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RESUME DU PARCOURS PROFESSIONNEL 

Les enzymes jouent un rôle primordial dans le remodelage physiopathologique du vivant 

notamment via la biocatalyse de modifications post-traductionnelles telle que la protéolyse. Leurs 

activités/fonctions sont intimement et réciproquement liées à leur environnement ; qu’il soit 

naturel (matrice extracellulaire, cellules) ou biomimétique (hydrogels, biomatériaux). 

Lors d’une thèse en enzymologie appliquée à la biocatalyse, la relation structure/fonction d’une 

déshydrogénase a été étudiée dans un milieu non conventionnel ; les liquides ioniques (LIs) (Lyon, 

ICBMS, UMR CNRS 5246). Ces travaux ont permis de mieux comprendre l’influence de ces 

milieux dit "verts" sur l’activité enzymatique de type déshydrogénase. 

Dans le domaine de la matrice extracellulaire, les fonctions des procollagènes N-protéinases 

(ADAMTS2, 3 et 14), participant à la maturation des collagènes fibrillaires, ont été étudiées par 

une méthode de protéomique spécifiquement adaptée à la protéolyse (N-terminomique) (LBTC, 

institut GIGA, Université de Liège, Belgique). Ces travaux ont conduit à l’identification de 

nombreux substrats autres que les collagènes fibrillaires, in vitro et in vivo, pour les ADAMTS2, 

3 et 14 [1-2]. Ces études ont repoussé le dogme restreignant l’activité des procollagène N-

protéinases aux collagènes fibrillaires et ouvert la possibilité de clivage de substrats impliqués 

dans la signalisation cellulaire, telle que la signalisation du TGF-beta. 

Afin d’enrichir mon expertise en protéomique et avoir une expérience d’enseignement, des 

études d’interactomique ont été menées dans le cadre d’un ATER à l’Université de Versailles 

Saint-Quentin-En-Yvelines. Ces recherches ont conduit à l’identification de nouveaux partenaires 

d’interactions de protéines peu connues de la membrane interne des mitochondries : les 

sideroflexines (SFXNs). Ces interactions ont été validées par différents tests et notamment in 

cellulo (test de ligature de proximité). 

Les recherches menées depuis 2018 au sein de l’équipe de Recherche Ostéoarticulaire et 

Dentaire (ROAD) du Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie thérapeutique (LBTI, UMR 

CNRS 5305) visent à étudier les mécanismes enzymatiques et à élaborer des environnements 

matriciels afin de conditionner la formation de tissus fonctionnels. Ces travaux ont pour modèle 

la régénération du tissu conjonctif vivant de la dent, la pulpe dentaire (PD). Dans ce contexte, les 

procédures régénératives endodontiques (PRE), notamment celles basées sur l’utilisation d’un 

environnement matriciel associé à des cellules souches mésenchymateuses de la pulpe dentaire 

(CSM-PD), sont proposées pour le traitement des infections carieuses irréversibles. Cependant, les 

environnements matriciels proposés ne permettent pas de produire une PD entièrement 

fonctionnelle en raison du manque d’asepsie et du manque de contrôle des mécanismes de 

régénération tissulaire qui restent encore mal compris. Un hydrogel antibactérien à base de fibrine 

a été développé afin de constituer un environnement aseptique pour favoriser la régénération au 

sein de la dent préalablement infectée [4]. En parallèle de ces recherches, des études sont menées 

afin de mieux comprendre les mécanismes biomoléculaires initiés par les CSM conduisant au 

remplacement du biomatériau de fibrine par une PD humaine fonctionnelle. Ces investigations 

utilisent des approches à large spectre (multi-omiques) et s’intéressent plus particulièrement aux 

évènements protéolytiques conduisant à la dégradation du biomatériau ainsi qu’à la néosynthèse 

de matrice extracellulaire. 
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I. 1. LES ENZYMES 

I. 1. A. Définition et propriétés 

Le monde du vivant peut se définir par la capacité de se transformer au cours du temps. Les 

enzymes constituent les éléments responsables de l’amorçage de ces biotransformations. Les 

enzymes ou biocatalyseurs sont dans leur très grès grande majorité de nature protéique (exception 

faite des ARN catalytiques). Ces biocatalyseurs vont augmenter la vitesse de biotransformation 

d’un substrat biologique en produit. Plus précisément, ils facilitent le passage de la barrière 

énergétique (énergie d’activation) présente entre ces deux états en diminuant l’énergie nécessaire 

à la formation de l’état de transition (1). En l’absence de biocatalyseurs, ces réactions sont 

possibles dans des temps difficilement appréciables. Les enzymes sont régénérées en fin de 

réaction. Les enzymes catalysent la biotransformation de substrats biologiques : protéines, acides 

nucléiques, glucides ou lipides. Les propriétés enzymatiques d’une protéine, qualifiée d’enzyme, 

sont directement liées à la capacité de cette protéine à interagir avec son substrat ainsi qu’à sa 

capacité de transformer ce substrat en produit. Dans le cas des enzymes Michaeliennes, des 

constantes sont déterminées afin d’apprécier ces propriétés catalytiques tel que la constante 

catalytique (kcat), correspondant au nombre de molécule de substrat transformé par unité de temps 

et par molécule d’enzyme, ou le KM (constante de Michaelis) qui n’est rien d’autre que la 

concentration de substrat nécessaire pour atteindre la moitié de la vitesse maximale de réaction et 

qui dépend par conséquent de la capacité de l’enzyme à interagir avec son substrat. L’efficacité 

catalytique se définit alors par le rapport kcat/KM qui est d’autant plus importante que kcat est grand 

et KM petit (2,3). 

 

Les enzymes sont classées par la commission internationale des enzymes selon un numéro EC 

("Enzyme Commission"). Cette classification a été construite par l’Union Internationale de 

Biochimie et Biologie Moléculaire (IUBMB). La base de données est hébergée et maintenue par 

le server de protéomique ExPASy de l’institut Suisse de Bioinformatique (SIB). Elle est reliée à 

la base de données spécifique des enzymes BRENDA (BRaunschweig ENzyme DAtabase) (4,5). 

Le numéro EC se compose en 4 chiffres. Le premier définit la classe parmi les 6 classes existantes 

(Fig. 1). Le second et le troisième chiffre indiquent les sous-classes précisant la spécificité de 

substrat. Le dernier, et quatrième chiffre, n’est rien d’autre que le numéro de série permettant 

d’attribuer un numéro unique à chaque enzyme.  
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Figure 1. Classification des enzymes 

 

Les projets de recherches menées se sont intéressés aux oxydoréductases dans le domaine de la 

biocatalyse ainsi qu’aux protéases (hydrolases) dans la construction de la matrice extracellulaire. 

 

 

I. 1.b. Les enzymes en biocatalyse 

Les propriétés biocatalytiques des enzymes sont depuis longtemps, et aujourd’hui encore, 

utilisées dans des procédés de fabrication dans l’industrie pharmaceutique, cosmétique, de 

l’énergie et de l’environnement. Les enzymes sont notamment utilisées pour leur spécificité, leur 

sélectivité vis à vis d’un substrat donné ainsi que pour leur capacité de produire des molécules 

énantiopures réduisant ainsi les étapes de purification. Parmi les différentes enzymes utilisées on 

peut citer par exemple la collagénase utilisée comme anticellulite (6). Les enzymes les plus 

utilisées restent les déshydrogénases notamment pour leur activité de cétoreductase (KRED) 

capables d’introduire des centres chiraux, par la réduction d’une fonction cétone en alcool 

énantiopure. Cette propriété est par exemple utilisée dans l’industrie pour produire un 

intermédiaire d’agent anti-cholestérol ; l’atorvastatin (Lipitor) (7). Ces enzymes utilisent un 

cofacteur, le NAD(P)+, plus couteux que le produit et qui par conséquent nécessite d’être recyclé. 

Une seconde déshydrogénase est utilisée à cet effet comme la glucose déshydrogénase, l’alcool 

déshydrogénase ou encore la formiate déshydrogénase. Cette dernière est préférée car son produit 

de réaction, le dioxyde de carbone, est facilement retiré du milieu réactionnel (Fig. 2).  
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Figure 2. Recyclage du NAD+ lors de cétoréduction. 

 

Ces réactions biocatalysées sont, dans certains cas, impossibles en raison de la faible solubilité 

de certains substrats tels que les acides gras et de la stabilité limitée des biocatalyseurs en milieux 

aqueux. Des milieux organiques sont donc utilisés (8). Ils ont pour avantages la meilleure solubilité 

des substrats et l’amélioration de la stabilité thermique et temporelle des biocatalyseurs (9). 

Cependant, ces solvants organiques libèrent des composés organiques volatiles (COV) toxiques 

pour l’organisme (10). Leur manipulation nécessite le respect des conseils de prudence et leur 

élimination nécessite un traitement particulier. Ces données vont à l’encontre des principes de la 

chimie verte qui vise à réduire la toxicité pour l’homme et l’environnement. Les liquides ioniques 

ont été proposés comme alternative aux milieux organiques. 

 

 

I. 1.c. Réactions biocatalysées en liquides ioniques 

 

Les liquides ioniques (Lis), constituent une famille de sels dont la température de fusion est 

inférieure à 100°C et pouvant ainsi être sous forme liquide à température ambiante. Les principaux 

ions utilisés sont de type imidazolium, pyridinium, ammonium, pyrrolidinium pour les cations 

alors que les anions les plus fréquents sont l’héxafluorophosphate, le tetrafluoroborate ou le 

diméthylphosphate (Fig. 3) (11). Les propriétés physico-chimiques des LIs sont variées et peuvent 

être adaptées selon la combinaison cation/anion. Ils peuvent être miscibles à l’eau, polaire ou 

apolaire. De nombreuses réactions biocatalysées ont été décrites en présence de LIs. Ainsi on 

retrouve des activités de type lipase (12,13), peptidase (14,15) et le groupe des oxydoréductases 

présentant un grand intérêt industriel (16). Cependant, l’activité des déshydrogénases est moins 

importante en présence de LIs en raison de leur faible activité dans ces milieux (16). 
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Figure 3. Principaux ions retrouvés dans les liquides ioniques 

 

 

Le Projet de recherche développée durant ma thèse à visé à étudier les mécanismes d’inhibition 

des déshydrogénases en Lis afin de proposer des stratégies afin d’améliorer leur activité dans ces 

milieux. 

 
 

I. 1.d. Réactions biocatalysées en biologie/physiologie 

 

Les enzymes jouent un rôle essentiel en biologie. Elles biocatalysent les réactions dans le corps 

humain à maintiennent ainsi la vie. Chaque cellule contient des milliers d’enzymes différentes 

dont les activités vont déterminer les réactions ayant lieu au sein de la cellule (17). Elles vont 

catalyser la biotransformation des grandes familles de biomolécules (protéases/protéines ; 

nucléases/acides nucléiques ; osidases/glucides ; lipases/lipides) afin de permettre le 

fonctionnement des processus physiologiques variées tels que la digestion, la division cellulaires, 

l’immunité, la fourniture d’énergie, le flux sanguin et la formation / réparation tissulaire (17). 

Parmi les différentes enzymes du corps humain, on retrouve les protéases extracellulaires 

participant à la formation des tissus et notamment à la formation de la matrice extracellulaire 

(MEC), élément principal des tissus conjonctifs. La MEC participe au soutien mécanique des tissus 

et organes formant le corps humain et est composée en grande majorité de collagènes (18). 
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I. 2. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE 

La matrice extracellulaire (MEC) constitue un ensemble de biomolécules interconnectées 

formant l’environnement des cellules des tissus conjonctifs. Cette MEC forme un gel hydraté qui, 

en plus de ses fonctions mécaniques de support pour l’intégrité et l’élasticité tissulaire, fait preuve 

d’une remodelage dynamique et continu afin de contrôler l’homéostasie tissulaire (18). Elle est le 

siège de communications croisées entre les cellules et leur environnement local ou périphérique 

par l’action des systèmes circulatoires sanguins et lymphatiques. La MEC constitue un réservoir 

de signaux (facteurs de croissance, chémokines) ou de fragments bioactifs libérés par l’action de 

protéases (matrikines). Elle constitue ainsi le chef-lieu où s’organise le contrôle des mécanismes 

de formation et de réparation tissulaire (18,19). 

 

La matrice extracellulaire est composée d’environ 300 biomolécules, également nommée le 

matrisome, incluant des protéines comme le collagène, des glycoprotéines et des protéoglycanes 

(20). Il est à noter que la composition de la matrice extracellulaire varie selon la localisation et les 

besoins fonctionnels et mécaniques de tissus. Par exemple, on peut distinguer la MEC interstitielle 

des membranes basales servant de support aux cellules épithéliales et donc de délimitation entre 

l’épithélium et le tissu conjonctif (18). 

 

I. 2. a. Les collagènes 

Les collagènes dans leur ensemble vont former l’architecture principale de la MEC par la 

formation d’un échafaudage tridimensionnel. Au nombre de 28, la superfamille des collagènes 

sont les protéines les plus abondantes du corps humain et représentent 30% de la masse de poids 

sec (21). Les collagènes sont des protéines présentant toutes au moins un domaine trimérique 

composé de trois chaînes α structurées en triple hélice (22). Cette structure en triple hélice, 

également nommée collagénique (COL), est composée de répétitions de triplets de glycine-X-Y 

où X et Y peuvent être n’importe quel acide aminé mais souvent la proline et l’hydroxyproline 

sont respectivement retrouvées à ces positions (22) La glycine est primordiale dans cette répétition 

périodique car sa taille réduite, due à l’absence de chaîne latérale, va permettre le repliement et la 

structuration en triple hélice (23). L’auto-association de ces trois chaînes α en homo ou hétéro 

trimères, structurés en triple hélice, est stabilisée par des liaisons de faibles énergie (hydrogènes 

et électrostatiques) impliquant les fonctions amines et carboxyles des liaisons peptidiques ainsi 

que des résidus de lysine et d’acide aspartique (24,25). 

Parmi les différents types de collagènes existant on distingue notamment les collagènes 

fibrillaires (type I, II, III, V et VI), les collagènes associés aux fibres (IX, XII, XIV, XVI, XIX, 



16 
 

XX, XXI et le XXII), les collagènes formant des réseaux (IV, VI, VIII et X), les collagènes formant 

des suprastructures (VI et VII) et les collagènes membranaires (XIII, XVII, XXIII et le XXV). Les 

collagènes nommés multiplexines (XV et XVIII) présentent, quant à eux, la particularité de 

posséder un domaine thrombospondine (laminin-G-like thrombospondin-1, TSP-1) servant à 

l’attache de glycosaminoglycanes (21) (Fig. 4). Les multiplexines sont par conséquent des 

protéoglycanes à héparane sulfate pour le collagène de type XVIII et à chondroïtine sulfate pour 

le collagène de type XV (26). Les collagènes de type XV et XVIII sont impliqués dans le caractère 

souche des cellules (26). On peut également distinguer les collagènes fibrillaires retrouvés au cœur 

des tissus conjonctifs (type I, II, III, V et XI) des collagènes formant les membranes basales (type 

IV et VII).  
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Figure 4. Représentation schématique de l’organisation en domaine des collagènes. 

Les 28 membres de la famille des collagènes sont des protéines dites modulaire dont les domaines varient. Des sous-

classes se distinguent selon que la composition en domaine des collagènes (Ricard-Blum S. 2011).  
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Les collagènes fibrillaires  

Les collagènes fibrillaires sont les plus communs de par leur abondance dans l’organisme et 

leur rôle essentiel dans la formation de l’architecture de la MEC. Formés à partir de 12 chaînes α 

différentes, il existe sept collagènes fibrillaire (I, II ; III, V, XI, XXIV, XXVII) dont les plus 

employés par l’organisme pour former la MEC sont les collagènes de type I, II et III alors que les 

autres restent minoritaires, et participent à la formation des fibre issues des trois premiers (27,28). 

Le collagène de type V et XI forment des fibres hétérotypiques avec les collagènes I, II ou III 

régulant ainsi l’ultrastructure des fibres de collagènes (27). Alors que le collagène de type V est 

retrouvé dans la peau, la cornée, les muscles, les tendons, le collagène de type XI est coexprimé 

avec le collagène de type II au niveau du cartilage (29). Les collagènes minoritaires XXIV et 

XXVII ont été découverts plus récemment et semblent jouer un rôle durant le développement dans 

les processus d’ossification endochondrale (30,31). Les trois collagènes fibrillaires majoritaires 

présentent une localisation prédominante en fonction du tissu. Ainsi, le collagène I est retrouvé 

très majoritairement dans la peau et les os (environ 80-90%), le collagène de type III est présent 

en relative grande quantité dans les tendons, la pulpe dentaire et les vaisseaux sanguins (40-45%) 

alors que le collagène de type II est majoritaire et spécifique du cartilage (27,32,33).  

