites A.Q entre la 

petite triple hélice et le domaine collagène central, à l’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 collagène de type III (Bekhouche and Colige, 

2015). De manière remarquable, les deux régions cibles potentielles ont pu être identifiées pour la 

première fois au cours de ce travail à 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 procollagène alpha-1(V). De manière similaire, notre étude a également permis 

de démontrer expérimentalement l’existence d’un clivage du propeptide aminoterminal du 

procollagène alpha-2(V).   

L’ensemble de ces résultats concernant les collagènes a donc permis de valider notre approche 

expérimentale, de confirmer la faible activité aminoprocollagène peptidase de l’ADAMTS14 envers le 

procollagène de type I, de déterminer in vivo les sites de clivage par l’ADAMTS2 au sein des 

procollagènes alpha-1 et alpha-2(V) et de mettre en évidence une activité de l’ADAMTS14 envers les 

procollagènes de type V.  
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L’ensemble des peptides identifiés correspondant au domaine collagène central et au 

propeptide carboxyterminal a également été évalué. Pour le collagène 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 collagène central (Tableaux T1 – T3 en suppléments). Les rapports P/C de 

ces peptides sont proches de 1 pour les comparaisons WT/TS14-/-. De manière intrigante, on note 

toutefois une tendance à l’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 

ADAMTS2 et 14, ce qui suggère une activité « collagénase » ou « gélatinase » jamais décrite à 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 chaîne 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 

l’ADAMTS2 et l’ADAMTS14 avec un effet additif observé lors des comparaisons WT/TS2-/- TS14-/-. Un 

site identique a été recherché pour l’alpha-2(I) mais l’analyse de la séquence révèle qu’il ne peut être 

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 chaînes de type I. En revanche, aucun site n’a été 

mis en évidence pour les procollagènes de type III 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 collagènes démontre donc que l’ADAMTS2, seule ou 

en redondance avec l’ADAMTS14, serait non seulement capable de cliver le propeptide aminoterminal 

des collagènes fibrillaires mais posséderait également des activités carboxyprocollagène peptidase et 

collagénase/gélatinase, ce qui représente un ensemble de fonctions couvrant l’essentiel des activités 

protéolytiques gouvernant l’homéostasie des collagènes fibrillaires. Des expériences préliminaires ont 

été réalisées in vitro afin de vérifier cette hypothèse novatrice. 
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Sites de clivage WT/TS2 WT/TS14 WT/TS2-TS14 

Chaine alpha-1(I) 

VQCN(67).(68)EELD 0,1 ± 0,0 0,8 ± 0,2 0,1 ± 0,0 

PEEY(90).(91)VSPN 0,1 ± 0,1 1,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 

Petite triple hélice (G99 – F149) 

NFAS(151).(152)QMSY 3,9 ± 1,5 1,7 ± 0,4 6,0 ± 1,6 

FASQ(152).(153)MSYG 2,1 ± 0,7 1,5 ± 0,3 2,8 ± 0,6 

QMSY(155).(156)GYDE 3,0 ± 2,5 1,6 ± 0,8 3,3 ± 1,7 

SYGY(157).(158)DEKS 3,5 ± 2,4 1,9 ± 0,7 5,2 ± 3,2 

KSAG(163).(164)VSVP 3,6 ± 0,7 1,3 ± 0,2 5,1 ± 0,3 

Triple hélice centrale (débute en G168) 
    

Chaine alpha-2(I) 

ATCQ(23).(24)YLQS 0,0 ± 0,0 0,4 ± 0,1 0,1 ± 0,0 

TCQY(24).(25)LQSG 0,1 ± 0,1 0,6 ± 0,3 0,0 ± 0,0 

Petite triple hélice (G33 - P74) 

NFAA(85).(86)QYSD 3,0 ± 0,9 1,5 ± 0,4 4,6 ± 1,2 

AAQY(87).(88)SDKG 0,2 ± 0,1 0,8 ± 0,4 0,2 ± 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 2,8 ± 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) 
        

Chaine alpha-1(V) 

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 ± 1,3 2,3 ± 1,0 3,4 ± 1,1 

Triple hélice interrompue (G444 - P458 & G469 - M519) 

AGSK(535).(536)GPMV 1,9 ± 0,8 2,6 ± 1,1 3,0 ± 1,2 

MVSA(541).(542)QESQ 1,4 ± 0,5 1,6 ± 0,3 2,7 ± 1,1 

Triple hélice centrale (débute en G559) 
        

Chaine alpha-2(V) 

Petite triple hélice (G124 - P177) 

