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RÉSUMÉRÉSUMÉRÉSUMÉRÉSUMÉ    

Des réseaux d’interactions ont été établis à grande échelle dans des 
organismes modèles et des micro-organismes afin d’étudier leur comportement 
global. Dans la majorité des cas, les méthodes mises en œuvre détectent les 
interactions impliquant des protéines intracellulaires ou membranaires. La matrice 
extracellulaire possède une architecture impliquant des protéines et des 
glycosaminoglycanes qui jouent un rôle important dans son organisation structurale 
et fonctionnelle. L’équipe a mis au point des outils pour étudier les interactions 
protéine-protéine et protéine- glycosaminoglycane, notamment des  puces à 
protéines et glycosaminoglycanes ainsi qu’une base de données (MatrixDB : 
http://matrixdb.ibcp.fr) permettant de stocker les interactions établies par les 
molécules extracellulaires et de construire des interactomes (Chautard et al., 2009 
et 2011).  

L’endostatine, sur laquelle a porté l’essentiel de ce travail, est le fragment C-
terminal du collagène XVIII. Cette  matricryptine exprimée par les neurones a été 
mise en évidence dans les dépôts amyloïdes de patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer (Deininger et al., 2002). Nous avons montré qu’elle interagit avec 
plusieurs protéines extracellulaires impliquées dans des pathologies neuro-
dégénératives comme la transglutaminase-2, le collagène VI et le peptide β-amyloïde 
(Faye et al., 2009a). Nous avons recherché au cours de ce travail à identifier des 
partenaires de l’endostatine exprimés dans le cerveau tels que les collagènes 
transmembranaires XIII, XVII, XXIII, XXV, les collagènes VI et VIII, les neuropilines 1 et 
2 ainsi que la lysyl oxydase. Nous avons construit les vecteurs d’expression de ces 
protéines (à l’exception de celui du collagène XVII)  et/ou de certains de leurs 
domaines. Ces protéines ont ensuite été exprimées en système eucaryote puis 
purifiées par chromatographie d’affinité et par filtration sur gel dans certains cas. 
 Ces protéines ainsi que d’autres protéines et glycosaminoglycanes 
commercialement disponibles ont été déposés sur des puces d’or utilisées pour 
identifier les interactions par résonance plasmonique de surface en mode imagerie 
(SPRi). Nous avons identifié plus d’une centaine d’interactions établies par 
l’endostatine et certains de ses partenaires qui contribueront à augmenter la taille 
de l’interactome extracellulaire. Le but ultime de notre travail est en effet d’établir 
l’interactome quantitatif (comprenant des données cinétiques et d’affinité) de la 
matrice extracellulaire.  

Nous nous sommes focalisés sur les partenaires communs à l’endostatine et 
au collagène XVII et nous étudions actuellement la fonction de ces interactions au 
niveau cutané,  dans la jonction dermo-épidermique, dans les interactions hôte-
pathogènes établies au niveau du derme lors des stades précoces de l’infection par 
des pathogènes tels que les Leishmania. La mise en évidence d’interactions 
supplémentaires de l’endostatine avec des protéines exprimées dans le cerveau, et 
pour certaines d’entre elles impliquées dans les pathologies neuro-dégénératives, 
nous ont conduit à rechercher la présence de l’endostatine dans le liquide céphalo-
rachidien. Nous avons détecté l’endostatine dans le liquide céphalo-rachidien et 
observé une augmentation du rapport endostatine/peptide amyloïde-β (67%, p<0,05) 
et une diminution du rapport endostatine/protéine tau (68%, p<0,01) chez les patients 



 
 

atteints de la maladie d’Alzheimer par rapport aux contrôles. Ces rapports 
pourraient constituer des marqueurs de diagnostic intéressants de cette maladie 
neuro-dégénérative. 
    
MOTSMOTSMOTSMOTS----CLÉS : CLÉS : CLÉS : CLÉS : Réseaux d’interactions  - Matrice extracellulaire - Résonance 
plasmonique de surface - Puces à protéines et à glycosaminoglycanes. 
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INTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTION    

 

Des réseaux d’interactions ont déjà été établis à grande échelle dans 
des organismes modèles et des micro-organismes afin d’étudier leur 
comportement global. Dans la majorité des cas, les méthodes de détection 
des interactions ont été développées pour les interactions protéine-protéine 
et pour des protéines membranaires ou intracellulaires. La matrice 
extracellulaire possède une architecture impliquant des protéines et des 
glycosaminoglycanes (GAG) et ces derniers jouent un rôle important dans son 
organisation structurale et fonctionnelle. 