Les collagènes fibrillaires peuvent être homotrimérique (trois chaînes α identiques) ou 

hétérotrimériques (trois chaînes α différentes). Le collagène de type I est hétérotrimérique 

composé de deux chaînes α1 et d’une chaîne α2, également noté [α1(I)]2α2(I) alors que les 

collagènes de type II et III sont homotrimériques [α1(II)]3 et [α1(III)]3 (27).  

Les chaînes α qui composent les collagènes fibrillaires sont synthétisées sous forme de 

précurseurs, au niveau du réticulum endoplasmique rugueux, composés d’une peptide signal de 

sécrétion, d’un propeptide N-terminal (pN ou N-Pro), d’un domaine en triple hélice, et d’un 

propeptide C-terminal (pC ou C-Pro) (Fig. 5) (27,33,34). Nous pouvons également distinguer les 

régions qualifiées de telopeptides reliant les propeptides N- et C-terminaux à la chaînes alpha 

mature et pouvant inclure une portion structurée en triple hélice au niveau du propeptide N-

terminal (34). Les chaînes α synthetisées font l’objet de différentes modifications post-

traductionnelles telles que le clivage du peptide signal ; l’hydroxylation des résidus de proline et 

de lysine respectivement par les enzymes prolyl et lysyl hydroxylases suivie de glycosylation de 

ces résidus hydroxylés (hydroxyproline et hydroxylysine) pas des résidus de glucose et galactose 

grâce aux glucosyl- et galactosyltransférases respectivement (33,35). Ces modifications sont 

notamment retrouvées du côté du propeptide N-terminal (33). Les chaînes α s’auto-assemblent à 

partir du propeptide C-terminal puis, notamment avec l’aide de la protéine chaperone Hsp47 (Heat 

shock protein 47 ou serpine H1), de proche en proche jusqu’à l’extrémité N-terminale pour former 
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un trimère de procollagène dont la partie centrale est en triple hélice (33,35,36). Les molécules de 

procollagènes sont sécrétées dans l’espace peri-cellulaire où les propeptides N- et C-terminaux 

seront clivés par les procollagènes N- et C-protéinases pour former des molécules de 

tropocollagène (34). Le clivage des propeptides induira une baisse de solubilité qui entraînera 

l’autoassemblage des molécules de tropocollagènes en fibre de collagène (35). L’auto agrégation 

latérale ménage un espace de 67 nm environ (gap) entre deux molécules de successives dans le 

sens longitudinal à l’axe de la fibre et qui sera le siège de l’initiation de la minéralisation dans le 

cas de tissus osseux (23,27). Ces espaces donneront l’aspect de striation périodique en 

miscroscopie électronique (27,33). Le diamètre des fibres de collagènes peut être régulé par 

l’association de collagènes de type V et XI régulant ainsi le diamètre des fibres et leur croissance 

(37). Ce processus complexe de fibrillogenèse est également régulé par différents protéoglycanes 

comme la décorine ou le lumican (38). Les propriétés mécaniques des fibres de collagène seront 

renforcées après réticulation catalysée par la lysyl-oxydase (39).  
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Figure 5. Biosynthèse des collagènes fibrillaires (Amirrah IN et al., 2022) 

 

Les collagènes associés aux fibrilles avec triple hélice interrompue (FACIT) 

Le groupe des FACIT est composé de 9 membres, les collagènes de type IX, XII, XIV, XVI, 

XIX, XX, XXI ; XXII et XXVI. L’interruption de la triple hélice par des domaines non 

collagéniques démontre l’aspect modulaire des collagènes (Fig. 4). La présence de différents 

domaines au sein de ces collagènes : domaine du facteur A de von Willbrand, domaine 

thrombospondine, domaine fibronectine de type III, présuppose de nombreuses interactions 

protéine-protéine avec des composants de la matrice extracellulaire et semblent servir de ponts 

moléculaires pour l’organisation et la stabilité des MECs (40). L’aspect modulaire de ces 

collagènes non fibrillaire suppose également une libération potentielle de fragments bioactifs 

(maticryptines) et ainsi un rôle dans l’homéostasie des tissus (21,41). 
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Les collagènes associés aux membranes basales 

Structuralement, les membranes bases constituent le support des cellules épithéliales et forment 

une barrière entre le compartiment épithélial et le tissu conjonctif sous-jacent (42). Par microscopie 

électronique 3 ultrastructures se distinguent nommées lucida. Du côté épithélial au tissu conjonctif 

on retrouve ; une zone claire, la lamina lucida, qui n’est rien d’autre qu’un artefact lié au 

décollement des cellules de la membrane basale (43). Au milieu, se trouve une zone dense en 

électrons, la lamina densa, formant une trame sur laquelle repose la surface basale des cellules 

épithéliales. Une troisième partie, la lamina fibroreticularis, est constituée de fibres de diamètres 

variables et qui vont venir plonger dans le tissu conjonctif sous-jacent également nommé lamina 

propria (42). Dans ce contexte, les collagènes de type IV et VII sont associés aux membranes 

basales car ils constituent les biomolécules formant ces ultrastructures. Le collagène de type IV 

est capable de s’auto-assembler en tétramères via ses domaines 7S et non-collagéniques 

respectivement en position N- et C-terminale formant ainsi un maillage polygonal qui constituera 

l’armature de la lamina densa en association avec certaines glycoprotéines et protéoglycans tels 

que les laminines, formant elles même des réseaux, et le perlecan qui participe à l’association de 

ces treillis polygonaux (42). Il existe 6 chaîne α différentes pour le collagène de type IV; cependant 

seules les hétérotrimères α1α1α2, α1α1α2, α1α1α2 ont été rapportés (44). 

Le collagène de type VII forme les fibrilles d’ancrage de la membrane basale au sein du tissu 

conjonctif. Ce collagène présente également des domaines non-collagéniques à ses extrémités N- 

et C-terminales. Il interagit d’une part avec la lamina densa et d’autre part avec la lamina propria, 

ou tissu conjonctif (45). Une seule chaîne α a été répertoriée pour le collagène de type VII qui 

forme alors des homotrimères α3(VII). 

 

 

I. 2. b. Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes jouent un rôle essentiel dans la formation de la MEC et notamment dans les 

tissus cartilagineux ou osseux. Par définition, les protéoglycanes (PGs) sont composés d’une partie 

protéique et d’une partie glucidique associées de manière covalente par l’intermédiaire d’une 

liaison N- ou O-osidique respectivement sur les résidus de lysine/arginine ou de sérine/thréonine 

(46). La partie glucidique est composée de glycosaminoglycanes (GAGs) consistant en des chaînes 

linéaires formées de répétitions de disaccharides consistant à un acide hexuronique (D-

glucuronique ou L-iduronique) excepté pour le kératane sulfate où c’est un galactose, et d’un 

hexosamine N-acétylé (N-acétyl-D-glucosamine ou N-acétyl-D-galactosamine) (47). Six 

différents GAGs sont définis selon la nature des répétitions disaccharidiques et le degré de 
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sulfonylation : le chondroïtine Sulfate (CS), le kératane sulfate (KS), l’héparane et l’Héparane 

sulfate (HS), le kératane sulfate (KS) et l’acide hyaluronique (HA) (47). En ce qui concerne la 

partie protéique, il existe 43 gènes distincts pour les protéoglycanes. Ces derniers participent aussi 

bien au développement qu’au remodelage tissulaire physiopathologique, via différents 

mécanismes incluant la régulation de voies de signalisations ou la modification des propriétés 

mécaniques des tissus (46,48). Les PGs peuvent être classés selon leur localisation (49). La grande 

majorité des PGs est localisée dans la MEC, mais on en retrouve également dans les membranes 

basales, à la surface des cellules, ainsi que dans des vésicules intracellulaires. Au sein de la MEC 

on peut distinguer deux familles de PGs ; les petits protéoglycanes riches en leucine ("small 

leucine rich proteoglycans, SLRPs) et les hyalectans. Les SLRPs incluent 18 gènes et de nombreux 

variants. Dans cette famille on retrouve la décorine, le biglycan et le lumican qui participent 

notamment à la formation de la matrice collagénique en interagissant avec le collagène (50,51). A 

titre d’exemple, la décorine régule le diamètre et l’alignement des fibres de collagènes en 

empêchant l’agrégation latérale de ces dernières (50). Les hyalectans ont en commun un domaine 

globulaire N-terminal G1 ayant la capacité de se lier à l’acide hyaluronique par l’intermédiaire de 

protéines de liaisons (47). Dans cette famille on retrouve, l’agrécane, le versican, le neurocan et le 

brevicane (49). Les hyalectans jouent un rôle important dans la formation de tissus résistants 

mécaniquement tel que le cartilage. Ainsi on retrouve l’agrécane dans la composition du cartilage 

ostéoarticulaire ou le versicane dans la formation de la voute palatine (52,53). Certains 

protéoglycanes sont des (co-)récepteurs retrouvés à la surface des cellules en qualité de protéine 

transmembranaire (syndecane ou betaglycane) ou associés à la membrane par une ancre Glycosyl-

Phosphatidyl-Inositol (le glypicane). Le betaglycane, aussi connu comme le récepteur III du 

facteur de croissance transformant TGF-beta (TGF-β RIII), participe à la signalisation du TGF-β 

en agissant comme un co-recepteur des récepteurs RI et RII dans sa forme transmembranaire et 

séquestre le TGF-β dans la MEC dans sa forme soluble après clivage protéolytique 

juxtamembranaire (54). Des protéoglycans sont également retrouvés dans les membranes basales 

(agrine, perlecane et collagène XVIII) ainsi que dans des vésicules intracellulaires (serglycine) 

(49). 
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I. 2. c. Les glycoprotéines 

Les protéines extracellulaires peuvent présenter des O- et N-glycosylations de taille et de nature 

variables ; on parlera alors de glycoprotéines. Les glycoprotéines sont nombreuses et sont 

classifiées en familles selon leur composition en domaine. Quelques exemples de glycoprotéines, 

en lien avec les projets de recherche menées, seront brièvement décrits. 

Ainsi, on peut noter la famille des SIBLINGs (small integrin-binding ligand, N-linked 

glycoprotein) qui inclue trois sialoprotéines (la sialophosphoprotéine dentinaire, DSPP, la 

phosphoprotéine matricielle dentinaire-1 et la sialoprotéine osseuse), l’ostéopontine et la 

phosphoglycoprotéine extracellulaire matricielle. Les SIBLINGs sont impliquées and la formation 

des tissus minéralisés tels que l’os et les tissus dentaires (dentine, émail, cément). Les 

sialoprotéines régulent la minéralisation positivement (DSPP) ou négativement (ostéopontine) en 

interagissant avec le calcium et les phosphates calciques tels que l’hydroxyapatite (55). 

La fibronectine est une glycoprotéine qui existe sous deux formes ; globulaire plasmatique et 

matricielle de structure allongée capable de former un réseau fibrillaire (56). La fibronectine est 

composée de trois types de domaines dit « fibronectine » (FNI, FNII et FNIII) (Fig. 6). Elle forme 

des dimères reliés par l’extrémité C-terminale. Son organisation en domaine peut se classifier en 

trois parties, le domaine N-terminal de 70 kDa (FNI1-9), le domaine central de liaison de 120 kDa 

qui participe à la formation du réseau de fibronectine (central binding domain, CBD FNIII1-12) et 

le domaine de liaison à l’héparine (HepII, FNIII12-14) (Fig. 6) (56). La formation des fibres de 

fibronectine est un processus actif nécessitant l’interaction de la fibronectine à des récepteurs de 

surface de type intégrine, protéoglycanes à héparane sulfate et syndecane(-4). Cette étape 

d’initiation va induire le déploiement et l’assemblage des molécules de fibronectine (56). Le 

domaine N-terminal joue ici un rôle essentiel dans la structuration en forme globulaire qui résulte 

d’un ensemble d’interactions de faible énergies entre ce domaine et les autres domaines de la 

fibronectine (56).  
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Figure 6. Structure de la fibronectine et mécanisme de fibrillogenèse. 

Le fibronectine est composée de domaines de type fibronectine (FN) de type I (ovales oranges), type II (ronds jaunes) 

et de type III (carrés roses). Trois domaines de type FNIII présents dans la partie centrale (domaine central de liaison, 

CBD) de la protéine sont sujets à épissage alternatif (carrés jaune). Le domaine N-terminal de 70 kDa participe à la 

formation de la forme globulaire. Il inclut les domaine FNI 1 à 9 ainsi que les deux domaine FNII. Ce domaine forme 

des liaisons ioniques intramoléculaire avec le domaine CBD. Ce dernier interagit avec les intégrines et protéoglycans 

(syndecan-4, HSPG) de surface pour conduire à un dépliement des molécules de fibronectine et ainsi induire une 

fibrillogenèse médiée par les cellules (Images extraites de To & Midwwod 2011). 



25 
 

Les thrombospondines sont retrouvées dans les tissus conjonctifs et jouent un rôle dans 

l’organisation et l’architecture de la MEC via leurs domaines de type thrombospondine (TSP) 

présentant différents sites d’interaction notamment pour les GAGs et les protéoglycans tels que la 

décorine (57,58).  

 

Le fibrinogène (Fig. 7) est une glycoprotéine dimérique de 340 kDa composée de trois chaînes 

(α, β et γ) stabilisées par 29 ponts disulfures qui s'auto-polymérisent par agrégation latérale après 

clivage par la thrombine, conduisant ainsi à un caillot de fibrine in vivo et à un hydrogel de fibrine 

in vitro (59). Dans des conditions physiologiques, la fibrine forme un réseau fibreux important 

pour l'hémostase et la cicatrisation cellulaire ultérieure (60). L'interaction des cellules avec la 

fibrine est un mécanisme principalement piloté par les intégrines et médié par des séquences Arg-

Gly-Asp (RGD). La fibrine se lie aux intégrines αIIbβ3 des plaquettes (61), αMβ2/Mac-1 des 

leucocytes (62) et αVβ3 des fibroblastes (Fig. 7) (63). La liaison fibrine/intégrine entraîne 

l'activation des cellules et conduit à la formation du caillot sanguin, à la réponse inflammatoire et 

au remodelage de la MEC. D'autres biomolécules interagissant avec la fibrine, telles que les 

protéines de la MEC, comme la vitronectine et la fibronectine, pourraient également servir de 

médiateur à l'adhésion cellulaire à la fibrine et réguler la réponse cellulaire par le biais d'un 

mécanisme dynamique impliquant le regroupement des récepteurs de la surface cellulaire et les 

échanges croisés (64–66). La fibrine est biologiquement dégradée par la cascade fibrinolytique 

médiée par la plasmine (67) impliquant principalement les cellules endothéliales (68,69). L'activité 

de la plasmine est également au centre de multiples événements protéolytiques qui favorisent le 

remodelage tissulaire, comme l'activation des pro-métalloprotéinases matricielles (proMMP) en 

MMP actives (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-

14) qui, à leur tour, clivent la fibrine (MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMMP-14) (70,71) 

mais aussi des cytokines, chimiokines et facteurs de croissance latents (72). De plus, la plasmine 

est impliquée dans l'activation de la signalisation uPA/uPAR dans les plaquettes, les monocytes, 

les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les CSM dérivées de la moelle 

osseuse (68,73). Cette activation favorise le remodelage de la matrice, l'invasion des monocytes et 

leur différenciation en macrophages par le biais de multiples voies de signalisation dont RAS-

ERK1/2, p38 MAPKK, RhoA-ROCK (68,69). 

 



26 
 

 
 
Figure 7. Formation de polymère de fibrine.  

Le fibrinogène plasmatique circulant est une molécule dimérique où chaque monomère est un hétérotrimère formé de 

trois chaînes α (vert), β (bleu) et γ (rouge). Les hétérotrimères sont associés par leur extrémité N-terminale formant le 

domaine E. Un domaine D est retrouvée à l’extrémité C-terminale et est séparée du domaine E par une région en 

bobine spiralée (coiled coil) impliquée dans la capacité d’élongation de la fibrine sous l’influence de force mécanique. 

Le domaine D participe à l’interaction médiée par les intégrines de la fibrine (du fibriongène) aux fibroblastes, 

leucocytes et plaquettes. Les peptides présents à l’extrémité N-terminale (fibrinopeptides A et B, FpA et FpB) sont 

clivés par la thrombine produite par la cascade de coagulation afin de générer des monomères qui s’auto-assemblent 

in fibre de fibrine réticulées par le facteur XIIIa. Le polymère de fibrine est clivé par la plasmine à travers un 

mécanisme orchestré qui associe évènements protéolytiques et signalisation cellulaire, favorisant ainsi le remodelage 

tissulaire, l’angiogenèse et la chimiotaxies. 
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I. 2. d. Les métalloprotéases 

 

Les familles de métalloprotéases 

Les protéases extracellulaires sont des biomolécules essentielles entrant dans la composition de 

la MEC. Elles participent à la maturation et à la dégradation des molécules formant la MEC mais 

également dans la signalisation cellulaire par la libération de facteurs de croissance par exemple. 