SRPF(189).(190)SAQM 2,1 ± 0,7 2,0 ± 0,6 2,8 ± 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 
procollagènes de type I 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 l’activité de l’ADAMTS2 (WT/TS2
-/-

), de l’ADAMTS14 (WT/TS14
-/-

) et 

des deux enzymes combinées (WT/TS2
-/-

 TS14
-/-

). 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 l’existence d’une activité gélatinase, nous avons utilisé du collagène de 

type I purifié à partir de peau de veau dermatosparactique afin de bénéficier d’un substrat contenant 

à la fois des chaînes matures et des chaînes comprenant toujours l’aminopropeptide servant ainsi de 

témoin pour l’activité enzymatique. Ce collagène 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 collagène de type I peut comporter 

jusqu’à 4 bandes protéiques distinctes pour chaque chaine alpha (pro, pC, pN, ) en fonction de 

son niveau de maturation (Figure 29) (Colige et al., 2004). Les pro-chaines  sont les chaines ayant 

conservé leurs extrémités N- et C-terminales alors que les chaines pC et pN ont conservé, 

respectivement, leur propeptide carboxy ou aminoterminal. Le clivage des deux propeptides génère 

les chaines  matures (α1 ou α2). Les fibroblastes en culture secrètent les 4 formes de chaines alors 

que les tissus normaux ne contiennent que les chaines  matures.    

  

Le collagène de type I extrait de peau de veau dermatosparactique est sous forme de chaines 

pN et . Lorsqu’il est utilisé sous sa forme native, on observe, comme attendu, une conversion par 

l’ADAMTS2 des chaines pN en chaines , alors que l’activité de l’ADAMTS14 est très faible, bien que 

réelle (Figure 30, A, C, E). Lorsque ce même collagène est dénaturé en gélatine (Figure 30, B, D, F), 

on observe toujours une activité aminoprocollagène peptidase, mais également l’apparition de bandes 

discrètes à environ 97 et 110 kDa (indiquées par des flèches) et d’une « trainée » illustrant une 

dégradation légère à de multiples sites. Cette activité gélatinase n’est pas observée en absence 

d’ADAMTS (puit 1) ou lorsque l’ADAMTS2 est inhibée par l’EDTA (puit 3). Ces observations sont 

également valables pour l’ADAMTS14 (puits 4 et 5). On remarque également que l’ADAMTS14 est plus 

active sur la gélatine que sur le collagène natif. Du collagène de type I de veau normal (VN) est utilisé 

comme témoin de migration permettant d’identifier les chaines  matures. 

Sur base de l’activité gélatinase identifiée dans ce travail, nous avons émis l’hypothèse que 

l’ADAMTS2 pourrait remplir un rôle de « contrôle-qualité » des collagènes fibrillaires en dégradant les 

triples hélices présentant une structure défectueuse. Dans un premier essai pour tester cette 

hypothèse, nous avons purifié du collagène à partir de fibroblastes de peau provenant de plusieurs 

patients souffrant d’une « ostéogenèse 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 aminoprocollagène peptidase attendue (conversion des 

Figure 29: Représentation 
schématique du profil de migration 
du collagène de type I en SDS-PAGE 
en conditions réductrices. 

Pro a1 : pro-chaine α1, pCα1 : chaine α1 

ayant conservé son carboxypropeptide, 

pNα1 : chaine α1 ayant conservé son 

aminopropeptide, α1 : chaine α1 mature, 

Pro a2 : pro-chaine α2, pCα2 : chaine α2 

ayant conservé son carboxypropeptide, 

pNα2 : chaine α2 ayant conservé son 

aminopropeptide, α2 : chaine α2 mature. 
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chaines pro- en chaines pC, et des chaines pN en chaines ), aucune activité gélatinase manifeste n’a 

pu être mesurée (Figure 31). Ces résultats, bien que négatifs, ne signifient pas nécessairement que 

notre hypothèse est erronée. Il se pourrait, par exemple, que les déformations très locales, telles 

qu’elles sont attendues dans les chaines mutées de l’ostéogenèse imparfaite, ne soient pas suffisantes 

pour permettre à l’ADAMTS2 de dégrader le collagène. Il est également possible que les triples hélices 

les plus altérées aient déjà été dégradées par l’ADAMTS2 produites par les fibroblastes, empêchant 

ainsi toute observation ultérieure de l’activité gélatinase dans nos tests enzymatiques.  