Notre équipe a mis au point des outils permettant d’étudier les 
interactions protéine-protéine et protéine-GAG au sein de la matrice 
extracellulaire et notamment des puces à protéines et GAG analysées par 
résonance plasmonique de surface en mode imagerie (SPRi). Nous avons 
également optimisé cette technique pour étudier de la même manière les 
interactions protéine-pathogènes et GAG-pathogènes. 

L’équipe a créé une base de données (MatrixDB : 
http://matrixdb.ibcp.fr) permettant de stocker les interactions établies par les 
molécules extracellulaires et de construire des interactomes (Chautard et al., 
2009a et 2011). Le but ultime de notre travail est d’établir l’interactome 
quantitatif (comprenant donc les données cinétiques et d’affinité) de la 
matrice extracellulaire. 

 

L’endostatine, qui est une matricryptine du collagène XVIII connue 
notamment pour ses propriétés anti-angiogénique (Folkman 2006 - Ricard-
Blum, Ballut 2011), est l’une des molécules que nous étudions au laboratoire. 

Nos travaux se sont majoritairement concentrés sur cette 
matricryptine, dont une première version de l’interactome a été publiée par 
l’équipe en 2009 (Faye et al. 2009a), pour explorer les pistes suggérées par 
ces premiers résultats. 

Les fragments C-terminaux issus des chaînes des collagènes IV et VIII 
possèdent une activité anti-angiogénique et il est intéressant de déterminer 
s’ils sont capables d’interagir avec l’endostatine pour réguler de façon 
concertée le processus de l’angiogenèse. L’endostatine interagit en effet 
avec d’autres régulateurs de l’angiogenèse comme le récepteur 2 du VEGF 
(Vascular endothelial growth factor, Kim et al., 2002) et l’endorépelline, une 
matricryptine du perlecan, un protéoglycane à héparane sulfate (Mongiat et 
al., 2003). Il est donc intéressant d’étudier l’interaction de l’endostatine avec 
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d’autres molécules régulant l’angiogenèse telles que les neuropilines 1 et 2 
ou le hyaluronane.  

On sait que l’endostatine est associée aux fibres élastiques (Miosge et 
al., 1999) mais il reste à déterminer si elle interagit directement avec des 
constituants des fibres élastiques tels que la lysyl oxydase ou la tropoélastine 
présentes dans la paroi des vaisseaux sanguins. Le propeptide de la lysyl 
oxydase possède des activités biologiques antiprolifératives (inhibition de la 
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires) et anti-tumorales 
(inhibition du caractère invasif des cellules cancéreuses). Nous avons donc 
cherché à déterminer si l’endostatine était capable d’interagir avec la lysyl 
oxydase et également avec l’élastine, un composant majeur des fibres 
élastiques. 

L’endostatine est exprimée par les neurones et a été mise en évidence 
dans les dépôts amyloïdes des patients atteints de la maladie d’Alzheimer 
(Deininger et al., 2002). Nous avons montré qu’elle interagit avec plusieurs 
protéines extracellulaires impliquées dans des pathologies neuro-
dégénératives  comme la transglutaminase-2, le collagène VI et le peptide β-
amyloïde  (Faye et al., 2009a). Nous avons donc recherché des partenaires de 
l’endostatine exprimés dans le cerveau (collagènes transmembranaires XIII, 
XVII, XXIII, XXV, neuropilines). 

La mise en évidence d’interactions supplémentaires de l’endostatine 
avec des protéines exprimées dans le cerveau, et pour certaines d’entre elles 
impliquées dans les pathologies neuro-dégénératives, nous a conduit à 
déterminer si l’endostatine est détectable dans le liquide céphalorachidien et 
si son taux varie dans des pathologies neuro-dégénératives. 
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIRAPPELS BIBLIOGRAPHIRAPPELS BIBLIOGRAPHIRAPPELS BIBLIOGRAPHIQUESQUESQUESQUES    

    

1. 1. 1. 1. La matrice extracellulaireLa matrice extracellulaireLa matrice extracellulaireLa matrice extracellulaire    

La matrice extracellulaire comprend par définition tout ce qui est situé 
à l’extérieur des cellules dans un tissu. Elle est constituée d’un ensemble de 
macromolécules modulaires interagissant entre elles et avec les cellules pour 
conférer leur architecture, leurs propriétés mécaniques et leurs fonctions 
biologiques aux tissus (Frantz et al., 2010). La matrice extracellulaire est une 
structure dynamique capable de moduler le comportement des cellules, 
notamment leur prolifération, leur migration, leur différenciation et leur 
adhésion. 