Il existe différentes familles de protéases extracellulaires selon la nature de leur domaine 

catalytique, leur homologie de séquence et la nature de leur substrat. Les protéases peuvent se 

distinguer en fonction des résidus présents au sein de leur site catalytique. Ainsi nous pouvons 

distinguer les protéases à sérine tels que la trypsine, la plasmine ou la thrombine…) qui participent 

à la digestion, la coagulation/fibrinolyse, au développement et à l’immunité (74) ; les protéases à 

cystéine (cathepsines, papaïnes…) ou encore les métalloprotéases (Fig. 8) (74,75).  

Je me suis particulièrement intéressé aux métalloprotéases à zinc, également nommées 

metzincines. Elles présentent toutes un domaine catalytique N-terminal homologue de 120 à 130 

résidus caractérisé par la présence d’un motif consensus de fixation du zinc 

(HEXXHXXGXX(H/D)) et d’une boucle-méthionine (met-turn) (76). Du côté C-terminal du 

domaine catalytique, les extra-domaines vont définir la spécificité de substrats et la famille de 

protéases (47). Parmi les metzincines on retrouve les adamalysines (ADAM(TS)) présentant toutes 

un domaine désintégrine ; et les métalloprotéases ((MT)-MMPs) ayant, pour leur grande majorité, 

un domaine hemopexine (Fig. 8) (47). Toutes ces métalloprotéases sont synthétisées sous forme 

inactive en raison de la présence d’un propeptide du côté C-terminal et qui est libéré par clivage 

protéolytique.  

Les (MT)-MMPs 

Il existe 28 MMPs classifiées en sous-familles (77) : - les collagénases (MMP1, 8, 13, 18) - les 

gélatinases (MMP2 et 9) - les stromélysines (MMP3, 10 et 11) - les matrilysines (MMP7, 12 et 

26) - les MMPs membranaires (transmembranaires MT1-MMP/MMP14, MT2-MMP/MMP15, 

MT3-MMP/MMP16, MT5-MMP/MMP24 ; à ancre GPI MT4-MMP/MMP17, MT6-

MMP/MMP25). Les autres MMPs sont retrouvées dans des situations physiopathologiques, ou des 

tissus, spécifiques telle que la MMP20 (enamalysine) retrouvée dans les tissus calcifiés de la dent 

et qui participe à la libération protéolytique de la sialoprotéine dentinaire et de la glycoprotéine 

dentinaire à partir de la sialophosphoprotéine dentinaire (77,78). 
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Figure 8. Composition en domaines des protéases MMPs et ADAM(TS). 

Toutes les métalloprotéases contiennent un peptide signal, un propeptide de latence clivé durant la maturation ainsi 

qu’un domaine catalytique conservé de type métalloprotéinases présentant le motif consensus HEXXHXXGXX(H/D). 

Elles diffèrent par leurs domaines auxiliaires régulant la spécificité de substrat et la localisation. Les MMPs présentent 

des domaines de type hemopexine; certaines sont associées à la membrane via un domaine transmembranaire. Les 

ADAM(TS) présentent toutes un domaine désintégrine adjacent au domaine catalytique suivi par des domaines riches 

en cystéines. Alors que les ADAMs sont associées à la membrane via un domaine transmembranaire, les ADAMTS 

présentent un nombre variable de domaines en position C-terminale qui définissent les différentes sous-familles 

(image extraite de Karamanos NK et al., 2021). 

 

Les ADAMTS 

La famille de protéases ADAMTS "A Disintegrin And Metalloproteinase with 

ThromboSpondin type I domain" est composée de 19 membres qui peuvent être classés en sous-

groupes en fonction de leur activité protéolytique (79). Les aggrécanases (ADAMTS1, 4, 5, 8, 9 

et 15) sont capables de cliver des protéoglycanes tels que l'aggrécane. Les ADAMTS2, 3 et 14 

forment le sous-groupe des procollagène N-protéinases car ce sont les seules enzymes capables de 

cliver l'aminopropeptide des collagènes fibrillaires (34). L'ADAMTS13 est l'enzyme responsable 

du clivage du facteur de von Willebrand. Enfin, les protéases restantes sont collectivement 

appelées les ADAMTS orphelines (ADAMTS6, 7, 12, 10, 16, 17, 18 et 19) pour lesquelles aucun 

substrat spécifique n'est actuellement connu (80). 

J’ai étudié les procollagène N-protéinases dans le cadre de ma recherche post-doctorale 

(Université de Liège, Belgique). En plus de leur domaine catalytique, ces protéases sont 

caractérisées par la présence de quatre domaines thrombospondine de type I (TSR1) et d'un 

domaine procollagène N-protéinase (PNP) C-terminal, ce dernier incluant un domaine "Protease 

and LACunin" (PLAC) (34). Les procollagène N-protéinases diffèrent par leur distribution spatio-

temporelle. En effet, les ADAMTS2 et 14 sont principalement retrouvées dans les tissus riches en 

collagène de type I comme la peau ou les os. L’ADAMTS14 est co-exprimée, à faible taux, 

suggérant une redondance de fonction avec l’ADAMTS2 (34). L’ADAMTS3 est, quant à elle, 

principalement exprimée dans le cartilage, ce qui suggère une certaine spécificité pour le collagène 

de type II, ainsi que dans le système nerveux central (34). 
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Les ADAMTS2, 3 et 14 clivent le propeptide N-terminal des molécules de procollagènes entre la 

petite triple hélice et l’hélice principale des chaînes α des collagènes de type I, II et III. Ces 

protéases sont rapportées pour cliver selon un site relativement conservé entre espèces impliquant 

un acide aminé aliphatique en position P1 et un résidu de glutamine en position P1’ (Fig. 9). 

L’ADAMTS2 est également capable de cliver le collagène minoritaire de type V. Le site de clivage 

rapporté diffère des sites classiques car il est situé en amont de la petite hélice N-terminale et au 

niveau d’un site présentant une proline en P1 et une alanine en P1’. Des sites plus conventionnels, 

en amont de la triple hélice principale, sont observés mais pas rapportées (Fig. 9) (34,81). 

 

 
Figure 9. Sites de clivage des aminopeptidases au sein du procollagène.  

(A) Maturation du procollagène par les procollagènes N-protéinases (ADAMTS2, 3 et 14) et C-protéinases. (B) 

Homologie de séquence des sites de clivage de l'ADAMTS2 dans les collagènes fibrillaires de types I-III de différentes 

espèces : (H) humain, (B) bovin, (M) souris, (R) rat, (C) poulet et (D) chien. (C) Alignement des séquences du 

collagène α1 de type V de différentes espèces. Résidu (*) identique, (:) fortement similaire, (.) faiblement similaire. 

(Image extraite de Bekhouche M et al., 2015) 
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Le clivage du propeptide N-terminal des collagènes fibrillaires semble être spécifique des 

ADAMTS2, 3 et 14. En effet l’absence d’ADAMTS2 chez des souris KO entraîne la rétention du 

propeptide N-terminal ce qui conduit à la désorganisation de la matrice collagénique et entraîne la 

formation de collagènes déstructurées ayant un aspect caractéristique dit hiéroglyphique (Fig. 10). 

Il est à noter que des études protéomiques rapportent le clivage du propeptide N-terminal des 

collagènes fibrillaires par des métalloprotéases de la sous-famille des méprines α β ; deux 

protéases surexprimées par les fibroblastes de peau en situation de fibrose. Les méprines 

participeraient, entre autre, à la formation excessive de collagène en condition pathologique 

comme dans le cas de chéloïdes (82). Les souris déficientes pour l’ADAMTS2 présentent une peau 

fragile principalement en raison des défauts de formation de la matrice collagénique. Ces souris 

présentent également des défauts de fertilité avec l’absence de production de spermatozoïde chez 

le mâle adulte (34). L’absence d’ADAMTS14 seule ne semble pas avoir d’effet significativement 

délétère. Par contre la déficience en ADAMTS2 et en ADAMTS14 induit une fragilité beaucoup 

plus importante de la peau ainsi que des phénomènes de d’inflammation du derme (dermatite 

atopique) chez la souris (83). L’absence d’activité ADAMTS2 conduit à la dermatosparaxie chez 

l’animal (le veau) et au syndrome d’Ehlers-Danlos dermatosparactique ou de type VIIC chez 

l’homme (84,85). La principale caractéristique de cette maladie génétique rare est la fragilité de la 

peau. Les patients atteints d’EDS de type VIIC présentent également des défauts de développement 

oro-faciaux, des risques de ruptures d’organes internes en raison de la fragilité des tissus mous 

ainsi que des hématomes de taille importante suite à un traumatisme mineur (85). 
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Figure 10. ADAMTS2 : une protéase essentielle pour l'organisation des collagènes fibrillaires. (A) Les fibrilles 

de collagène sont formées par l'assemblage progressif de chaînes α matures après clivage des propeptides par les N- 

et C-protéinases du procollagène. Ces fibrilles sont allongées et cylindriques en coupe transversale, comme visualisé 

par microscopie électronique à transmission dans une peau de souris normale. (B) En l'absence d'activité ADAMTS2, 

l'aminoprocollagène s'accumule. Cela conduit à la formation de structures collagéniques en forme de rubans 

(hiéroglyphes) aux propriétés mécaniques médiocres et responsables de la fragilité de la peau observée chez les 

patients atteints du syndrome d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique ou dermatosparaxie chez les animaux. 

(Image extraite de Bekhouche M et al., 2015) 

 

Les ADAMTS2, 3 et 14 présentent différentes fonctions biologiques qui ne peuvent s’expliquer 

par la seule activité de maturation des collagènes fibrillaires. En effet, les embryons de souris 

déficientes pour l’ADAMTS3 meurent avant la naissance, après 15 jours de gestation. Les 

embryons présentent des défauts de formation des vaisseaux sanguins et lymphatiques (86). Ce 

rôle potentiel des procollagène N-protéinases dans le système cardiovasculaire est en accord avec 

des études rapportant l’association du gène ADAMTS2 à la prédisposition aux accidents 

vasculaires cérébraux pédiatriques (87), l’enrichissement en ADAMTS2 et ADAMTS3 dans les 

plaques de patients présentant un infarctus aigu du myocarde (88) ou encore l’association du gène 

de l’Adamts14 à la prédisposition à la sclérose en plaque (89). 

 

L’ensemble de ces données suggère que le répertoire de substrat des ADAMTS2, 3 et 14 n’est 

pas restreint aux seuls collagènes fibrillaires. L’objectif des recherches post-doctorales était 

de déterminer les substrats de ces protéases par protéomique. 
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I. 3. ENVIRONNEMENTS MATRICIELS & INGENIERIE TISSULAIRE 

« de la biologie de la matrice à une matrice biologique » 
 

 

I. 3. a. Contexte 

L’ingénierie tissulaire vise à réparer/régénérer un tissu à partir d’un échafaudage ou matrice 

tridimensionnelle qui sera utilisée pour remplacer temporairement le tissu lésé et qui sera 

remplacée par un tissu néoformé présentant les mêmes fonctions que celui d’origine. L’ingénierie 

tissulaire est caractérisée par une triade associant un échafaudage tridimensionnel, des cellules 

(souches mésenchymateuses) et des protéines/peptides bioactifs (peptides, facteurs de 

croissances…) (Fig. 11) (90). 

 

Figure 11. Triade de l’ingénierie tissulaire. Cette triade comprend trois éléments : un échafaudage tridimensionnel, 

des cellules souches mésenchymateuses et de molécules bioactives afin de réparer/régénérer le tissu choisit (image 

extraite de Klimek K & Ginalska G, 2020).  

Il existe un grand nombre de publications rapportant différentes combinaisons de matrices 3D 

naturelles, synthétiques ou hybrides plus ou moins adaptées au tissu à réparer/régénérer (91). La 

régénération tissulaire à partir d’hydrogel et de cellules souches nécessite différentes étapes qui 

restent peu caractérisées ce qui constitue un réel verrou scientifique à ce type d’approche pouvant 

conduire à des échecs à des étapes précliniques. En effet, la réparation du tissu va nécessiter des 

interactions cellules-matrice 3D favorisant une réponse cellulaire pro régénérative et le 

remplacement contrôlé de la matrice 3D temporaire par une MEC semblable à celui d’origine. En 

effet, à l’instar des mécanismes pathophysiologique, la matrice 3D va constituer un environnement 



34 
 

qui conditionnera les fonctions des cellules. Cette matrice 3D sera également en lien avec un 

environnement hôte qui nécessite des relations réciproquement favorables à la régénération 

tissulaire et nécessitera, entre autres, l’établissement d’une réponse immunitaire pro-régénérative 

(92). L’absence de contrôle peut conduire à la formation de tissus dysfonctionnels tels que la 

formation de tissus cicatriciels fibrosés ou de minéralisation ectopique (93). La réussite de ce type 

d’approches nécessite une collaboration étroite entre cliniciens et chercheurs de différents 

domaines (biochimie, biologie cellulaire et chimie).  

Les recherches que je mène aujourd’hui s’intéressent particulièrement à ces environnements 

matriciels bio-inspirés sous forme de gel hydratés (hydrogels). Ces recherches visent à décrypter 

les mécanismes enzymatiques et biomoléculaires de régénération tissulaire à base d’hydrogels afin 

de créer des environnements spécifiquement adaptés aux tissus à régénérer. Je mets à profit mon 

expérience dans l’étude des mécanismes enzymatiques et de la matrice extracellulaire pour 

contrôler le remplacement de l’environnement matriciel temporaire par un tissu fonctionnel. 

Depuis 2018, ces recherches se concentrent sur la régénération/réparation de la pulpe dentaire 

humaine, en collaboration de deux praticiens dentaires (Pr Jean-Christophe FARGES et le Pr 

Maxime DUCRET), afin de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement des 

infections carieuses. 

 

I. 3. b. La pulpe dentaire 

La pulpe dentaire (PD) est un tissu conjonctif lâche situé dans l’espace endodontique présent 

au centre de la dent (Fig. 12). Elle est principalement composée de fibroblastes et de cellules 

souches mésenchymateuses (CSM) incluses dans une matrice extracellulaire principalement 

constituée des collagènes fibrillaires I et III. Comparativement, la dentine ou la peau contiennent 

une proportion importante de collagène de type I (80 à 98%), alors que la matrice collagénique de 

la PD contient 56% de collagène de type I, 41% de collagène de type III, 2% de collagène de type 

V et 0.5% de collagène de type VI (94). La PD contient également de la fibronectine, de nombreux 

protéoglycanes tels que la décorine, le biglycane, le lumicane et le versicane, ainsi que des 

glycosaminoglycanes tel que l’acide hyaluronique (94,95). Ces protéoglycanes et 

glycosaminoglycanes régulent l’hydratation du tissu et participent à la fibrillogenèse du collagène 

(96). Ils participeraient également à la formation d’un environnement viscoélastique pouvant agir 

comme support à la minéralisation. La dentine entourant la PD est quant à elle produite par des 

cellules spécialisées, alignées à l’interface dentine-pulpe, les odontoblastes. Ces cellules 

présentent des prolongements logés dans des structures tubulaires traversant la dentine, les tubules 
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dentinaires (Fig. 13). En dessous de cette couche de cellule odontoblastique, on peut distinguer 

une zone acellulaire et riche en capillaires sanguins, fournissant des cellules immunitaires en cas 

d’infection, suivie d’une zone sous odontoblastique riche en cellules progénitrices et cellules 

souches mésenchymateuses. La pulpe dentaire sous-jacente est principalement formée par des 

fibroblastes (Fig. 13). A l’extrémité des racines dentaires, la PD communique avec les tissus 

parodontaux à travers une ouverture de taille réduite, le foramen apical, qui permet le passage des 

vaisseaux sanguins et fibres nerveuses. Le PD est responsable de la vitalité et de la santé de la 

dent, de la sensation de douleur, ainsi que de la défense immunitaire et de la 

réparation/régénération après lésion.  