Pour la mise en évidence d’une activité carboxyprocollagène peptidase potentielle des 

ADAMTS2 et 14, nous avons utilisé du collagène de type I purifié à partir de fibroblastes 

dermatosparactiques en culture car il possède la particularité d’être présent quasi uniquement sous la 

forme des chaînes pro-1 et pro-2 comprenant à la fois les propeptides amino et carboxyterminaux 

(Figure 32). En présence d’ADAMTS2 (puit 2), on observe une conversion du pro-1 I en une bande 

formée à la fois des chaînes pNα1 et pCα1, ce qui n’est donc pas réellement informatif d’une possible 

activité envers le propeptide carboxy-terminal. Une conversion du pro-2 en pCα2 est également 

observée, illustrant comme attendu l’activité aminoprocollagène peptidase de l’ADAMTS2. De manière 

remarquable, on voit également l’apparition des polypeptides correspondant aux chaînes l et 2 

matures, ce qui indique de manière claire que l’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 

carboxyprocollagène peptidase n’a cependant pas été mise en évidence de manière évidente pour 

l’ADAMTS14, suggérant une activité nulle ou trop faible pour être observable (puit 3). 
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Figure 30: Digestion de collagène de peau de veau dermatosparactique (VD) par les ADAMTS2 et/ou 
14 humaines purifiées. 

Le collagène VD a été dénaturé (B, D, F) (95°C pendant 10 minutes) ou non (A, C, E) avant d’être refroidi à température 

ambiante pendant 10 minutes. Le collagène a été incubé avec les ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant 18h à 

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 manière plus évidente les « trainées » de dégradation. Du 

collagène de peau de veau normal (VN) a été utilisé comme contrôle positif de l’activité aminoprocollagène peptidase. 
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Figure 31: Produits de digestion, par les ADAMTS2 et/ou 14 humaines purifiées, du collagène 
produit par les fibroblastes d’un patient atteint d’ostéogenèse imparfaite (FOI). 

Le collagène utilisé a été purifié à partir d’une lignée de fibroblastes établie à partir d’une biopsie de peau d’un patient 

souffrant d’ostéogenèse imparfaite en raison d’une mutation (G190V) affectant la chaine alpha 2 de type I. Le collagène 

a été incubé avec les ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant 18h à 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 après amplification des contrastes. Le clivage 

des aminopropeptides des chaines 1 et 2 est mis en évidence par la conversion des chaines pro- en chaines pC et 

des chaines pN en chaines  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).  

 

 

 

 

  

 Figure 32: Digestion par les ADAMTS2 
et/ou 14 humaines purifiées du collagène 
produit par des fibroblastes 
dermatosparatactiques (FDH). 
Le collagène utilisé a été purifié à partir d’une 

lignée de fibroblastes établie à partir d’une 

biopsie de peau d’un patient souffrant d’un 

Ehlers-Danlos de type dermatosparactique 

(FDH). Le collagène a été incubé avec les 

ADAMTS2 et/ou 14 purifiées humaines durant 

18h à 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-2 en 

pC2 et en 2 mature démontre que l’ADAMTS2 

possède une activité carboxyprocollagène 

peptidase en plus de son activité 

aminoprocollagène 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 l’attention sur quelques substrats potentiels extracellulaires et 

(trans)membranaires qui semblent plus particulièrement pertinents (Tableaux T14-T16 en 

suppléments).  

a.  Autres collagènes :  

Ces substrats potentiels comprennent d’autres collagènes que les collagènes fibrillaires tels 

que les chaines alpha-1, -2 et -3 du collagène de type VI ou les chaines alpha-1 de type IV et de type 

XIV. 

Le collagène de type VI est exprimé notamment dans le muscle, la peau et le tendon. Il se lie et 

interagit avec de nombreuses macromolécules extracellulaires, ce qui lui confère un rôle 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 collagène 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 collagène de type XIV est un régulateur de la fibrillogenèse en s’accumulant à la surface des 

fibrilles de collagène 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 fibrillogenèse. 

b. PCPE-1 

La protéine PCPE-1 (Procollagen C-proteinase enhancer 1) est une glycoprotéine qui stimule 

le clivage du propeptide carboxyterminal des procollagènes 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 l’activité carboxypeptidase par leurs interactions avec 

le carboxy-propeptide des procollagènes 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 l’activité 

de la PCPE-1. Son rôle 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 l’ADAMTS2 et l’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 à la fin du domaine CUB2, 

et libérerait donc le domaine netrin-like, ce qui aurait un impact sur la maturation des procollagènes 

fibrillaires, mais également sur l’activité des métalloprotéases dans leur ensemble (Mott et al., 2000). 