Les protéines extracellulaires les plus abondantes sont les collagènes 
qui constituent une famille de 28 membres numérotés par des chiffres 
romains dans l’ordre de leur découverte (Ricard-Blum et al., 2005, Ricard-
Blum, 2011). Ils constituent environ 30% des protéines totales de l’organisme 
et contiennent tous au moins un domaine en triple hélice. Les molécules de 
collagène sont en effet constituées de trois chaînes polypeptidiques appelées 
chaînes α. Les séquences formant une triple hélice consistent en la répétition 
du triplet Gly-X-Y, X étant fréquemment un résidu de proline et Y un résidu 
d’hydroxyproline. Les collagènes sont classés en plusieurs sous-groupes en 
fonction des assemblages supramoléculaires qu’ils forment  

Les collagènes I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII s’assemblent en fibrilles. Les 
collagènes IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et XXII ne forment pas de fibrilles par 
eux-mêmes mais s’associent à la surface des fibrilles de collagène.  Ils sont 
désignés sous le nom de FACITs (Fibril-Associated Collagens with Interrupted 
Triple-helices) et contiennent plusieurs domaines en triple hélice, dits 
collagéniques, séparés par des domaines appelés non collagéniques. Le 
collagène XV s’associe également à la surface des fibrilles de collagène et 
possède la capacité de relier certaines fibrilles entre elles. Il est constitué de 
nombreux domaines en triple hélice séparés par des domaines non 
collagéniques et forme avec le collagène XVIII le sous-groupe de 
multiplexines. Le collagène VII forme des fibrilles d’ancrage qui contribuent à 
la cohésion du derme et de l’épiderme (Tzu et Marinkovich 2008). Le 
collagène VI, ubiquitaire, forme des filaments perlés tandis que le collagène 
IV est un constituant majeur des membranes basales au sein desquelles il 
forme un réseau tridimensionnel. 

Les collagènes VIII et X sont organisés en réseaux hexagonaux. Quatre 
types de collagène sont membranaires, les collagènes XIII, XVII, XXIII et XXV. 
Le collagène XIII est situé dans les jonctions adhérentes et le collagène XVII 
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participe à la constitution des hémidesmosomes. Les ectodomaines de ces 
collagènes, qui contiennent plusieurs domaines en triple hélice, sont libérés 
sous forme soluble par le processus de shedding (Franzke et al., 2005).  

 

Outre les collagènes la matrice extracellulaire est constituée d’élastine 
qui s’associe à des microfibrilles constituées de fibrillines et autres 
glycoprotéines pour former des fibres élastiques (Wagenseil et Mecham, 
2007), des laminines, de fibronectine, des ténascines, des fibulines, des 
nidogènes et des protéoglycanes. Ces derniers sont constitués d’une 
protéine sur laquelle sont greffées de façon covalente une ou plusieurs 
chaînes de glycosaminoglycanes sulfatés (héparane, dermatane, kératane et 
chondroïtine sulfate) (Heinegard, 2009). Les glycosaminoglycanes sont des 
polysaccharides complexes linéaires composés de la répétition de 
disaccharides comportant une hexosamine et un acide uronique. Ils 
présentent une importante diversité structurale due à leur longueur variable 
et à leurs modifications. L’héparine est le glycosaminoglycane le plus sulfaté. 

Les protéoglycanes peuvent être classés en trois catégories, les 
protéoglycanes membranaires (les syndécans, le neuroglycan, le bétaglycan, 
la neuropiline-1, le NG2, CD44) ou ancrés dans le feuillet externe de la 
membrane plasmique (glypicans), les protéoglycanes sécrétés (perlecan, 
agrécan, neurocan, les petits protéoglycanes riches en leucine, Schaefer et 
Iozzo, 2008) et les protéoglycanes intracellulaires comme la serglycine.  