 

Figure 12. Organisation tissulaire de la dent 

 

I. 3. c. Les pulpites réversibles et irréversibles 

La carie est caractérisée par la pénétration progressive de bactéries de la flore orale dans les 

tissus minéralisés dentaires, émail puis dentine. Ces bactéries causent l’inflammation de la PD 

(Fig. 13) (97,98). A un stade précoce, l’inflammation résulte principalement de motifs 

moléculaires caractéristiques des micro-organismes ou PAMP (Pathogen Associated Molecular 

Patterns) localisées dans la dentine et qui vont induire une réponse immunitaire au sein de la pulpe 

dentaire et notamment via les odontoblastes (97,98). A ce stade, l’inflammation de la PD (pulpite) 

est caractérisée par une hyperémie légère qui pourra régresser si le praticien supprime la lésion 

carieuse et les bactéries qu’elle contient. La pulpite est réversible et est accompagnée d’une 

douleur légère à modérée. A un stade plus avancé, les bactéries peuvent s’infiltrer dans le tissu 

pulpaire et induire l’augmentation des processus inflammatoires (Fig. 13). Cette inflammation 

exacerbée conduit à une pulpite aiguë, irréversible, accompagnée d’une douleur irradiante sévère 
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de longue durée. Du fait de l’incapacité de l’espace pulpaire à se dilater sous l’effet de 

l’inflammation, la pulpite irréversible conduit inévitablement à la nécrose du tissu pulpaire 

(98,99). Il est important de noter ici que la position des bactéries au sein de la dent (intradentinaire 

ou intrapulpaire) ne préjuge pas du caractère réversible/irréversible de la pulpite. A ce jour, aucun 

test ne permet de discriminer le caractère réversible/irréversible une pulpite d’autant plus que cette 

notion même de pulpite irréversible reste discuté (98). 

 

 

 
 

Figure 13. Principaux mécamismes cellulaires impliqués dans la pulpite induite par les caries. (a) Réponse 

cellulaire inflammatoire initiale a la présence de PAMP intradentinaires un stade précoce de pulpite. (b) Réponse 

cellulaire inflammatoire a la présence de bactéries intrapulpaires à un stade avancé de pulpite. LPS, lipopolysaccharide 

; LTA, acide lipoteichoïque ; M1, macrophage pro-inflammatoire de type 1 ; DC, cellule dendritique ; NK, cellule 

tueuse naturelle ; F, fibroblaste ; PMN, neutrophile polymorphonucléaire ; DPSC, cellule souche de la pulpe dentaire 

; NF, fibre nerveuse ; M2, macrophage anti-inflammatoire de type 2. (image extraite de Richert R et al., 2022). 

 

I. 3. d. Conséquences de la carie dentaire en santé publique 

La carie dentaire est une infection chronique largement répandue qui affecte plus de la moitié 

de la population mondiale (100). D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la carie des 

dents définitives est l’affection bucco-dentaire la plus répandue ; elle touche près de 2.3 milliards 

de personnes à travers le monde (101). Dans un rapport datant de 2010, la Haute Autorité de Santé 

(HAS) estimait que 33% à 50% de la population française adulte avait au moins une dent cariée à 

traiter. L’absence de traitement des caries peut conduire à un développement de l’infection au 

niveau parodontal, et plus tard, à des maladies systémiques (polyarthrite rhumatoïde, maladies 

cardiovasculaires…) (102,103). Plus récemment, la maladie parodontale a même été liée à la 

maladie d’Alzheimer (104).  
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I. 3. e. Stratégies thérapeutiques pour le soin de la carie dentaire 

Traitement actuel des caries dentaires 

Dans le cas de pulpite irréversible, le praticien élimine la PD nécrosée, désinfecte l’espace 

endodontique et l’obture avec un matériau isoprénoïde inerte dérivé du latex, la gutta percha, afin 

de prévenir une future colonisation bactérienne (Fig. 14). Ce traitement endodontique conduit à 

une dent fonctionnelle mais morte (« dévitalisée ») (59,105). La dévitalisation systématique des 

dents cariées fait face à de nombreuses critiques en raison de la perte de vitalité et 

d’immunosurveillance augmentant le risque de fractures et réinfections (59,105). 

 

Figure 14. Traitement actuel de la pulpite irréversible. (A) Pulpite irréversible. (B) Extraction de la PD et 

désinfection. (C) Obturation de l’espace endodontique par de la gutta percha. (D) Scellement de la dent. 

 

Stratégies thérapeutiques alternatives innovantes 

Les associations américaines et européenne d’endodontie pointent l’importance de développer 

des stratégies thérapeutiques afin de maintenir ou de rétablir la vitalité pulpaire (106). Deux types 

de stratégies sont envisagées afin de maintenir la vitalité pulpaire en fonction de la situation 

clinique. Les stratégies dites bioconservatrices, basées sur l’amputation partielle de la pulpe 

dentaire, sont proposées en cas de pulpites légères à modérées également qualifiées de pulpites 

irréversibles localisées (107,108). D’autre part, les procédures de régénération endodontique 

(PRE), notamment à partir de cellules souches associées à un hydrogel hydraté, sont quant à elles 

proposées en cas de pulpites irréversibles afin de remplacer le tissu pulpaire nécrosé (107). 

 

Procédures de régénération endodontique (PRE) 

Les procédures de régénération endodontique (PRE) sont basées sur l’association d’un support 

matriciel hydraté servant de matrice tridimensionnelle aux cellules souches mésenchymateuses de 

la pulpe dentaire (CSM-PD) (59,107,109,110). En cas de pulpites irréversible, et au lieu de 

dévitaliser la dent, le praticien remplacerait la pulpe dentaire par cette matrice tridimensionnelle 

associée ou non à des CSM-PD (Fig. 15). Différents types matrice tridimensionnelles ont été testés 

incluant des polymères/copolymères synthétiques, des poudres d’hydroxyapatite/phosphate 
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tricalciques, des peptides auto-assemblants et du plasma riche en plaquettes (111–115). Cependant, 

aucune de ces matrices tridimensionnelles ne permet d’obtenir un tissu pulpaire entièrement 

fonctionnel. Elles induisent plutôt la formation de tissus cicatriciels fibrotiques ou minéralisés en 

raison du remplacement inapproprié de l’hydrogel par les CSM-PD (59,116). En effet, la 

régénération tissulaire nécessite une régulation fine dans le temps du comportement des 

CSM-PD pour permettre la dégradation de l’échafaudage et la synthèse coordonnée d’une 

MEC similaire à celle de la PD. A ce jour, les mécanismes biomoléculaires impliqués dans ces 

phénomènes sont totalement inconnus. L’analyse de la littérature révèle que ce manque de 

connaissances fondamentales est un verrou clinique majeur. Le défi scientifique pour les 

années à venir est par conséquent l’investigation des mécanismes qui président à la dégradation de 

l’hydrogel et à son remplacement par une matrice produite par des CSM, typiques du tissu original. 

Cette recherche permettrait d’identifier des points de contrôles pour guider la régénération 

tissulaire, plutôt que la réparation cicatricielle ou la minéralisation ectopique, et ce, dans différents 

contextes ou selon différentes indications (59,93,116,117). 

 

 

Figure 15. Procédure de régénération endodontique. (A) Pulpite irréversible. (B) Extraction de la PD et 

désinfection. (C) Injection de l’échafaudage tridimensionnel cellularisé. (D) Remplacement de l’hydrogel par un tissu 

semblable à la PD. 

I. 3. f. Les cellules souches de la pulpe dentaire 

Les odontologistes hospitaliers du LBTI ont un accès privilégié à la pulpe dentaire humaine 

issue de troisièmes molaires extraites pour des raisons orthodontiques. Les dents sont extraites 

chez des donneurs de 12-16 ans avant que la racine se développe afin retirer facilement la pulpe 

dentaire sans outiller la procédure et de bénéficier d’une proportion importante de cellules souches 

progénitrices à ce stade (118,119). De nombreuses études et essais cliniques ont montré que ces 

cellules, de par leur origine, sont les meilleures candidates pour régénérer le tissu pulpaire 

(110,120–123). L’utilisation des CSM-PD pour des approches d’ingénierie tissulaire est 

particulièrement bénéfique car elles présentent des propriétés anti-inflammatoires via l’inhibition 

de la réponse cellulaire dépendante des lymphocytes T, et leur capacité de moduler le ratio M1/M2 
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en faveur des M2 anti-inflammatoires et pro-régénératifs (124). Les CSM-PD présentent un aspect 

fibroblastique en culture 2D et un profil immunophénotypique mésenchymateux caractérisé par 

l’expression des marqueurs CD217, Stro-1, CD146 et/ou MSCA1 (97,125). Leur caractère souche 

a été confirmé par leur capacité à se différencier in vitro en ostéoblastes, adipocytes et 

chondrocytes (Fig. 16) (126). Les données de la littérature montrent que les CSM-PD expriment 

les métalloprotéases MMP2, MMP9, MMP7, MMP23 et MMP25 (127–129). Cependant, 

l’investigation détaillée de la réponse cellulaire des CSM-PD à la fibrine structurée sous forme 

d’hydrogel est manquante. 

 

Figure 16. Collecte et différenciation des CSM-PD. (A) CSM-PD isolées par la méthode d’explant à partir de 

troisièmes molaires avulsées pour des raisons orthodontiques. (B) Expérience montrant la capacité des CSM-PD à 

suivre une différenciation chondrogénique (coloration au bleu Alcian), ostéogénique (coloration à l’Alizarine Rouge 

S) et adipocytaire (coloration au Rouge huile O). Les fibroblastes sont utilisés comme contrôle négatif (Images de 

l’équipe ROAD et extraites de Fabre et al., 2019). 

 

I. 3. g. La fibrine : une matrice 3D bioinspirée de choix pour les PRE 

La fibrine est utilisée en thérapeutique humaine en tant que colle biologique. Sa validation par 

les agences européennes et américaines du médicament facilitera le transfert en clinique 

d’hydrogels de fibrine formulés pour la régénération de la pulpe dentaire (59). Les hydrogels de 

fibrine sont particulièrement adaptés pour la régénération du tissu pulpaire car plusieurs 

études ont démontré qu’ils favorisent la néoformation d’une matrice collagénique semblable à 

celle de la PD in vitro et in vivo (59,111,130,131). En qualité de matrice biologique temporaire, 

ses avantages incluent une excellente cytocompatibilité et la non-toxicité de ses produits de 
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dégradation (132). Les produits de dégradation de la fibrine sont, depuis longtemps, connus pour 

promouvoir l’angiogenèse (133) et la chimiotaxie (134), deux étapes cruciales pour la régénération 

tissulaire. De plus, les propriétés mécaniques des échafaudages de fibrine peuvent être facilement 

régulées en contrôlant la concentration en fibrinogène et la force ionique, ce qui permet d’obtenir 

(i) des propriétés viscoélastiques similaires à la MEC du tissu conjonctif étudié, (ii) une diffusion 

rapide des nutriments et métabolites, et (iii) une incorporation homogène des cellules (132). La 

fibrine apparait ainsi comme un échafaudage idéal pour la régénération tissulaire. Cependant, 

l’interaction des CSM-PD avec la fibrine ainsi que sa dégradation et son remplacement restent 

inconnus et doivent être investigués afin d’optimiser l’utilisation de la fibrine comme biomatériau 

pour les PRE. 

Un hydrogel de fibrine injectable a été développé au LBTI dont le temps de prise de quelques 

minutes est adapté à une utilisation clinique. Les résultats obtenus montrent clairement que la 

fibrine, sous forme d’hydrogel, favorise la viabilité et la différenciation des CSM-PD en 

fibroblastes pulpaires ; et permet la néoformation in vitro d’une matrice extracellulaire à base de 

collagènes de type I et III (Fig. 17) (131). 

 

 

Figure 17. Comportement des CSM-PD au sein de l’hydrogel de fibrine. De gauche à droite : hydrogel observé 

au MEB, ultrastructure des CSM-PD au sein de l’hydrogel (RER : réticulum endoplasmique granuleux ; N : noyau), 

agrandissement sur les fibres de collagènes produites par les DP-CSM (indiqués par des flèches), immunomarquage 

des collagènes de type I et III. (Images extraites en partie de Ducret M et al., 2019) 

 

 

 

Des études du laboratoire, réalisées dans un modèle murin de racines dentaires implantées en 

sous-cutané dans le dos de souris immunodéficientes (souris nude) (Fig. 18), montrent que 

l’hydrogel de fibrine formulé permet la vascularisation de l’implant ainsi que la polarisation des 

macrophages pro-régénératif et anti-inflammatoires de type M2 dans la région proche de l’implant 

(59,135). 
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Figure 18. Implantation sous-cutanée d’un cylindre de dentine contenant l’hydrogel de fibrine chez la souris 

nude durant 7 jours. (a) Cylindres de dentine. (b) Représentation schématique du cylindre contenant l’hydrogel de 

fibrine cellularisé. (c) Photo de l’implant chez la souris (cylindre indiqué par une flèche). (d-e) Immunomarquage du 

collagène de type IV. FH : hydrogel de fibrine.  

 

L’ensemble de ces résultats montrent que l’hydrogel ainsi formulé n’affecte pas la viabilité des 

CSM-PD et n’induit pas de réponse inflammatoire délétère. Il permet une synthèse de matrice par 

les CSM et n’empêche pas la mise en place d’une vascularisation au sein de l’implant. Des études 

complémentaires sont nécessaires afin de caractériser les mécanismes initiés par les CSM-PD au 

sein de cet hydrogel ainsi que la nature de la matrice néosynthétisés.  

 

Le projet actuellement mené vise à mieux comprendre les mécanismes et notamment 

enzymatiques conduisant au remplacement de ces matrice extracellulaires temporaires par 

des tissus fonctionnels. 
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II. 1. LES DESHYDROGENASES EN BIOCATALYSE  

Projet de Thèse - Université Claude Bernard Lyon 1 

Institut de Chimie et Biochimie Moléculaire et Supramoléculaires (ICBMS - UMR5246) 

Equipe : Génie Enzymatique Membranes Biomimétiques et Assemblages Supramoléculaires 

(GEMBAS) 

Direction : Pr. L.J. BLUM et Dr. B. DOUMECHE 

 

Titre : étude de la relation structure/fonction de la formiate déshydrogénase 

(FDH) de Candida boidinii en liquide ionique. 

 

II. 1. a. Mécanisme d’inhibition de la FDH en liquide ioniques 

L’objectif du projet de thèse était de comprendre les phénomènes responsables de 

l’inactivation de la formiate déshydrogénase de Candida boidinii dans les LIs. Dans un premier 

temps, une méthode simple, basée sur l’atténuation de fluorescence, a été adaptée pour étudier de 

la structure des protéines en LIs, et apporter une explication quant à la controverse liée à 

l’utilisation des méthodes spectroscopiques en LIs (136). Cette étude a montré que les LIs 

absorbent la lumière ce qui explique l’impossibilité pour certains auteurs d’utiliser des méthodes 

spectroscopiques en LIs. Ces travaux montrent qu’en présence de LIs, la constante de Stern-

Volmer (KSV) augmente de manière significative indiquant une dénaturation de l’enzyme et 

l’exposition de ses fluorophores à l’agent atténuateur (Fig. 19). La dénaturation protéique 

expliquerait donc l’inactivation des déshydrogénases en présence de LIs. 

 

 

Figure 19. Evolution de la constante de 

Stern-Volmer (KSV) d’atténuation de 

fluorescence de la FDH (noir) par de 

l’acrylamide en présence de concentrations 

croissantes de 3 différents liquides ioniques 

(ronds, carrés et triangles noirs). Des 

tryptophanyles sont utilisés comme 

contrôles négatifs (ronds, carrés et triangles 

blancs).  

Image extraite de Bekhouche M et al., 

2012. 
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II. 1. b. Modifications chimiques et évolution dirigées de la FDH 

Deux approches ont été développées afin d’obtenir des enzymes actives en LIs (Fig. 20). La 

première approche était basée sur la modification chimique des enzymes par des cations analogues 

à ceux composant les LIs afin d’empêcher les interactions délétères et de préserver la couche 

d’hydratation du biocatalyseur.  

Figure 20. Approches utilisées afin d’améliorer les performances de la FDH en présence de LIs 

 

Le nombre de modification a été déterminé par spectrométrie de masse MS1. L’interaction 

de l’enzyme avec son substrat (KD) ainsi que les paramètres cinétiques ont également été 

déterminés par spectroscopie de fluorescence. Les résultats ont montré que plus le cation greffé 

présente un coefficient de viscosité important, en lien avec sa taille et sa chaotropie, et plus 

l’enzyme est inactive, déstructurée, et présente une affinité réduite pour son substrat (KD) (Fig. 

21). Inversement, le greffage de cations de petites tailles, kosmotropes, réduit les effets 

déstructurants des LIs. Ces travaux ont donc permis de mieux comprendre l’inactivation des 

biocatalyseurs en présence des LIs en fonction de la nature de ces derniers (137,138). 
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Figure 21. Activité résiduelle de la FDH après greffage de cations inspirés des LIs à sa surface. (A) Nature des 

différents cations greffés. (B) Activité résiduelle de la FDH en fonction du coefficient de viscosité B du cation greffé. 