De plus, l’expression de PCPE est corrélée à celle du collagène de type I et est stimulée lors de la 

fibrose (Hassoun et al., 2016). PCPE-1 est donc considéré comme un important régulateur de 

l’accumulation de collagène lors de la cicatrisation et en cas de fibrose, et donc comme une cible 

potentielle pour réduire ce phénomène. 

 La confirmation du clivage de PCPE-1 par les ADAMTS2 et 14 permettrait donc d’apporter des 

détails supplémentaires sur leurs rôles 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 

associés. 

c. Protéoglycans 

L’ostéoglycine est un SLRP identifié comme substrat potentiel des ADAMTS2 et 14, avec des 

sites de clivage localisés entre la Leu134 et l’Asp139. Elle est également clivée par la BMP-1 et ses 

homologues au site Lys137.138Asp, ce qui module sa capacité à réguler la fibrillogenèse (Ge et al., 

2004). Si cette fonction des ADAMTS2 et/ou 14 se confirme, elle pourrait participer, en partie du 

moins, à la désorganisation des fibres de collagène 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 à cette protéine sont importants dans les 3 expériences 

menées puisqu’ils sont supérieurs à 2,0 et 3,0 dans la plupart des comparaisons respectivement pour 

l’ADAMTS14 et pour l’ADAMTS2, et atteignent des valeurs supérieures à 7,0 dans les expériences A et 

B pour les comparaisons WT/TS2-/- TS14-/-. La PRELP joue un rôle structurel d’ancrage des 

membranes basales à la MEC sous-jacente (Bengtsson et al., 2002). Elle permet également la liaison du 

collagène de type I aux lames basales et du collagène 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 

très 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 dernières. Dès lors, la vérification de son clivage 

par les ADAMTS2 et 14 permettrait de mieux caractériser l’impact de ces dernières sur l’architecture 

matricielle et sur l’ancrage des lames basales à 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, à l’image de l’albumine. Elle est 

aussi considérée comme une des protéines sériques impliquées dans l’adhésion cellulaire (Sakwe et 

al., 2010). Elle interagit avec la MMP9, ce qui protège cette dernière 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 l’ADAMTS2. Si tel est le cas, l’ADAMTS2 serait donc 

potentiellement capable de cliver la fetuin-A afin de préserver son activité autocatalytique.  
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 Substrats potentiels intracellulaires 

Bien que nous nous soyons d’abord focalisés sur le clivage des collagènes et l’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 à 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 après le prélèvement des fragments de 

peaux. Ces protéines représentent donc des substrats potentiels intracellulaires des ADAMTS2 et/ou 

14, même s’il n’est pas exclu que leur clivage ait été réalisé après leur libération dans le compartiment 

extracellulaire (sécrétion, lyse cellulaire …). Deux éléments nous ont toutefois incités à pousser plus 

en avant nos validations : 

- Les valeurs 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-

après). 

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 CaCl2, puis la suspension ainsi obtenue a été centrifugée afin de récolter la fraction soluble 

contenant les protéines cytoplasmiques. Après incubation avec les ADAMTS2 et/ou 14, des Western 

blottings ont été réalisés afin de vérifier le profil électrophorétique de la vimentine et de l’actine, deux 

composants majeurs du cytosquelette identifiés de manière systématique lors de nos analyses iTRAQ-

TAILS. 

Concernant l’actine (Figure 33), l’activité de l’ADAMTS2 induit l’apparition d’un fragment de 

dégradation (à environ 42 kDa) suggérant l’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 l’anticorps utilisé ne permet pas 

l’identification d’une actine particulière 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. 
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Concernant la vimentine (Figure 34), la présence des ADAMTS2 et/ou 14 durant l’incubation 

induit une diminution de l’intensité du signal correspondant à la forme de plus haut poids moléculaire 

et une augmentation de l’intensité du produit d’environ 48 kDa. Des fragments protéiques à environ 

32 et 37 kDa (indiqués par les flèches) sont également générés. Il est intéressant de noter que le site 

de clivage identifié par notre approche d’iTRAQ-TAILS en Leu132 a aussi été identifié pour la 

méprine-α, 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 rôle physiologique 

des ADAMTS2 et 14  dans la dégradation de la vimentine.  

Figure 33: Clivage d’actine(s) par les 
ADAMTS2 et 14. 