Les protéoglycanes participent à l’organisation de la matrice 
extracellulaire et régulent le comportement cellulaire. Ils servent également 
de réservoirs  de facteurs de croissance et de cytokines (Rodgers et al., 
2008, Bishop et al., 2007) et participent aux interactions hôte-pathogènes 
(Bartlett et Park, 2010). 

Les collagènes et l’élastine sont réticulés par des pontages covalents 
dont la formation est initiée par une enzyme, la lysyl oxydase (Mäki, 2009). 
Cette enzyme est synthétisée sous forme d’un précurseur dont le propeptide 
est clivé lors du processus de maturation.  

 

2222.... Les matricryptines et les matrikines Les matricryptines et les matrikines Les matricryptines et les matrikines Les matricryptines et les matrikines    

    

Certaines protéines extracellulaires sont clivées par des protéases 
pour donner des fragments, appelés matricryptines, qui possèdent des 
activités biologiques qui leur sont propres (Ricard-Blum et Ballut, 2011). C’est 
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le cas du collagène XVIII, un composant des membranes basales, dont le 
clivage protéolytique libère un fragment C-terminal nommé endostatine 
(Folkman, 2006) qui a fait l’objet de notre étude.  

Les domaines C-terminaux de plusieurs chaînes de collagène IV 
exercent également des activités anti-angiogéniques et/ou anti-tumorales. 
Les domaines des chaînes α1, α2 et α3 donnent naissance à des fragments 
appelés respectivement arrestène, canstatine et tumstatine (Pasco et al., 
2005, Ricard-Blum et Ballut, 2011). Le domaine C-terminal  du collagène XIX 
inhibe la croissance des mélanomes in vivo (Ramont et al., 2007). Le domaine 
C-terminal de la chaîne α1 du collagène VIII (la vastatine) possède une activité 
anti-angiogénique de même que le domaine C-terminal (la restine) de la 
chaîne α1 du collagène XV. 

Il est intéressant de déterminer si ces fragments sont capables 
d’interagir avec l’endostatine pour réguler de façon concertée le processus 
de l’angiogenèse ainsi que la croissance tumorale. L’endostatine interagit en 
effet avec d’autres régulateurs de l’angiogenèse comme le récepteur 2 du 
VEGF (Kim et al., 2002) et l’endorépelline, une matricryptine du perlecan 
(Mongiat et al., 2003).  

 
 
3333. . . . L’endostatine, une matricryptine du collagène XVIIIL’endostatine, une matricryptine du collagène XVIIIL’endostatine, une matricryptine du collagène XVIIIL’endostatine, une matricryptine du collagène XVIII    

L’endostatine est une matricryptine de 20 kDa issue du collagène XVIII 
qui possède 183 acides aminés (Folkman, 2006). Elle est capable de fixer un 
atome de zinc coordonné par trois résidus d’histidine (His1, His3 et His11) et un 
résidu d’acide aspartique (Asp76). Elle est localisée dans les membranes 
basales vasculaires et est également présente dans le sérum. L’endostatine 
se fixe à des glycosaminoglycanes et à de nombreuses protéines (Ricard-
Blum et al., 2004, Faye et al., 2009a, Faye et al., 2009b). 

L’endostatine inhibe l’angiogenèse et la croissance tumorale (O’Reilly 
et al., 1997) et est présente dans les dépôts amyloïdes existant dans le 
cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (van Horssen et al., 
2002). Elle est fréquemment co-localisée avec le peptide β-amyloïde (1-40) et 
la protéine tau chez ces patients (Deininger et al., 2002). De plus l’équipe a 
montré que l’endostatine interagit in vitro avec le peptide β-amyloïde  et avec 
plusieurs protéines telles que la transglutaminase-2 et les collagènes IV et VI 
qui sont présentes dans le cerveau de patients souffrant de la maladie 
d’Alzheimer (Faye et al. 2009a). 
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    4444.... Le collagène XVII, un collagène transmembranaire Le collagène XVII, un collagène transmembranaire Le collagène XVII, un collagène transmembranaire Le collagène XVII, un collagène transmembranaire    

 Le collagène XVII aussi appelé Bullous Pemphigoid 180 (BP180) ou 180 
kDa bullous pemphigoid antigen 2 (BPAG2) est un homotrimère composé de 
trois chaînes α1. Ce collagène présent dans la membrane plasmique des 
kératinocytes participe à la formation des hémidesmosomes en association 
avec l’intégrine α6β4 (Has et Kern, 2010). Le collagène XVII existe sous une 
forme membranaire et sous la forme d’un ectodomaine soluble (120 kDa) 
libéré par le processus de shedding dû aux enzymes ADAM 9 et ADAM 10 
(Franzke et al., 2009). Un des domaines en triple hélice de l’ectodomaine du 
collagène XVII est impliqué dans l’adhésion des cellules épithéliales et des 
fibroblastes. Les mutations du gène codant pour le collagène XVII (COL17A1)  
sont responsables des épidermolyses bulleuses jonctionnelles. 