La seconde approche était l’évolution dirigée de l’enzyme basée sur le criblage d’une 

librairie de mutants créés par PCR de basse fidélité. Ces travaux ont nécessité la mise au point 

des conditions de mutations ainsi qu’un test de criblage d’activité en deux étapes. Un premier test 

bleu/blanc, sur agar, afin de sélectionner les bactéries exprimant une enzyme active suivi d’un test 

en présence de LIs (Fig. 22). Dans ces conditions, 88 enzymes actives ont été sélectionnées à partir 

d’une banque de 987 clones dont une présentant une activité et une stabilité plus importante en 

présence de LIs. Ce mutant porte deux mutations N187S et T321S localisées à l’interface du 

dimère catalytique et qui augmenteraient l’interaction entre les deux sous-unités (139). La librairie 

de mutants a également été utilisée pour la mise au point d’une méthode de criblage 

électrochimique d’activité enzymatique (140).  
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Figure 22. Criblage de la banque de mutants de la FDH pour une amélioration de l’activité en présence de LIs. 

(A) Criblage bleu/blanc à base de formazan sur agarose (haut) ou en présence de LIs (bas). (B) Criblage de la FDH 

en absence ou en présence de LIs. Les trois premières barres correspondent à la FDH non mutée.  

 

En plus de l’obtention de biocatalyseurs plus actifs, ces travaux ont permis de mieux 

comprendre le mécanisme d’inactivation des enzymes en LIs en lien avec les propriétés physico-

chimiques (viscosité, composition en ions, kosmotropie / chaotropie) de ces derniers. Cette thèse 

a été supportée par une bourse fléchée sur thématique prioritaire du Ministère Français de 

l’Enseignement Supérieur et de la Recherche attribuée par la région Rhône-Alpes. 
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II. 1. c. Valorisation du projet de thèse et perspectives 

 

Points forts du projet (atouts) : 

• Ce projet de thèse en biocatalyse a rapporté des données permettant de mieux comprendre les 

mécanismes biomoléculaires mis en jeu lors de réactions biocatalysées par des oxydoréductases 

en LI. 

• Ce projet m’a permis d’acquérir une expérience technico-scientifique en enzymologie et en 

biologie moléculaire. 

• Des communications orales (#4) et par poster (#4) ont été réalisées dans différents congrès 

nationaux et internationaux 

• Cinq publications ont directement découlées de ce projet : 

◊ BEKHOUCHE M., Doumèche B. and Blum L.J. Chemical modifications by ionic liquid-inspired 

cations improve the activity and the stability of formate dehydrogenase in [MMIm][Me2PO4]. Journal of 

Molecular Catalysis B: Enzymatic 2010: 65(1-4), p. 73-78. 

◊ BEKHOUCHE M., Blum L.J. and Doumèche B. Ionic liquid-inspired cations covalently bound to 

FDH improve its stability and activity in IL. ChemCatChem 2011: 3(5), p. 875-882. 

◊ Carter J.L.L.*, BEKHOUCHE M.*, Noiriel A., Blum L.J., Doumèche B. Directed evolution of a 

formate dehydrogenase for increased tolerance to ionic liquids reveals a new site for increasing the stability. 

ChemBioChem 2014: 15(18), p. 2710-2718. * co-premiers auteurs 

◊ Abdellaoui S., BEKHOUCHE M., Noiriel A., Henkens R., Bonaventura C., Blum L.J. and 

Doumèche B. Rapid electrochemical screening of NAD-dependant dehydrogenases in 96-well format. 

Chemical Communications 2013: 49, p. 5781-5783. 

◊ BEKHOUCHE M., Blum L.J., Doumèche B. Contribution of dynamic and static quenchers for the 

study of protein conformation in ionic liquids by steady-state fluorescence spectroscopy. Journal of 

Physical Chemistry B 2012: 116(1), p. 413-423. 

 

Points à améliorer (faiblesses) : 

• L’expérience en enseignement et encadrement n’a pas été initiée. 

• Manque de mobilité nationale ou internationale  

• Souhaitant étudier les mécanismes physiopathologiques, ce sujet ne m’a pas permis d’acquérir 

des connaissances/compétences pour l’études de ce type de mécanismes.  
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II. 2. LES ADAMTS DANS LA FORMATION DE LA MATRICE 

EXTRACELLULAIRE 

Post-doc - Université de Liège (Liège, Belgique) 

Institut GIGA-Cancer – Laboratoire de Biologie des tissus conjonctifs (LBTC) 

Direction : Pr. A. COLIGE 

 

Titre : Fonctions des ADAMTS2, 3 et 14 dans la construction de MEC 

 

II. 2. a. Identification des substrats des ADAMTS2, 3 et 14 in vitro 

J’ai étudié les protéases de la famille des ADAMTS dans le cadre de mes recherches 

postdoctorales à l’étranger. Des premières expériences ont été réalisées au sein de l’Institut 

Kennedy de Rhumatologie (Université d’Oxford) pour étudier les mécanismes d’inhibition des 

ADAMTS4 et ADAMTS5. En parallèle, un financement européen (Marie Curie, FP7-People-

COFUND) a été obtenu afin d’étudier les procollagène N-protéinases (ADAMTS2, 3 et 14) et 

implanter une technique de protéomique au sein du Laboratoire de Biologie des Tissus Conjonctifs 

(Pr A COLIGE, LBTC, GIGA-Cancer, Liège, Belgique). Cette technique spécifiquement adaptée 

pour l’identification de substrats protéiques ("N-Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates", 

N-TAILS) consiste en la quantification relative multiplexée des neo N-termini générées par 

protéolyse. L’analyse des données a nécessité la maîtrise du pipeline d’analyse bioinformatique, 

Trans-Proteomic-Pipeline. La technique N-TAILS a été appliquée pour identifier les substrats 

potentiels des ADAMTS2, 3 et 14. Dans un premier temps, un modèle de co-culture de fibroblastes 

déficients pour l’ADAMTS2 (EDS) et de cellules surexprimant les protéases a été utilisé. Des 

dizaines de nouveaux substrats potentiels ont été identifiés, étendant ainsi très largement le 

répertoire de substrats des ADAMTS2, 3 et 14 (Fig. 23A). L’analyse fonctionnelle conforta leur 

implication dans la formation de la matrice extracellulaire et mit en avant leur implication 

dans la régulation de la signalisation du TGF-β (Fig. 23B).  
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Figure 23. Protocole de N-terminomique mis en place au sein de l’institut GIGA (Liège) et appliqué aux 

ADAMTS2, 3 et 14. (A) schéma de la technique de N-TAILS appliqué au milieu de culture de fibroblastes humains 

d’une personne atteinte du syndrome d’Ehlers-Danlos de type dermatosparactique (DF) co-cultivés avec des cellules 

exprimant les ADAMTS2, 3 ou 14 de manière inductible. (b) Processus biologiques liés aux répertoires de substrats 

des ADAMTS2, 3 et 14 identifiés par BiNGO, une application de Cytoscape (version 2.8.2). 

 

 

 

 

Parmi les substrats identifiés par protéomique, nous avons validé certains par différentes 

techniques. Les ADAMTS2, 3 et 14 clivent le domaine d’assemblage N-terminal de la fibronectine 

qui participe à la structuration de la forme globulaire plasmatique (Fig. 24A). Elles clivent 

également le LTBP1 ("Latent TGF-beta Binding Protein 1) (Fig. 24B) et le récepteur III du TGF-

β (TGF- β RIII) impliqués dans la signalisation du TGF- β (Fig. 24C). 
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Figure 24. Validation des clivages de la fibronectine, du LTBP1 et du TGF-β RIII. (A) Schéma de la fibronectine 

montrant le site de clivage. Le Western blot du milieu conditionné par des fibroblastes humain normaux (NF) ou 

déficients pour l’ADAMTS2 (DF) en présence ou non d’ADAMTS2 et d’EDTA est rapporté sur la droite. (B) Schéma 

du LTBP1. Le Western blot dirigé contre LBTP1 du milieu conditionné par des cellules surexprimant l’ADAMTS3 

est rapporté sur la droite. (C) Schéma du TGF-β RIII (ou bétaglycan) indiquant le site de clivage. Digestion in vitro 

du TGF-β RIII par l’ADAMTS observé par Western blot. 

 

 

 

L’activité de la voie du TGF-β a été évaluée par la quantification des gènes rapporteurs α-SMA 

("α Smooth Muscle Cells Actin") et CTGF ("Connective Tissue Growth Factor") par RT-PCR 

ainsi que par immunofluorescence. Ces résultats montrent clairement que l’ADAMTS2 

participe à l’activation de la voie du TGF-β (Fig. 25). L’ensemble des substrats identifiés a 

également permis d’estimer un site de clivage préférentiel pour les ADAMTS2, 3 et 14 qui favorise 

les petits aminoacides non polaires ou faiblement hydrophobes (G, P, A, M, F et V) en position P1 

et P1’ du site de clivage. 
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Figure 25. Rôle de l’ADAMTS2 dans la signalisation du TGF-β. (A) Quantification des gènes rapporteurs (α-SMA 

et CTGF) par RT-PCR après traitement de fibroblastes par du TGF-β1 ou du TGF-β2. L’ADAMTS2 est inactivé par 

un siRNA (siTS2), un siRNA non spécifique est utilisé comme contrôle (SCR). (B) Immunofluorescence montrant 

l’α-SMA.  
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II. 2. b. Identification des substrats des ADAMTS2, 3 et 14 in vivo 

En parallèle, j’ai encadré un étudiant en thèse (Dr. Cédric LEDUC) dans le but de rechercher 

les substrats des ADAMTS2 et 14 in vivo afin de mieux comprendre le phénotype observé au 

niveau des peaux de souris déficientes pour les ADAMTS2 et/ou 14. L’objectif a été de comparer 

les évènements protéolytiques à partir d’extraits protéiques de peaux de souris (Fig. 26), ce 

qui a constitué un réel challenge d’utiliser une technique aussi sensible que la N-terminomique sur 

des échantillons aussi complexes. 

 

Figure 26. Investigation des substrats des ADAMTS2 et ADAMTS14 in vivo. (A) représentation schématique du 

protocole utilisé comprenant les rapports établis afin d’identifier les substrats potentiels exclusifs ou communs des 

ADAMTS2 (TS2) et 14 (TS14). (B) Diagramme de Venn montrant le nombre de substrats extracellulaires spécifiques 

ou communs aux ADAMTS2 et 14. (C) Processus biologiques associés aux ADAMTS2 et 14 dans la peau de souris 

identifiés en utilisant le logiciel Panther. 

 

Néanmoins, ces travaux ont mis en évidence de nombreux substrats pour les ADAMTS2 et 14, 

ainsi qu’une redondance d’activité (Fig. 26B). L’annotation fonctionnelle indique un rôle 

prédominant dans l’organisation des collagènes fibrillaires mais également dans la cicatrisation et 

l’immunité innée en lien avec l’activation du complément (Fig. 26C). De manière surprenante, de 

nombreux sites de clivages sont observés au sein des collagènes fibrillaires chez les souris 

sauvages. Ces données suggèrent que les ADAMTS2 et ADAMTS14 participent à la dégradation 

protéolytique des collagènes fibrillaires in vivo (Fig. 27A). Des extraits de collagènes obtenues à 

partir de peaux de veaux normaux ou dermatosparactiques ont été incubés en présence 

d’ADAMTS2 recombinante. Les résultats confirment la dégradation des collagènes à différents 

sites (Figure 27B). 
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Figure 27. Dégradation des collagènes I et V par les ADAMTS2 et 14. (A) Représentations schématiques des 

chaînes α1 et α2 des collagènes de type I et V. NC, domaines non collagéniques ; COL, domaines collagéniques ; SP, 

peptide signal ; N- et C-Pro, N- et C-propeptides. Les sites de clivage rapportés dans la littérature sont indiqués par 

des flèches rouges. Les flèches noires indiquent les sites de clivages identifiés par protéomique dans les peaux de 

souris. (B) Digestions in vitro de collagène de veaux normaux (NC) ou dermatosparactiques (DC) observés par SDS-

PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie. Les propeptides N-terminaux sont indiqués par des flèches. La présence 

d’ADAMTS2 ou 14 produit des fragments de différentes tailles confirmant la dégradation des collagènes à différents 

sites. 

 

 

Ces investigations suggèrent que les ADAMTS2 et 14 présentent une activité de relecture 

conduisant à la dégradation des collagènes défectueux pour permettre la formation d’une matrice 

extracellulaire bien structurée (141). 



57 
 

 

L’ensemble de ces études protéomiques ont mis en évidence le rôle essentiel de ces protéases 

dans la formation de la matrice extracellulaire et le renouvellement des collagènes fibrillaires. Ils 

permettent de mieux comprendre les rôles pathophysiologiques de ces protéases. En effet, 

l’altération de la voie du TGF-β a également été observée dans le foie des embryons ADAMTS3-

/- mourant avant leur naissance (86). Ils apportent également des données pour mieux comprendre 

la destructuration de la matrice dermique et la dermatite atopique observée chez les souris 

déficientes en ADAMTS2 et 14 (83). Ces recherches ont conduit à des collaborations locales et 

internationales. Le clivage de la lysyl oxydase par les ADAMTS2 et 14, rapporté par ces études, a 

été investigué par le Dr Rodriguez-Pascual (Centro de Biología Molecular, Madrid). Ce clivage a 

été validé in vitro et l’analyse des modifications post-traductionnelles par protéomique a mis en 

évidence la présence de sulfatations à proximité du site de clivage (142). Ces résultats rompent 

avec le dogme d’une activité enzymatique des ADAMTS2, 3 et 14 strictement restreinte aux 

collagènes en ouvrent la voie au clivage de substrats impliquées dans la signalisation cellulaire. 

Ainsi, plus récemment, une étude montre le clivage du facteur de croissance VEGF par ces 

protéases apportant ainsi une donnée expérimentale supplémentaire permettant de mieux 

comprendre leur(s) rôle(s) dans la formation des vaisseaux (143,144). 
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II. 2. c. Valorisation du projet de post-doctorat et perspectives 

Points forts du projet (atouts) : 

• Ce projet de post-doctorat a été réalisé dans un laboratoire fondateur dans le domaine de la MEC. 

Ce post-doctorat m’a donc permis de consolider des bases fondamentales en biologie de la matrice 

extracellulaire. 

• Ce post-doctorat a été l’occasion d’une mobilité internationale enrichissante aussi bien au niveau 

professionnel qu’au niveau humain. 

• L’expérience post-doctorale m’a initié à la rédaction de projets ainsi qu’à la recherche de 

financements. 

• Ces projets post-doctoraux m’ont permis d’acquérir une première expérience dans la gestion de 

projets de recherche (planification des tâches, commandes de réactifs…).  

• J’ai eu l’opportunité d’avoir une première expérience dans le co-encadrement d’un étudiant en 

thèse. 

• A travers ce post-doc, j’ai implémenté une technique de protéomique avancée en collaboration 

de la plateforme de protéomique. J’ai, par conséquent, acquis une certaine expertise en 

protéomique incluant la préparation des échantillons issus de différentes sources (cellules, milieu 

de culture et réactionnels, tissus…) et l’analyse de données omiques. 

• Au niveau recherche, ces travaux sont pionniers dans l’identification à large spectre de substrat 

des ADAMTS. 

• Des communications orales (#2) et par poster (#9) ont été réalisées dans différents congrès 

nationaux et internationaux. Deux prix du meilleur poster ont été obtenus. 

• Cinq publications ont directement découlées de ce projet :  

L’article Bekhouche M et al.,2016 a obtenu le prix de l’article du mois d’octobre 2016 de la 

Société Française de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM, Octobre 2016) 

◊ Leduc C, Dupont L, Joannes L, Monseur C, Baiwir D, Mazzucchelli G, Deroanne C, Colige 

A and BEKHOUCHE M. In vivo N-terminomics highlights novel functions of ADAMTS2 and 

ADAMTS14 in skin collagen matrix building. Frontiers in Molecular Biosciences 2021: 

8:643178. 

◊ Rosell-Garcia T., Paradela A., Bravo G., Dupont L., BEKHOUCHE M., Colige A. & 

Rodriguez-Pascual F. Differential cleavage of lysyl oxidase by the metalloproteinases BMP1 and 

ADAMTS2/14 regulates collagen binding through a tyrosine sulfate domain. The Journal of 

Biological Chemistry 2019. doi: 10.1074/jbc.RA119.007806 
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◊ BEKHOUCHE M., Leduc C., Dupont L., Janssen L., Delolme F., Vadon-Le Goff S., 

Smargiasso N., Baiwir D., Mazzucchelli G., Zanella-Cleon I., Dubail J., De Pauw E., Nusgens B., 

Hulmes D.J.S., Moali C.† and Colige A.† 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. The FASEB Journal 2016: 30(5), p. 1741-1756. 