Western blottings utilisant un anticorps 

ciblant la région C-terminale des actines 

alpha, béta et gamma. Les western blots 

ont été effectués sur des lysats de 

fibroblastes humains dermatosparactiques 

(FDH) (A) ou normaux (FNH) (B) incubés 

avec de l’ADAMTS2 et/ou 14, en présence 

ou en absence d’EDTA. L’anticorps 

reconnait l’actine non clivée et des 

fragments résultant de leur clivage 

(indiqués par les flèches).  
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L’identification de substrats intracellulaires pour la méprine-α (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 modèle d’exsudats de plaies chez le porc (Sabino et al., 2015). Différentes 

hypothèses 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 à 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 

l’actine et la vimentine puissent être libérées dans l’espace extracellulaire (sécrétion, nécrose, 

vésicules) où 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.  

 

  

Figure 34: Clivage de la vimentine 
par les ADAMTS2 et 14. 
Western blottings utilisant un anticorps 

anti-vimentine effectués sur des lysats de 

fibroblastes humains dermatosparactiques 

(FDH) (A) ou normaux (FNH) (B) après 

incubation en présence avec de 

l’ADAMTS2 et/ou 14 humaines, en 

présence ou en absence d’EDTA. La 

diminution de l’intensité du produit de plus 

haut poids moléculaire s’accompagne 

d’une augmentation de l’intensité du 

fragment de 48 kDa et de l’apparition de 

produits de plus petites tailles (flèches).  
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 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 l’entièreté 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, à l’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 collagène de type I (Figure 35, logos 

du milieu), ou tous ces substrats sans aucun collagène 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’, même sans 

considérer le collagène I ou les autres collagènes 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 collagène 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 être effectuée avec les méprines –α et 

–β 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 à 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 à 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 modèle 

utilisé. 

Si l’on ne tient pas compte des clivages au sein du collagène de type I,  l’enrichissement de 

résidus chargés négativement observés aux positions P2’, P3’ et P4’ semble indiquer une certaine 

spécificité des aminoprocollagène peptidases puisque, à notre connaissance, une telle spécificité n’a, à 

ce jour été décrite que pour les méprines-α et –β (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 à la spécificité de clivage des aminoprocollagène peptidases, qui semblent 

être 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 à leur structure très similaire. Ceci a été illustré également par le fait 

que 34 protéines aient été identifiées comme substrats potentiels communs à 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 à confirmer au fur et à 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 l’ADAMTS2 (panneaux de gauche) et de l’ADAMTS 14 (panneaux de droite) déterminée à 

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 collagène de type I (logos du milieu), 

et tous les substrats potentiels sans les peptides correspondants aux collagènes fibrillaires (logos du bas). Les 

graphiques ont été réalisés avec l’aide du logiciel IceLogo (Colaert et al., 2009). La hauteur de chaque acide aminé 

reflète le pourcentage de différence par rapport à sa fréquence normale, et sa couleur représente ses propriétés 

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

 

Après avoir analysé le répertoire de substrats des aminoprocollagène peptidases dans des 

modèles 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 à celle 

rencontrée in vitro. Trois expériences identiques ont été réalisées en parallèle 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 à ces 

deux ADAMTS homologues.  

Ce type d’approche in vivo est compliqué en raison de la nature dynamique et interactive des 

tissus où les évènements de clivage peuvent être 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, l’absence d’une protéase in vivo est souvent 

compensée par l’action d’autres protéases qui partagent les mêmes substrats et les clivent à des sites 

proches, voire identiques  (Fortelny et al., 2015). Dans ces conditions, il est souvent complexe 

d’identifier de nouveaux substrats à partir d’échantillons in vivo.  

Cette étude ambitieuse est la première du genre à s’intéresser à des échantillons tissulaires 

aussi complexes. En effet, les échantillons de peaux comprennent plusieurs compartiments 

relativement distincts, à savoir l’épiderme, le derme, l’hypoderme, des structures musculaires, des 

vaisseaux sanguins et des éléments nerveux. 

Bien que tous les fragments de peau aient été prélevés et analysés de manière rigoureusement 

identique, il est inévitable que l’abondance relative de certaines protéines puisse varier d’un 

échantillon à 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 parallèle (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 l’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’intérêt 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 à la 

dispase afin d’enlever spécifiquement l’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 l’analyse de la peau dans son ensemble.  

En plus de comprendre l’intégralité des échantillons cutanés, l’ensemble des protéines 

présentes a aussi été considéré. Celles-ci comprennent donc les protéines intracellulaires, 

extracellulaires et (trans)membranaires exprimées par l’ensemble des types cellulaires présents. 