 

 5555.... Les réseaux d’interactions extracellulaires Les réseaux d’interactions extracellulaires Les réseaux d’interactions extracellulaires Les réseaux d’interactions extracellulaires    

5.1. L’interactome des fibres élastiques 

Cain et al. (2009) ont développé une méthode de purification par affinité 
de complexes extracellulaires multimoléculaires qui ont ensuite été analysés 
par spectrométrie de masse pour identifier leurs constituants. Ils ont établi 
les réseaux d’interactions primaire et secondaire des fibres élastiques en 
utilisant la fibrilline-1, la MAGP-1 (microfibril-associated glycoprotein-1), la 
fibuline-5, la lysyl oxydase et le domaine extracellulaire de la calsynténine-1 
comme protéines appâts. 

La fibrilline-1, la lysyl oxydase et la MAGP-1 se lient à la stanniocalcine-
2, une hormone homodimérique qui serait impliquée dans la carcinogenèse et 
influerait sur l’apoptose. La fibrilline-1, MAGP-1, la lysyl oxydase et la fibuline-
5 interagissent avec l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène, une 
glycoprotéine de 47 kDa, ces interactions pourraient contribuer à la 
régulation du système fibrinolytique. Les microfibrilles élastiques pourraient 
donc contrôler la biodisponibilité de l’inhibiteur de l’activateur du 
plasminogène et la coagulation (Cain et al., 2009). 

 

5.2. L’interactome extracellulaire 

Nous avons construit la première version du réseau d’interactions 
extracellulaires (Chautard et al., 2009b) en utilisant les données stockées 
dans la base d’interactions MatrixDB développée au laboratoire (Chautard et 
al., 2009a, Chautard et al., 2011, Aranda et al., 2011) Nous avons inclus dans 
le réseau les interactions qui impliquent au moins un partenaire 
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extracellulaire. Les interactions des biomolécules extracellulaires avec les 
récepteurs situés à la surface figurent par conséquent dans le réseau. 
Certaines protéines extracellulaires sont internalisées soit sous forme 
entière, soit après clivage et établissent des interactions avec des molécules 
intracellulaires ou intranucléaires. C’est le cas de l’endostatine, le fragment 
C-terminal du collagène XVIII qui est internalisée par les cellules 
endothéliales (Dixelius et al., 2000). Nous avons donc inclus les interactions 
établies par les molécules extracellulaires avec des partenaires 
intracellulaires et nucléaires. 

Contrairement à la majorité des réseaux d’interactions publiés, nous 
avons inclus non seulement les interactions protéine-protéine mais également 
les interactions protéine-glycosaminoglycane, protéine-lipide et protéine-
cation. Les ions calcium et zinc  notamment sont très importants pour les 
propriétés structurales et biologiques de certaines protéines extracellulaires. 
De plus le calcium est nécessaire à la formation de plusieurs assemblages 
supramoléculaires au sein de la matrice extracellulaire comme ceux des 
fibrillines.  

 Plusieurs familles de protéines extracellulaires sont multimériques. 
C’est le cas des collagènes (trimériques), des laminines (trimériques) et des 
thrombospondines qui sont soit des trimères, soit des pentamères. Certains 
petits protéoglycanes  riches en leucine ont également la capacité de se 
dimériser. Nous avons donc distingué les interactions établies par les 
protéines multimériques telles qu’elles existent in vivo et celles établies par 
les chaînes polypeptidiques individuelles. En effet la multimérisation induit 
une modification des propriétés de reconnaissance moléculaire.  

Le réseau publié en 2009 contient 1099 molécules dont 273 molécules 
extracellulaires qui sont reliées par 2174 interactions impliquant au moins un 
interactant extracellulaire. Le réseau comporte 1836 interactions protéine-
protéine, 119 interactions protéine-glycosaminoglycane. 
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