◊ Janssen L., Dupont L., BEKHOUCHE M., Noel A., Leduc C., Voz M., Peers B., Cataldo 

D., Apte S., Dubail J., Colige A. ADAMTS3 activity is mandatory for embryonic 

lymphangiogenesis and regulates placental angiogenesis. Angiogenesis (AGEN) 2016: 19 (1), p. 

53-65. 

◊ BEKHOUCHE M. & Colige A. The procollagen N-proteinases ADAMTS2, 3 and 14 in 

pathophysiology. Matrix Biology 2015: 44-46, p. 46-53. (Review). 

 

Points à améliorer (faiblesses) : 

• Manque d’encadrement d’étudiants stagiaires (Master…). 

• Je n’ai pas eu l’opportunité de dispenser des enseignements.  
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II. 3. LES SIDEROFLEXINES 

Projet ATER - Université de Versailles Saint-Quentin-En-Yvelines – Université Paris-Saclay 

Laboratoire de Génétique et Biologie Cellulaire (UR 4589) 

Direction de projet : Dr. N. LELEU 

 

Titre : Identification de biomarqueurs liés au stress cellulaire et aux 

pathologies neurodégénératives. 

 

II. 1. a. Identification des partenaires d’interaction par coIP-MS 

Les interactions de type protéine-protéine jouent un rôle essentiel dans la régulation des 

fonctions cellulaires et tissulaires, notamment dans l’étude des enzymes qui nécessitent 

l’interaction entre l’enzyme et le substrat. Dans le but d’élargir mon expertise en protéomique, j’ai 

réalisé des études d’interactions protéine-protéine par protéomique dans le cadre d’un ATER au 

sein de l’Université de Versailles-Saint-Quentin-En-Yvelines (UVSQ-LGBC). Ce projet vise à 

caractériser les fonctions des protéines de la membrane interne mitochondriale : les sidéroflexines 

(SFXN). Initialement liées au métabolisme du fer, les SFXNs sont impliquées dans des pathologies 

neurodégénératives (SFXN1 réduite chez des patients atteints d’Alzheimer) et au fonctionnement 

de la chaîne respiratoire (145–147). L’objectif de ce projet était d’identifier les partenaires des 

sidéroflexines par co-immunoprécipitation et spectrométrie de masse (interactomique) afin 

de mieux comprendre leur(s) fonction(s).  

 

Figure 28. Identification des partenaires d’interactions des sidéroflexines (SFXN). (A) Protocole 

d’immunoprécipitation-spectrométrie de masse MS/MS pour l’identification de partenaires d’interaction. (B) Co-

immunoprécipitation et immunoblots à partir d’extraits mitochondriaux de cellules COV434. (B) Interaction entre la 

SFXN1 et HSD10 mise en évidence par un test de ligature de proximité. Les points rouges indiquent une proximité 

spatiale inférieure à 40 nm in cellulo. 
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Ces recherches ont permis d’identifier 97 nouveaux partenaires d’interaction potentiels. 

Certains ont été validés par co-immunoprécipitation ainsi que par des tests de ligature de proximité 

in cellulo (Fig. 28). Parmi les protéines identifiées et validées, sont retrouvées hsd10, une protéine 

impliquée dans la synthèse des stéroïdes et surexprimée chez les patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer ou encore ATAD3A, jouant un rôle dans les contacts réticulum endoplasmique 

(RE)/mitochondrie et la dynamique mitochondriale (148,149). L’analyse in silico des partenaires 

d’interaction montre un lien inédit avec la respiration cellulaire (Fig. 29) (150). 

 

 

 

Figure 29. Analyse in silico des partenaires d’interaction de la SFXN1. Réseau de termes enrichis visualisés à 

l’aide de Metascape et colorés selon la p-value. Les termes incluant le plus de partenaires d’interaction tendent à avoir 

une p-value plus significative (orange/rouge). Image extraite de Tifon N, Bekhouche M et al., 2022. 
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II. 3. b. Valorisation du projet d’ATER et perspectives 

Points forts du projet (atouts) : 

• Cet expérience d’ATER m’a permis d’acquérir une expérience dans l’enseignement Universitaire 

et a enrichit ma mobilité au niveau national. 

• Ce projet m’a amené à explorer des protéines membranaires mitochondriales différant des 

protéines extracellulaires.  

• J’ai acquis une certaine expérience dans l’investigation des interactions protéine-protéine : test 

de ligature de proximité, co-immunoprécipitation  

• Ces travaux ont renforcés mon expérience en biologie cellulaire.  

• Ces travaux ont également renforcé mon expérience en protéomique (coIP-MS). 

• Une communication orale a été réalisée au sein de l’UMR UMR1173/Infection et inflammation 

chronique (2IC). 

• Une publication en qualité de co-premier auteur a découlé de ce projet :  

◊ Tifoun N†, BEKHOUCHE M†, De las Heras J.M., Guillaume A, Bouleau S, Guénal I, 

Mignotte B, Le Floch N. A High-Throughput Search for SFXN1 Physical Partners Led to the 

Identification of ATAD3, HSD10 and TIM50. Biology 2022, 11, 1298. 

https://doi.org/10.3390/biology11091298 

 

Points à améliorer (faiblesses) : 

• Manque d’encadrement d’étudiants stagiaires. 

• Alors que le projet de post-doc a été financé par un financement propre obtenu après rédaction 

du projet ; en qualité d’ATER, je me suis inscrit dans un projet préalablement défini. 

  



102 
 

 



103 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 
 

II. 3. ENVIRONNEMENTS MATRICIELS & L’INGENIERIE TISSULAIRE 

Projet Actuel - Université Claude Bernard Lyon 1 

MCF associé - Faculté d’Odontologie de Lyon de 2018 à 2022 

MCF UFR Biosciences – Département de Biochimie & biologie moléculaire depuis septembre 

2022 

Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie thérapeutique (UMR CNRS 5305) 

Equipe de "Recherche Ostéoarticulaire et Dentaire" 

Chef d’équipe : Dr. F. MALLEIN-GERIN 

Collaborateurs du projet : Pr. J-C. FARGES & Pr. M. DUCRET 

 

Titre : Mécanismes enzymatique de réparation/régénération tissulaire : vers le 

développement d’environnements matriciels adaptés pour une ingénierie tissulaire contrôlée. 

 

II. 3. a. Contexte 

Comme indiqué en introduction (partie I.3.e.), les procédures de régénération endodontique 

(PRE), notamment à partir de cellules souches associées à un hydrogel hydraté, sont proposées en 

cas de pulpites irréversibles afin de remplacer le tissu pulpaire nécrosé (107). L’application de 

ces stratégies thérapeutiques personnalisées fait face à différents verrous scientifiques et 

cliniques nécessitant des recherches selon 4 axes principaux pour : (I) guider le processus de 

régénération vers une cinétique de dégradation de l’hydrogel synchronisée avec la 

néosynthèse d’un tissu de composition et structure identique, (II) éradiquer les bactéries 

résiduelles entravant la réparation/régénération pulpaire, (III) contrôler l’inflammation et, 

(IV) établir un diagnostic fiable discriminant la pulpite réversible de la pulpite irréversible 

(Fig. 30). Le programme de recherche mené depuis 2018 en collaboration du Pr. J-C FARGES et 

du Pr. M DUCRET aborde deux thèmes généraux interdépendants. Le premier thème, plutôt 

applicatif, vise à développer de nouvelles matrices biologiques à base de fibrine et notamment aux 

propriétés antimicrobiennes. Le second thème vise à étudier les mécanismes formation tissulaire 

à base de cellules souches en hydrogel de fibrine. En effet, la formation d’un tissu fonctionnel 

nécessite des interactions cellule-matrice ainsi qu’une dégradation et une néo-synthèse matricielle 

contrôlés et implique par conséquent l’action coordonnée des mécanismes enzymatiques mis en 

jeu (Fig 30).  
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Figure 30. Axes de recherches pour un traitement personnalisé des caries visant à maintenir la vitalité pulpaire (image 

adaptée de Ducret et al., 2021). 

 

II. 3. b. Développement d’un hydrogel antibactérien 

Cependant, différents verrous scientifiques limitent les PRE parmi lesquels l’impossibilité de 

désinfecter totalement l’espace pulpaire (endodonte), après éviction du tissu, en raison de la 

présence de bactéries potentiellement organisées sous forme de biofilms enchâssés au sein de la 

matrice minéralisée. L’absence d’activité antimicrobienne constitue une limitation importante 

dans la mesure où les bactéries résiduelles au sein des tubules dentinaires empêchent clairement 

la régénération de la PD (151). Des études ont préalablement été menées au laboratoire afin de 

produire un hydrogel à base de fibrine biocompatible et permettant la production de matrice 

collagénique par les CSM-PD (131). Afin de parfaire cet hydrogel, deux étudiantes du M2 sciences 

du médicament (UCBL) et un étudiant dentiste du M2 Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMIC, 

UCBL) ont cherché à développer des hydrogels aux propriétés antibactériennes (F. CHARRIAUD, 

M. BOLON, A. COSTANTINI) (Fig. 31). L’objectif étant de produire un hydrogel constituant un 

environnement aseptique permettant la régénération du tissu pulpaire par les CSM-PD. 

Nous avons développé une approche visant à incorporer, au moment de la fabrication de 

l’hydrogel, un agent antibactérien couplé à un système porteur capable de relarguer 

progressivement l’antibiotique pendant la durée du processus de régénération dans l’attente du 

rétablissement du système d’immunosurveillance. Les nanoparticules (NPs) ont prouvé leur 

efficacité pour la vectorisation d’antibiotiques (152). En particulier, les nanoparticules d’acide 

poly (D, L)-lactique (PLA) ont reçu une attention considérable ces dernières années en raison de 
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leur nature biodégradable et biocompatible et de leur faible niveau d’immunogénicité et de toxicité 

(153). Nous avons postulé que l’incorporation de PLA-NPs au sein de l’hydrogel de fibrine pouvait 

constituer un outil thérapeutique pour apporter l’antibiotique au contact des bactéries 

endodontiques (Fig. 31). 

 

 

 

Figure 31. Schéma de principe de production d’un hydrogel nanocomposite antibactérien. La clindamycine 

(CLIN) est portée par des nanoparticules de PLA au sein de cet hydrogel. 

 

 

Synthèse des nanoparticules 

En collaboration d’un partenaire industriel (ADJUVATIS®), nous avons réussi à vectoriser la 

clindamycine (CLIN), sur des PLA-NPs innovantes (i-Particles®). L’analyse de leur 

microstructure a montré la formation de nanoparticules sphériques de charge négative et de taille 

homogène piégeant la CLIN à une hauteur de 42.62±7.18%, ce qui correspond à un taux de 

chargement de 10.01±2.35 (µg/mg) (Fig. 32, Tableau 1). 
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Figure 32. Morphologie des nanoparticules observée par microscopie électronique à balayage (MEB). Images 

de MEB représentatives des nanoparticules de PLA contrôles (gauche ; A,C) ou chargées en clindamycine (droite ; 

B,D) (échelle : 1 µm). 

 

 

Tableau 1. Caractéristiques des nanoparticules. Diamètre hydrodynamique, indice de polydispersité (PDI) et 

potentiel zeta des nanoparticules vides (PLA-NPs) ou chargées en antibiotique (CLIN-PLA-NPs). Les valeurs sont la 

somme ± la déviation standard de différents lots de nanoparticules (N = 3 pour les PLA-NPs et N = 5 pour les CLIN-

PLA-NPs). L’efficacité de piégeage et le chargement en antibiotiques (mg CLIN par mg PLA) ont été déterminés par 

la quantification de CLIN par HPLC. Pas de différences signigicatives (p-value ˂ 0,05) sont oberservées entre les 

PLA-NPs et les CLIN-PLA-NPs. 
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Propriétés antimicrobiennes des nanoparticules 

Les propriétés antimicrobiennes ont, dans un premier temps, été évaluées en utilisant les 

nanoparticules en absence d’hydrogel. Les nanoparticules ainsi développées présentent des 

activités antimicrobiennes et antibiofilm contre E. faecalis utilisées comme bactérie modèle. Ces 

propriétés caractérisées par la concentration minimale d’inhibition de croissance bactérienne 

("Minimal Inhibitory Concentration, MIC", 32 µg/mL), la concentration minimale d’inhibition de 

formation de biofilm ("Minimal Biofilm Inhibition Concentration, MBIC50", 4 µg/mL) ainsi que 

la concentration minimale d’éradication de biofilm ("Minimal Biofilm Eradication Concentration, 

MBEC50", 16 µg/mL) ne sont pas affectées par la vectorisation de l’antibiotique sur les PLA-NPs 

(Tableau 2). En d’autres termes, l’association de la CLIN aux PLA-NPs n’altère pas ses propriétés.  

 

 

Tableau 2 : Propriétés antimicrobiennes des nanoparticules contre Enterococcus faecalis. La concentration minimale 

inhibitrice (CMI ou "MIC") contre E. fæcalis a été déterminée selon la méthode de microdilution en milieu liquide, 

en présence de concentrations sérielles de clindamycine (0,004 à 256 mg/mL), libre ou chargée sur des nanoparticules 

(respectivement CLIN et CLIN-PLA-NP), ou des concentrations équivalentes de PLA-NP vides (0,016 à 1,02% de 

contenu solide). La concentration minimale d’inhibition du biofilm (MBIC50) et la concentration minimale 

d’éradication du biofilm (MBEC50) ont été estimées en mesurant la densité du biofilm d'E. fæcalis après coloration au 

cristal violet. La MBIC50 est définie comme la plus faible concentration de CLIN qui inhibe de 50 % la formation du 

biofilm, tandis que la MBEC50 est définie comme la plus faible concentration de CLIN qui éradique 50 % d'un biofilm 

formé depuis 24 heures. Les valeurs ont été déterminées après l'ajout de clindamycine libre (CLIN), chargée sur des 

nanoparticules (CLIN-PLA-NPs) ou de nanoparticules vides (PLA-NPs). 

Propriétés antimicrobiennes de l’hydrogel nanocomposite 

Sur la base de travaux antérieurs du laboratoire ayant permis de mettre au point un hydrogel de 

fibrine injectable compatible avec une potentielle utilisation en clinique (131). En accord avec les 

propriétés antimicrobiennes des CLIN-PLA-NPs déterminées par cette étude, un hydrogel 

nanocomposite a été formulé à une concentration finale de 50 µg/ml CLIN afin de pourvoir inhiber 

la croissance bactérienne et agir sur les biofilms. Des tests de diffusion sur agar ont été réalisés 

afin de confirmer les propriétés antimicrobiennes de cet hydrogel (Fig. 33). L’association de 

CLIN-PLA-NPs, permet de conférer des propriétés antimicrobiennes à l’hydrogel. Ce pouvoir 

antimicrobien diffuse de l’hydrogel à l’agar ce qui laisse penser que cet hydrogel permettrait de 

maintenir un environnement aseptique pour la régénération de la pulpe dentaire et que les NPs 

pourraient potentiellement diffuser au sein des tubules dentinaires afin de parfaire la procédure de 

désinfection. 
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Figure 33. Propriétés antimicrobiennes de l’hydrogel nanocomposite. Tests de diffusion sur agar en présence de 

l'hydrogel de fibrine seul (0 µg/mL de clindamycine) ou d'hydrogels de fibrine associé à des CLIN-PLA-NPs pour 

obtenir des concentrations finales de 50, 100 ou 200 µg/mL de clindamycine. Les images représentatives sont 

rapportées à gauche (barre d'échelle de 10 mm). La représentation graphique du rayon d'inhibition en présence de 50, 

100 ou 200 µg/mL de CLIN libre (carrés noirs) ou de 2, 4 ou 8 mg/mL de CLIN-PLA-NPs (carrés bleus) ou de PLA-

NPs (triangles gris) est rapportée à droite (N = 3). *P ˂ 0,05, **P ˂ 0,01, ***P ˂ 0,001, ****P ˂ 0,0001 vs. PLA-NP 

comme contrôle. Les différences entre la CLIN libre et la CLIN-PLA-NPs ne sont pas significatives (ns). 