Plutôt que de se consacrer à l’analyse de toutes ces protéines cutanées, un enrichissement en 

protéines extracellulaires aurait pu être 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 l’actine, dont les clivages ont été confirmés pour l’ADAMTS2 
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et 14, n’auraient pu être identifiées. Cette étude est donc la première du genre à s’intéresser à l’action 

potentielle d’enzymes extracellulaires dans des échantillons aussi complexes et à étudier les 

potentiels clivages intracellulaires exercés par ces protéases d’intérêt que sont les ADAMTS2 et 14. 

Suite à l’analyse par spectrométrie de masse en tandem, l’ensemble des peptides identifiés par 

N-TAILS ont été triés (à l’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 à 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’intérêt (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 à la valeur seuil -3sigmas est statistiquement susceptible d’être 

influencé par la protéase d’intérêt 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 à la valeur 

seuil, et ce dans au moins 2 des 3 comparaisons effectuées séparément pour l’ADAMTS2 et pour 

l’ADAMTS14.  

Au final, 42 substrats potentiels extracellulaires ou (trans)membranaires ont été déterminés 

pour l’ADAMTS2, 52 pour l’ADAMTS14 dont 34 qui leur étaient communs. Ces chiffres indiquent une 

forte redondance entre le répertoire des substrats potentiels identifiés pour l’ADAMTS2 et celui de 

l’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, à l’image de l’activité 

aminoprocollagène peptidase qui est plus faible pour l’ADAMTS14 que pour l’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 l’ADAMTS2 alors que l’activité dispensée par l’ADAMTS14 ne permet pas de compenser le déficit 

en ADAMTS2 chez les souris TS2-/- qui présentent notamment une fragilité cutanée. Cette hypothèse 

est aussi étayée par le fait que les souris doublement déficientes en ces enzymes développent 

spontanément des lésions cutanées s’apparentant à celles de la dermatite atopique (Dupont et al., 

2018).  

Parmi les substrats potentiels identifiés, nous nous sommes prioritairement focalisés sur les 

collagènes fibrillaires qui constituent les premiers substrats identifiés des ADAMTS2 et 14. Les sites 

de clivage connus de l’aminopropeptide des chaines alpha-1 et alpha-2 du collagène de type I ont pu 

être clairement identifiés au cours de nos analyses, ce qui validait notre approche expérimentale. De 

manière remarquable, d’autres sites de clivage situés à proximité immédiate des sites connus ont été 

identifiés de manière 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 

l’aminotélopeptide des collagènes fibrillaires et modifient ainsi son extrémité. Les sites de clivage au 

sein des aminopropetides des procollagènes de type V demeuraient un sujet controversé et n’avait 

jamais pu être établis de manière indiscutable à partir d’échantillons in vivo. Notre étude a confirmé 

l’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 première fois, que les chaines alpha 1 et alpha 2 de type V 

étaient clivées entre la petite triple hélice aminoterminale et le domaine collagène central, à l’instar de 

ce qui est observé pour les collagènes de type I, II et III. Bien que les analogies de séquences laissaient 

présager un clivage à ces sites, aucune étude préalable n’avait pu les mettre en évidence et des doutes 



   Résultats : Chapitre 2 

131 
 

avaient été émis quant à leur existence. Enfin, plus spécifiquement concernant l’ADAMTS14, ces 

analyses ont à nouveaux confirmé sa faible activité aminoprocollagène peptidase envers le 

procollagène de type I mais elles ont également démontré pour la première fois une activité envers le 

procollagène de type V similaire à celle déterminée pour l’ADAMTS2. 

De manière surprenante, de nombreux clivages ont été identifiés au sein du domaine central 

en triple hélice du collagène de type I. Certains d’entre eux avaient déjà été observés lors des analyses 

in vitro effectuées antérieurement (Bekhouche et al., 2016). Une hypothèse 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 

l’accumulation de trimères imparfaits susceptibles d’altérer la fibrillogenèse. Si cette hypothèse était 

avérée, elle attribuerait donc une fonction de « contrôle qualité » aux ADAMTS 2 et 14. Des premières 

expériences de validation ont été réalisées à l’aide de collagène extrait de peau de veau 

dermatosparactique, utilisé natif ou après dénaturation en gélatine. Une incubation de cette gélatine 

avec de l’ADAMTS2 mène à 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 être complétée au 

cours de test prenant en compte les paramètres cinétiques de clivage. A l’inverse de ce qui est observé 

avec le collagène, l’incubation de gélatine avec l’ADAMTS2 mène, en plus du clivage du propeptide 

aminoterminal, à l’apparition de produits de dégradation visibles après électrophorèse sous la forme 

de bandes discrètes et d’une « trainée » correspondant à des multiples peptides de faibles poids 

moléculaires, démontrant ainsi clairement l’existence d’une activité « collagénase/gélatinase ». Une 

activité similaire est observée pour l’ADAMTS14, alors que celle-ci n’a pourtant qu’une très faible 

activité aminoprocollagène peptidase sur le collagène natif, ce qui différencie bien les deux enzymes. 

Afin d’identifier une potentielle activité « contrôle-qualité » dans des conditions plus 

physiologiques, nous avons utilisé du collagène provenant de fibroblastes de patients souffrant d’une 

ostéogenèse 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 être observée de manière évidente, suggérant que des 

défauts très limités dans la triple hélice ne sont pas suffisants pour induire une dégradation par les 

ADAMTS2 et 14. Ces expériences devront cependant être répétées en utilisant du collagène produit 

par des fibroblastes rendus déficients en ADAMTS2 et 14 (utilisation de siARN) pour s’assurer que les 

trimères les plus altérés n’ont pas été rapidement dégradés par les ADAMTS produites de manière 

constitutive, prévenant ainsi toute observation ultérieure d’une activité « contrôle-qualité ». 

Une autre observation originale résultant des analyses N-TAILS concerne l’existence de 

clivages potentiels au sein du propeptide carboxyterminal des chaines 1 et 2 de type I. Cette 

activité n’est pas partagée par l’ADAMTS14, ce qui illustre à nouveau les nombreuses différences de 

fonctions entre enzymes pourtant homologues. Une observation similaire concernant le collagène de 

type III avait cependant déjà été réalisées lors de nos études en co-cultures in vitro (Bekhouche et al., 

2016). Les vérifications in vitro illustrent clairement la conversion des procollagènes 1 et 2 en 

chaines  matures, ce qui démontre que l’ADAMTS2 est également douée d’une activité 

carboxyprocollagène peptidase. Des études supplémentaires seront nécessaires pour estimer les 

cinétiques enzymatiques, évaluer si la PCPE-1 influence ce clivage (à l’instar de son effet co-activateur 

observé en présence de BMP1) et déterminer l’impact biologique d’un clivage du carboxypropeptide 

par l’ADAMTS2 plutôt que par la BMP1. 
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De nombreuses protéines autres que les collagènes 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 être entreprises pour évaluer les 

conséquences biologiques de ces clivages. Dans ces conditions, il ne nous a pas semblé opportun de 

les discuter ici de manière 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), l’ADAM28 (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 à plusieurs processus 

physiopathologiques liés aux systèmes 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 l’ADAMTS7 et C. 

Monseur, (LBTC) pour l’ADAMTS12). 

 

B. Analyse du répertoire de substrats potentiels de l’ADAM28 par 

iTRAQ-TAILS 

Une seconde collaboration actuellement en cours concerne l’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 à 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 à 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 l’ADAM28 et de mieux comprendre ses 

différents rôles, l’équipe du Professeur Cataldo a développé des lignées cellulaires exprimant 

l’ADAM28, sous ses formes membranaire (tm) ou soluble (s). Des lignées contrôles 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 dernière collaboration avec le Laboratoire de Biologie des Tumeurs et du 

Développement (ULiège) concerne la MT4-MMP (Membrane-Type 4 Matrix Metalloproteinase). Cette 

dernière, également dénommée MMP17, est une métalloprotéase de surface cellulaire ancrée à 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 particulièrement agressif 

et de mauvais pronostic (Yip et al., 2017). Son rôle 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 l’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 particulièrement 

intéressants. Les syndécans sont des protéines transmembranaires dont le cœur protéique porte des 

chaînes de glycosaminoglycans, le plus souvent de type « héparan sulfate ». Ils interagissent avec de 

nombreux composants de la matrice extracellulaire, de manière 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 à l’agressivité tumorale (Akl 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 à l’activation de la voie EGF en régulant l’interaction entre l’intégrine α6β4 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 l’implication biologique des interactions entre la MT4-MMP, l’EGFR et les syndécans 1 et 4. 