 

 

 

 

Distribution et diffusion des nanoparticules à partir de l’hydrogel 

L’investigation de l’hydrogel nanocomposite par MEB en condition environnementale (sans 

préparation préalable, à l’état frais à -20°C) montre qu’une partie des nanoparticules est sous forme 

libres dans les espaces ménagés par le réseau de fibrine et qu’une partie est associée aux fibres 

composant ce réseau (Fig. 34A-B). L’étude cinétique du relargage cumulatif de la CLIN à partir 

de l’hydrogel montre que cette dernière est rapidement libérée pour atteindre un plateau après 24 

h (Fig. 34C). L’utilisation de nanoparticules vectorisant la CLIN permet donc de maintenir, dans 

une certaine mesure, l’antibiotique au sein du gel.  
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Figure 34. Distribution et diffusion de l’antibiotique de l’hydrogel. Images MEB représentatives de la 

microstructure d'un hydrogel de fibrine seul (A) et d'un hydrogel de fibrine contenant des CLIN-PLA-NPs (B). Les 

NPs sont indiquées par des flèches rouges à titre d'illustration. Barre d'échelle : 10 µm. (C) Libération cumulative de 

CLIN à partir d'hydrogels de fibrine formulés avec de la CLIN libre, de la CLIN libre + des PLA-NP vides ou de la 

CLIN chargée sur des PLA-NP (N = 3). *P ˂ 0.05, **P ˂ 0.01, ****P ˂ 0.0001 vs contrôle CLIN libre. La différence 

statistique entre PLA-NPs + CLIN et CLIN-PLA-NPs à 24 h est indiquée par une parenthèse. Aucune différence 

significative n'a été observée en dessous de 2 h. 

 

 

 

La distribution et le relargage étudiés à l’aide de nanoparticules fluorescentes montre que ces 

dernières sont distribuées de manière homogène au sein du gel et ne forment pas d’agglomérats 

(Fig. 35). Elles sont libérées de l’hydrogel moins rapidement que le fluorophore seul. L’ajout de 

cellules souches mésenchymateuses de pulpe dentaire humaine (CSM-PD) n’affecte pas de 

manière significative le relargage des NPs de l’hydrogel, ce qui suggère que ce biomatériau peut 

être utilisé à la fois pour des approches de régénération pulpaire cellularisées et non cellularisées. 
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Figure 35. Distribution et diffusion des nanoparticules de l’hydrogel. La distribution des nanoparticules a été 

évaluée par l’utilisation des nanoparticules de PLA renfermant du fluorophore vert, le Bodipy (PLA-fluoNPs). (A) La 

distribution des des PLA-fluoNPs dans l'hydrogel de fibrine est observée par microscopie à fluorescence 

(barre d'échelle : 25 mm). (B) Représentation graphique montrant la libération cumulative des PLA-fluoNPs 

à partir d'hydrogels non cellularisés ou contenant des DP-MSC (triangles bleu foncé et carrés noirs vides, 

respectivement) et du fluorophore à partir d’hydrogels non-cellularisé ou contenant des DP-MSC 

(triangles bleu clair et carrés gris, respectivement). Le fluorophore seul a été utilisé comme témoin. La 

fluorescence libérée est exprimée en pourcentage de la fluorescence incorporée dans l'hydrogel au départ 

(N = 3). ****P ˂ 0,0001 vs fluorophore libre comme contrôle. Aucune différence significative n'a été 

observée en dessous de 48 h. Les différences entre DP-MSC + PLA-fluoNPs et PLA-fluoNPs ne sont pas 

significatives (ns). 

 

 

 

 

 

Cytocompatibilité de l’hydrogel nanocomposite 

Les CSM-PD présentent 91.00±3.68% et 91.75±1.69% de l’activité métabolique contrôle 

respectivement en présence de PLA-NPs ou CLIN-PLA-NPs (Fig. 36A). Des expériences de 

"live/dead" (Fig. 36B-F) réalisées après 48 h de culture, montrent 74.63±3.21% et 77.24±3.46% 

de CSM-PD vivantes en présence de CLIN-PLA-NPs et PLA-NPs respectivement. Ces résultats 

démontrent que l’hydrogel nanocomposite ainsi formulé est cytocompatible tout en présentant des 

propriétés antimicrobiennes.  
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Figure 36. Cytocompatibilité de l’hydrogel nanocomposite. Test de viabilité cellulaire à base de résazurine (A). 

Test de viabilité fluorescent de type live/dead (B). Images illustrant la viabilité des cellules au sein de l’hydrogel de 

fibrine seule (C) ou contenant les CLIN-PLA-NPs (D), la CLIN (E) ou les PLA-NPs (F). La barre d’échelle correspond 

à 100 µm. 

 

 

 

Pour confirmer l’innocuité de l’hydrogel nanocomposite, la production de collagène de type I 

a été évaluée par immunohistochimie (Fig. 37). Après 7 jours de culture, les cellules sont viables 

et synthétisent une matrice extracellulaire contenant du collagène de type I que ce soit dans 

l’hydrogel de fibrine seul ou dans l’hydrogel contenant des CLIN-PLA-NPs ou des PLA-NPs (Fig. 

37B-D). 
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Figure 37. Synthèse d’une matrice collagénique à base de collagène de type I par les DP-MSCs en hydrogel 

nanocomposite. Images représentatives de l'immunomarquage du collagène de type I après 7 jours de culture des DP-

MSCs dans un hydrogel de fibrine seul (A et C) ou dans un hydrogel de fibrine contenant des CLIN-PLA-NP à 2 

mg/mL équivalent à 50 µg/mL de clindamycine (B et D). Contrôles sans l'anticorps primaire (A et B). Barre d'échelle 

: 20 µm. 
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II. 3. c. Développement d’hydrogels : conclusion et perspectives 

Ces travaux ont permis de développer un hydrogel innovant, antibactérien et biocompatible. 

Cet hydrogel est à la fois capable d’agir sur des bactéries en suspension ou organisées en biofilm. 

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans un journal de référence dans le domaine (154). 

Ce projet sera poursuivi par l’évaluation des propriétés antibactériennes/antibiofilm, la réponse 

inflammatoire de cet hydrogel ainsi que la biodistribution des nanoparticules dans des modèles de 

petits animaux (murins). Un financement de la fondation de l’Avenir a été obtenu par le Pr J-C 

FARGES afin de soutenir ces travaux (Partenaire, 36 k€, 2021). L’ensemble de cette étude a été 

réalisée en utilisant E. faecalis comme bactérie modèle, il est envisagé d’étendre cette étude pilote 

à d’autres bactéries de la flore orale telles que Streptococcus gordinii ou Porphyromonas 

gingivalis.  

D’autre part, de nouvelles formulations de nanoparticules seront explorées afin de vectoriser 

d’autres classes de molécules aux propriétés antibiotiques, et potentiellement antibiofilm, 

permettant de réduire le risque potentiel de résistance aux antibiotiques. Ce projet a été sélectionné 

pour financement par l’AAPG2021. Une ANR JC portée par le Pr Maxime DUCRET est 

actuellement en cours incluant le financement d’une étudiante en thèse en co-encadrement 

(Marianne LEVEQUE) du parcours pharmacie recrutée depuis Janvier 2022 dans le cadre de ces 

études. 

Des formulations d’hydrogels sont actuellement en cours d’étude afin d’améliorer les propriétés 

mécaniques et/ou réguler la réponse des cellules. Un projet inter-équipes soutenu par l’institut 

(partenaire, LBTI, 12 k€, 2022-2023) vise à associer l’hydrogel de fibrine à un polymère 3D 

mécaniquement rigide à base de PEG afin de renforcer l’architecture 3D de la fibrine dans le temps. 

Ce financement inclut la rétribution d’une étudiante ingénieur (niveau M1).  

Un second projet collaboratif, porté par le Pr. M DUCRET et le Dr A AUSSEL du laboratoire 

BIOTISS (INSERM U1026, Université de Bordeaux), vise à ajouter des particules de MEC afin 

de tenter de réguler la réponse des cellules souches de pulpes dentaires avec pour hypothèse que 

cet environnement matriciel à base de collagène réduise la synthèse rapide et excessive de matrice 

extracellulaire. Ce projet soutenu par l’Institut Français pour la Recherche Odontologique (IFRO) 

est actuellement mené par une étudiante de Master 2 Biotechnologies (Camille GIROLET) du 

parcours de l’Université Grenoble-Alpes. 
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II. 3. d. Mécanismes biomoléculaires initiés par les CSM en gel de fibrine. 

La régénération d’un tissu fonctionnel à base de cellules souches nécessite que ces dernières 

dégradent l’environnement matriciel temporaire (hydrogel) et synthétisent une matrice de 

composition similaire au tissu à régénérer ; le tout de manière coordonnée. L’approche 

systématique visant à développer des biomatériaux et à tester leur capacité à régénérer les tissus, 

sans connaitre les mécanismes mis en jeu, peut conduire à la formation de tissus dysfonctionnels 

liés à des phénomènes de réparations cicatriciels, caractérisés par le dépôt excessif de matrice 

extracellulaire (fibrose), ou à la minéralisation ectopique des tissus (59,93,116,117). A ce jour, il 

existe peu d’études visant à comprendre les mécanismes biomoléculaires initiés par les cellules 

souches dans ces environnements matriciels temporaires. Or, la réussite des stratégies de 

régénération tissulaire nécessite des interactions cellule-matrice ainsi qu’une dégradation et une 

néo-synthèse matricielle contrôlées, impliquant un ensemble de récepteurs et de réactions 

enzymatiques, pour la formation d’un tissu entièrement fonctionnel.  

Sur la base de mon expérience en enzymologie et dans la biologie de la matrice, je développe, 

depuis 2018, un thème de recherche visant à étudier les mécanismes de formation tissulaire à base 

de cellules souches en hydrogel de fibrine. Ces travaux serviront à identifier des cibles pouvant 

agir comme points de contrôle afin de guider la régénération du tissu pulpaire. L’objectif final 

étant de maintenir l’intégrité structurale de l’hydrogel (contrôle de la contraction et de la 

dégradation), puis de parvenir à synchroniser le remplacement de l’hydrogel par une matrice de 

pulpe dentaire. Trois objectifs spécifiques seront menés à court terme : (i) l’identification des 

récepteurs cellulaires impliqués dans l’interaction des CSM-PD avec la fibrine, (ii) la 

détermination gènes et protéines différentiellement exprimées ainsi que la composition de la MEC 

néosynthétisée par les CSM-PD au sein de l’hydrogel, et (iii) le décryptage des évènements 

protéolytiques qui conduisent à la dégradation de l’hydrogel et à la synthèse d’une nouvelle MEC 

par les CSM-PD. 

 

 

Les données rapportées à partir d’ici sont originales (pas encore soumises à publication). 
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Intégrité des hydrogels de fibrine en présence de CSM-PD 

En présence de CSM-PD, l’hydrogel de fibrine commence à être dégradé à partir du troisième 

jour de culture (Fig. 38). En effet, des produits de dégradations sont observés par SDS-PAGE 

notamment aux alentours de 40 kDa, 30 kDa et 10 kDa. La dégradation par la protéase à sérine, 

plasmine, ne semble pas suffisante, à elle seule, pour expliquer ces évènements protéolytiques. 

Les hydrogels sont ici cultivés dans un système d’inserts produits à partir ces cônes formant ainsi 

des matrices en suspension en contact seulement de la paroi du cône. Dans ces inserts, l’hydrogels 

se désolidarise à partir du 4ème jour et semble en partie dégradé ce qui suggère que la dégradation 

de l’hydrogel est trop importante (données expérimentales non illustrées). Des expériences sont 

donc nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes mis en place par le CSM-PD en 

hydrogel de fibrine afin de pouvoir contrôler ces mécanismes de manière réfléchie sans pour autant 

faire varier les paramètres de production de l’hydrogel (concentration en fibrinogène, 

réticulation…) qui auraient une répercussion sur son utilisation simple en situation clinique. 

 

Figure 38. Dégradation de l’hydrogel de fibrine. SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (4-15%) du milieu 

conditionné par des CSM-PD cultivées en hydrogel de fibrine. Le milieu a été prélevé tous les jours pendant 4 jours. 

Le fibrinogène ou le fibrinogène seul (5 µg), traité ou non avec la plasmine (2 mU), a été chargé dans les quatre 

premières lignes comme contrôles. 
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Investigations par des approches à large spectre 

Les données existantes liés aux mécanismes initiés lors de la réparation/régénération tissulaire 

sont peu nombreuses et de facto très variés selon le tissu à régénérer, le type de cellules utilisé et 

la formulation de l’hydrogel. Le développement de méthodes -omiques telles permet une 

surveillance à large spectre des niveaux de transcriptions et de protéines, ce qui constitue des outils 

précieux fournissant une vue d'ensemble des processus physiopathologiques complexes et 

permettant de déchiffrer les mécanismes biomoléculaires à l'aide d'une approche descendante 

(155). Nous avons, par conséquent, choisi de développer une approche multi-omique afin d’obtenir 

des informations non biaisées. Cette recherche a été sélectionnée dans le cadre de l’AAPG ANR 

2021 (jeune chercheur). Ce projet nommé TRIDENTOMIC s’appuie sur l’utilisation d’approches 

de type transcriptomique et protéomique (protéomique quantitative et N-terminomique) (Fig. 39). 

Au-delà du sujet appliqué à la pulpe dentaire, l’objectif de ce projet est également de 

développer une méthodologie afin de décrypter les mécanismes de régénération tissulaire ; 

adaptable à différents contextes. 

 

Figure 39. Schéma illustrant l’approche multi-omique pour l’investigation des mécanismes de CSM en gel de 

fibrine. 

  



119 
 

Transcriptomique pour l’évaluation du taux transcrits des CSM en hydrogel de fibrine 

Personnes impliquées. Alicia REUZEAU (Master 2 Biologie cellulaire/UCBL ; 2021-2022), 

Joévin BARRIER (Assistant ingénieur CNRS ; 2021-2022)  

 

 

Préparation des échantillons pour l’analyse transcriptomique 

Certaines protéines sont difficilement identifiées par la protéomique en raison de leur 

complexité (modifications post-traductionnelles...). L'analyse transcriptomique n'est pas 

nécessairement le reflet de l'expression des protéines mais elle a pour but de compléter les données 

protéomiques. Ces données serviront également à conforter les processus biologiques mis en 

évidence par les analyses protéomiques. L'analyse RNA-Seq a été réalisée sur 6 donneurs (3 de 

sexe masculin et 3 de sexe féminin) aux temps 0, 48 et 96 h. 

Analyse transcriptomique (RNA-seq) des CSM-PD en hydrogel de fibrine 

Les analyses transcriptomiques indiquent que les cellules cultivées dans l’hydrogel de fibrine 

régulent le taux de transcrits de certains gènes afin de s’adapter à l’environnement 3D, composé 

de fibrine, qui les entoure (Fig.40A). Les transcrits différentiellement régulés semble être plus 

proche pour un même temps donné entre différents donneurs, que si l’on compare deux temps 

différents pour un même donneur. Autrement dit, la variabilité inter-individus est moins marquée 

que la variabilité entre deux temps différents. Même si nous pouvons noter une relative variabilité 

inter-individus pour un même temps donné, il ne semble pas y avoir de tendance particulièrement 

liée au sexe du donneur (Fig. 40A). La régulation des taux de transcrit est appréciée par le calcul 

des ratio D2/D0 (réponse précoce), D4/D2 (réponse secondaire) et D4/D0 (réponse globale). La 

comparaison des transcrits différentiellement régulés au cours du temps montre que seuls 6% des 

transcrits régulés sont communs entre la réponse précoce (D2/D0) et la réponse secondaire 

(D4/D2). Cependant, cette analyse transcriptomique indique que les transcrits spécifiquement 

régulés au quatrième jour, et correspondant à la réponse globale (D4/D0) sont de 38% (Fig. 40B). 

La singularité de la réponse globale pourrait suggérer qu’une partie non négligeable des transcrits 

est régulée relativement lentement dans le temps, ce qui, in fine, permettrait de les observer pour 

la réponse globale et non dans le cadre des réponses précoces et secondaires. Au niveau 

transcriptionnel, cette réponse globale, à 4 jours, est donc majoritairement différente des réponses 

précoces et secondaire. Seulement 1% des transcrits est commun aux trois périodes et cette réponse 

globale présente des similitudes plutôt bien réparties avec les réponses précoce (17% de transcrits 

communs) et secondaire (18% de transcrits communs) (Fig. 40B).  

 



120 
 

 
 
Fig. 40. Analyse RNAseq du taux de transcrit des CSM-PD en hydrogel de fibrine. (A) Heatmap rapportant le 

taux de transcrit selon une échelle de couleur allant du bleu (taux faible) au rouge (taux important). (B) Diagramme 

de Venn rapportant le nombre de gènes différentiellement transcrits communs et spécifiques entre les réponses précoce 

(D2/D0), secondaire (D4/D2) et globale (D4/D0). (C-E) Représentations en volcans des gènes différentiellement 

transcrits durant les réponses précoce (C), secondaire (D) et globale (E). 
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La répartition des transcrits différentiellement sur-régulés ou sous-régulés montre une 

proportion plus importante de transcrit sur-régulés durant les réponses précoces et globales alors 

que les transcrits différentiellement régulés dans le cadre de la réponse secondaire sont en majorité 

sous-régulés (Fig. 40 C-E). En effet, les analyses identifient 981, 1133 et 2321 transcrits 

respectivement pour les réponses précoces (D2/D0), secondaire (D4/D2) et globales (D4/D0). 