Dans un modèle de cellules de cancer du sein, ils ont mis en évidence une co-localisation 

(observations par microscopie à fluorescence) entre ces différents facteurs, confirmé, par des 

expériences de co-immunoprécipitations, l’existence d’interactions entre la MT4-MMP et le syndécan 

1 ou le syndécan 4. Bien que ces résultats ne démontrent pas l’existence d’un clivage par la MT4-MMP, 

ils soulignent toutefois le rôle 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 l’intérêt de la communauté scientifique pour 

l’iTRAQ-TAILS au vu des collaborations extérieures au LBTC qui sont en cours de réalisation.  
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A l’aube de cette thèse, les principales fonctions connues des ADAMTS2, ADAMTS3 et 

ADAMTS14 se limitaient à la maturation des procollagènes fibrillaires en excisant leur 

aminopropeptide. Des données de la littérature et des observations réalisées au laboratoire, 

concernant par exemple la stérilité des souris mâles déficientes en ADAMTS2, l’implication probable 

de l’ADAMTS14 dans l’arthrite ou l’expression de l’ADAMTS3 dans des organes dépourvus de 

collagènes fibrillaires, suggéraient toutefois leur capacité à exercer d’autres rôles dans des processus 

physiologiques et pathologiques.  

Le but de ce travail consistait donc à identifier de nouveaux substrats de ces ADAMTS de 

manière à déterminer la nature des mécanismes dans lesquels elles sont impliquées.  

A l’aide d’une nouvelle approche de protéomique appelée iTRAQ-TAILS et couplée à 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 

manière inductible. Plusieurs substrats spécifiques ou communs ont été identifiés. Parmi ceux-ci 

figurent des macromolécules de structure de la MEC, dont bien sûr les collagènes fibrillaires (N-

propeptides des collagènes fibrillaires et C-propeptide du collagène de type III), mais aussi la 

fibronectine qui joue un rôle clé dans de multiple processus biologiques telles l’adhésion cellulaire, la 

fibrillogenèse 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-β, 

permettant la modulation de celle-ci (à l’image de DKK3, du TGF-β RIII, du CTGF et du LTBP1). Nous 

avons également démontré à l’aide de tests fonctionnels un impact direct de l’ADAMTS2 sur la voie 

du TGF-β, ce qui est une observation tout à fait originale. De plus, l’ADAMTS2 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 à confirmer, et à vérifier pour les ADAMTS3 et 14. Elles suggèrent néanmoins que 

l’ADAMTS2, et par extension, ses deux homologues les ADAMTS3 et 14, sont impliquées dans 

des mécanismes de remodelage et de réparation tissulaires physiologiques et pathologiques, à 

l’image de la fibrose, qui est réduite chez les souris Adamts2-/- (Kesteloot et al., 2007). 

Sur base de ces résultats encourageants et de l’expertise acquise, nous nous sommes ensuite 

intéressés à l’analyse de fragments de peau de souris déficientes en ADAMTS2 et/ou 14. Cette 

étude s’est révélée particulièrement 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 à propos des sites de 

clivage des aminopropeptides des procollagènes fibrillaires, notamment du type V, mais 

également concernant le clivage du propeptide carboxyterminal du collagène de type I par 

l’ADAMTS2, une activité qui était totalement inattendue. La capacité des ADAMTS2 et 14 à exercer 

une activité gélatinase a également été mise en évidence. Ceci suggère que ces enzymes pourraient 

participer à un mécanisme de « contrôle-qualité », en initiant la dégradation des trimères de 

collagène présentant un défaut de structure, ce qui a été étayé par l’observation par N-TAILS de sites 

de clivage au sein de la triple hélice des collagènes fibrillaires. Cette hypothèse novatrice, qui nous est 

apparue au cours des derniers mois de nos recherches, n’a pu être confirmée dans le cadre du présent 

travail, mais pourrait faire l’objet d’un travail ultérieur. 

De nombreux autres substrats potentiels extracellulaires ont été identifiés pour les 

ADAMTS2 et 14, dont les collagènes VI et XIV, ainsi que des protéoglycans impliqués dans les 

mécanismes de fibrillogenèse et la protéine PCPE-1. Toutefois, ces données expérimentales 
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demeurent préliminaires et mériteraient d’être confirmées au cours d’études futures, notamment en 

raison de leur intérêt potentiel pour une meilleure compréhension des multiples processus 

affectant l’homéostasie des tissus conjonctifs en physiologie et au cours de diverses 

pathologies (cancers, fibroses, ulcères …). 

De manière surprenante, des substrats intracellulaires ont aussi été identifiés, tant pour 

l’ADAMTS2 que pour l’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’opèrent 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 être effectuées en s’adressant à d’autres tissus ou cellules de manière 

à élargir nos analyses à 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 l’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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Annexe 2: Determination of the substrate repertoire of ADAMTS2, 3, and 14 

significantly broadens their functions and identifies extracellular matrix 

organization and TGF-β 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-β 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. 
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