Parmi ces transcrits ; 549, 631 et 1465 transcrits sont différentiellement régulés respectivement 

pour les phases précoces (D2/D0), secondaire (D4/D2) et globales (D4/D0) dont environ 80% 

(439/549) sur sur-régulés durant les 2 premiers jours ; 62% (907/1465) pour la durée globale alors 

que seulement 34% (216/631) le sont durant la phase secondaire. Ces résultats semblent indiquer 

que la phase secondaire diffère de la phase primaire. En d’autres termes, les principaux 

mécanismes impliqués dans l’adaptation à l’environnement matriciel seraient mis en place durant 

les deux premiers jours. Parmi les 50 transcrits les plus sur-régulés, on retrouve notamment les 

métalloprotéases MMP3, MMP1, MMP8, MMP10, plus particulièrement durant la phase précoce, 

marquant ainsi une étape dédiée au remaniement de l’environnement matriciel (Tableau 3). Ces 

métalloprotéases ne sont pas différentiellement régulées durant la phase secondaire et seule la 

MMP1 est retrouvée parmi les 50 transcrits les plus régulés durant la phase globale (D4/D0). Ces 

résultats indiquent encore une fois un phénomène de sur-régulation durant les deux premiers jours 

et un contre-mécanisme de régulation négative durant les 2 jours suivants. La MMP3 illustre ce 

mécanisme. Cette métalloprotéase est fortement surexprimée durant les deux premiers jours alors 

qu’elle n’est pas différentiellement régulée au quatrième jour (Tableau 4).  

En ce qui concerne les récepteurs de surface de type intégrine, la sous-unité intégrine α2 est 

retrouvée sur-exprimée durant la phase précoce et la phase globale. Cette expérience de 

transcriptomique identifie également la sur-régulation des sous unités α6, α10, α5 ainsi que la sous-

unité α7 au quatrième jour (Tableau 4). La sous-unité intégrine α1, connue pour interagir avec les 

matrices de collagènes établies est quant à elle sous-régulée durant la phase secondaire suggérant 

que les cellules construisent et modifient leur environnement durant ces 4 jours d’analyse.  

Au niveau transcriptionnel, les chaînes α1 des collagènes X, XIII et XVII sont sur-régulées 

durant la phase précoce. Le collagène X semble subir un phénomène de sous-régulation durant la 

phase secondaire. Les chaînes α1 des collagènes XVIII et XIX sont sur-régulés de manière 

significative au jour 4 (Tableau 4). La chaîne α1 du collagène de type I, est sous-régulée au 

quatrième jour. Il est important de noter que l’absence de régulation au niveau transcriptionnel ne 

signifie pas l’absence d’expression par les cellules. Le rôle de ces différents collagènes, sous-

unités intégrines ainsi que des métalloprotéases identifiés restent à établir. 
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D2/D0 D4/D2 D4/D0 

gene_name Log2FC pval_adj gene_name Log2FC pval_adj gene_name Log2FC pval_adj 

IL24 9.4 2.17e-12 AJ009632.2 5.5 4.57e-03 SLCO4A1 8.1 1.07e-06 

PRR16 7.7 2.53e-06 HMGB3P7 5.1 3.83e-03 GLP2R 7.6 9.48e-04 

TNFSF11 7.5 1.71e-06 NPNT 4.7 2.95e-04 BICDL1 7.3 1.03e-03 

IL19 7.2 4.57e-09 MGP 4.5 3.13e-05 AC099541.2 7.3 4.41e-06 

NOTUM 7.2 4.84e-08 ARNILA 4.4 2.78e-04 AL133355.1 7.2 1.60e-04 

A2M 6.9 1.02e-13 LINC01482 3.9 7.17e-03 CLCA2 7.1 5.78e-08 

AREG 6.8 1.99e-06 SLC22A31 3.8 6.38e-04 LINC02600 7.0 6.06e-06 

CA9 6.6 3.98e-05 APOD 3.8 2.49e-07 IL18RAP 7.0 2.52e-04 

AP001189.3 6.3 1.50e-04 AL357033.1 3.7 1.31e-02 S100A8 6.9 8.53e-09 

B4GALNT2 6.1 9.63e-04 ABCA6 3.4 5.69e-06 LINC02725 6.9 1.52e-06 

KRT81 6.0 9.69e-06 FAM180A 3.3 2.75e-08 AP003025.2 6.9 3.85e-04 

TMEFF2 5.8 2.29e-09 LINC01239 3.3 1.26e-03 TNFSF11 6.8 4.62e-06 

MMP3 5.7 1.16e-04 FOXD4L6 3.3 6.48e-03 AREG 6.8 7.13e-07 

AC113189.2 5.6 4.71e-05 HID1 3.3 2.82e-04 FOXD4L6 6.7 4.53e-05 

LINC02085 5.6 1.56e-02 CLCA2 3.3 5.13e-03 NOTUM 6.7 1.64e-07 

SERPINB2 5.6 1.13e-05 EPPK1 3.2 4.18e-04 AJ009632.2 6.6 1.48e-03 

BMP8B 5.5 2.57e-06 CRTAM 3.2 2.10e-05 C1orf87 6.5 2.67e-05 

EGLN3 5.5 3.98e-09 CCN5 3.1 1.63e-03 AC021188.1 6.3 1.21e-03 

POM121L9P 5.5 3.94e-06 CNTN6 3.1 4.26e-03 EREG 6.3 2.81e-06 

MMP1 5.5 4.08e-05 CXCL12 3.0 8.00e-05 CNNM1 6.3 1.40e-03 

ANO1 5.4 2.19e-10 CASP12 2.9 6.69e-03 CD93 6.2 2.98e-03 

AC025809.1 5.4 2.54e-03 SELENOP 2.9 2.33e-05 MMP1 6.2 1.38e-06 

MT3 5.4 7.54e-05 KCNK15 2.9 9.26e-03 KCNK3 6.1 1.13e-06 

BICDL2 5.4 6.17e-05 EXPH5 2.9 1.15e-02 A2M 6.1 5.30e-11 

CST7 5.3 9.23e-04 AL022328.1 2.9 6.18e-04 THBD 6.1 1.47e-05 

INMT 5.3 1.19e-06 AC021148.2 2.9 5.21e-03 AC093627.6 6.0 4.39e-04 

C1orf87 5.2 1.98e-03 TMEM100 2.8 3.41e-05 PECAM1 6.0 5.20e-13 

IL1RN 5.2 3.45e-04 AL359198.1 2.8 1.52e-02 AC106865.1 5.9 3.42e-03 

CLCNKA 5.2 6.67e-08 SLC13A4 2.8 6.28e-03 ABCA6 5.8 4.51e-15 

PAQR5 5.2 2.01e-09 AL354836.1 2.8 1.23e-02 CASP12 5.8 2.16e-05 

ABCA13 5.1 9.14e-07 GPER1 2.7 4.91e-06 PRSS35 5.7 1.47e-05 

GGT5 5.1 1.60e-17 AC011503.1 2.7 3.02e-03 BMP8B 5.7 4.37e-07 

GALNT15 5.1 3.45e-04 H4C8 2.7 3.40e-05 ANGPT2 5.6 3.55e-06 

RIPOR2 5.1 1.79e-08 SLC7A4 2.7 6.53e-03 EXPH5 5.6 7.26e-05 

ADCY8 5.0 8.65e-05 LINC00525 2.6 1.20e-02 LINC02172 5.6 3.23e-05 

FER1L6-AS2 5.0 5.74e-03 Z93943.1 2.6 1.68e-02 MYZAP 5.6 1.84e-03 

BMP8A 5.0 8.90e-05 PPM1L 2.6 6.18e-05 GNA14 5.6 9.62e-05 

LINC02669 4.9 6.27e-07 AP001042.1 2.6 1.32e-02 ACKR4 5.5 4.02e-17 

EREG 4.9 4.13e-04 AC005740.4 2.6 1.33e-02 GALNT15 5.5 4.11e-05 

TMC1 4.9 1.23e-03 SCNN1A 2.5 8.12e-07 AL031777.2 5.5 4.79e-04 

AL158071.2 4.9 4.55e-07 BCL2L11 2.5 4.33e-05 PDK4 5.4 1.27e-04 

LRRC32 4.9 1.02e-12 ABCA9 2.5 1.98e-03 HTR7 5.4 9.50e-10 

SLC16A6 4.8 2.31e-07 ADAMTS15 2.5 1.65e-02 TMEFF2 5.3 1.85e-08 

MMP8 4.8 5.14e-23 RANBP3L 2.5 2.21e-02 PAQR5 5.3 3.38e-10 

GALNT18 4.7 2.56e-09 TSPAN11 2.5 1.48e-03 RANBP3L 5.3 2.24e-05 

NPTX1 4.7 3.17e-03 AL022328.2 2.5 3.13e-04 KRT81 5.2 4.95e-05 

MMP10 4.7 2.14e-04 FOXD4 2.4 3.24e-04 FER1L6-AS2 5.2 1.72e-03 

MAFA 4.7 1.74e-03 ACOXL-AS1 2.4 1.26e-02 FXYD2 5.2 1.51e-03 

XKRX 4.6 6.63e-04 AC013477.1 2.4 2.14e-02 LINC02669 5.2 5.65e-08 

AL359834.1 4.6 1.41e-05 AC137630.3 2.4 8.34e-04 AC099560.1 5.1 6.24e-03 

 
Tableau 3. Extrait des transcrits différentiellement régulés par les CSM-PD en hydrogel de fibrine. Liste des 

cinquante protéines présentant la plus importante sur-régulation du taux de transcrit.  
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D2/D0 D4/D2 D4/D0 

gene_name FC pval_adj gene_name FC pval_adj gene_name FC pval_adj 

ITGA2 6.9 4.13e-07 ITGA1 0.5 6.70e-03 ITGA2 6.9 1.60e-07 

ITGA6 4.7 5.06e-03 ITGA6-AS1 0.2 1.94e-02 ITGA6 5.7 8.61e-04 

ITGA6-AS1 4.1 2.78e-02 MMP16 2.6 1.91e-03 ITGA10 3.5 1.19e-07 

ITGA10 2.6 1.07e-04 ADAMTS15 5.6 1.65e-02 ITGA7 2.2 1.30e-02 

ITGA5 2.1 4.82e-06 ADAMTS6 0.5 8.34e-03 MMP1 72.5 1.38e-06 

MMP3 52.4 1.16e-04 ADAMTSL4 0.4 6.45e-03 MMP10 23.0 1.46e-04 

MMP1 44.7 4.08e-05 ADAMTS12 0.4 2.54e-04 MMP8 20.7 2.21e-19 

MMP8 27.8 5.14e-23 ADAM19 0.4 4.72e-04 MMP13 6.1 7.86e-04 

MMP10 26.0 2.14e-04 COL14A1 3.4 6.94e-03 MMP3 5.5 1.95e-02 

MMP11 3.1 4.62e-03 COL7A1 0.3 1.09e-06 MMP27 3.7 2.82e-02 

ADAM28 5.8 7.26e-04 COL22A1 0.3 3.49e-03 MMP21 2.9 1.85e-02 

ADAMTS3 2.8 5.28e-03 COL17A1 0.2 1.68e-02 MMP19 0.5 9.02e-06 

ADAMTS1 0.5 1.65e-02 COL10A1 0.2 1.08e-06 MMP7 0.4 3.48e-02 

ADAMTS5 0.2 2.01e-03 
    MMP25 0.4 3.84e-03 

COL10A1 5.7 1.54e-06 
    ADAMTS7P4 2.8 3.65e-05 

COL13A1 5.0 1.64e-03 
    ADAMTS3 2.8 2.68e-03 

COL17A1 4.0 3.91e-02 
    ADAMTS17 2.4 4.21e-02 

       ADAMTS6 0.4 4.35e-04 

       ADAMTS1 0.3 2.28e-04 

       ADAMTS5 0.3 2.97e-03 

       COL19A1 9.5 3.99e-03 

       COL13A1 8.6 1.27e-05 

       COL18A1 2.0 2.32e-02 

       COL1A1 0.5 2.15e-02 

       COL22A1 0.2 5.08e-04 

 
Tableau 4. Transcrits de protéines extracellulaire ou de la surface des cellules différentiellement régulés par 

les CSM-PD en hydrogel de fibrine. Liste des protéines de type intégrine, métalloprotéases ou collagéniques 

présentant différemment régulés au niveau transcriptionnel.  
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Approche protéomique 

Afin d’identifier les protéines différentiellement exprimées au cours du temps par les cellules 

souches de pulpe dentaire cultivées en hydrogel de fibrine nous avons opté pour une technique de 

quantification relative par protéomique. La protéomique quantitative est ici basée sur l'analyse LC-

MS/MS (MS2) d'échantillons marqués avec une étiquette isobare (Tandem Mass Tag "TMT") 

spécifique pour chaque condition. La balise isobarique conduit à un pic unique (ion parent) pour 

un peptide spécifique dans les spectres MS1. Elle n'augmente donc pas la complexité de 

l'échantillon, et permet une quantification relative en fonction de la condition pour ce peptide dans 

les spectres MS2 (Fig. 41). Le spectre MS2 rapportant les ions "filles", issu de la fragmentation du 

peptide, permet de déterminer la séquence du peptide. L’approche TMT permet d’étudier 

différentes conditions expérimentales, en parallèle, pouvant aller jusqu’à un multiplexage de 16 

conditions. Ces marqueurs isobariques ont également l’avantage d’être facilement utilisables in 

vitro, sur tout échantillon biologique (milieu de culture, cellules, extraits de tissus, fluides 

corporels...). 
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Figure 41. Processus expérimental de protéomique quantitative basée sur un marquage TMT. Les protéines 

issues de différentes sources biologiques plus ou moins complexes (milieu de culture, cellules, extraits de tissus, 

fluides corporels...) sont dénaturées, réduites, alkylées, marqués au TMT et digérées à la trypsine avant analyse LC-

MS/MS.  
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Protéomiques quantitative appliquée aux CSM en hydrogel de fibrine 

Personnes impliquées. David TONG (Master 2, Biotechnologies/UGA ; 2020-2021), Alicia 

REUZEAU (Master 2 Biologie cellulaire/UCBL ; 2021-2022), Joévin BARRIER (Assistant 

ingénieur CNRS ; 2021-2022)  

 

 

Adaptation du protocole de préparation des échantillons pour l’analyse TMT-MS/MS 

Les analyses LC-MS/MS nécessite la préparation d’échantillons protéiques analysables ; c’est-

à-dire, sans protéines surreprésentées, telles que l'albumine ou la fibrine, qui augmentent le niveau 

de fond et pourraient affecter l'identification des protéines/peptides. Cette limitation est 

particulièrement vraie pour les cellules souches de pulpe dentaire cultivées dans des hydrogels de 

fibrine. Il existe différentes approches afin d'augmenter la couverture de détection telles que 

l’utilisation de méthodes de fractionnement, à travers une échangeuse de cations par exemple, pour 

générer 2 ou 3 fractions. Cette approche a l’inconvénient d’augmenter le temps d’analyse machine. 

Nous avons récemment réussi à réduire ce risque grâce à un protocole faisant appel à un milieu 

spécifiquement dédié, sans albumine, et à l’utilisation d’une procédure de lyse mécanique suivie 

d'une centrifugation afin de séparer la matrice de fibrine présente sous forme insoluble. Une 

première expérience pilote montre que ce protocole ainsi développé permet d'identifier 2892 

protéines dont des collagènes, des protéases extracellulaires et des intégrines (Fig. 42). Cette 

expérience suppose également que des méthodes de fractionnement des échantillons ne sont pas 

nécessaires. 
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Figure 42. Préparation d’échantillon protéiques issus de CSM en hydrogel de fibrine pour l’analyse MS/MS. 

(A) SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie d’un échantillon avant et après extraction protéique. (B) Nombre 

de proteins identifiées par MS/MS à partir des protéines extraites de CSM-PD cultivées en hydrogel de fibrine. (C) 

Tableau rapportant quelques exemples de protéines extracellulaires identifiées par MS/MS ainsi que le nombre de 

peptides uniques identifiés et le nombre de fois où ces pepetides ont été observés par l’appareil ("PSM ; peptide 

spectral match"). 
 
 

Identification protéomique des protéines différentiellement exprimées au cours du temps  

En accord avec les résultats précédents montrant la surexpression de la sous-unité intégrine α2, 

les analyses ont été centrées sur des temps précoces, entre 0 et 4 jours, afin de se concentrer sur 

l’analyse des mécanismes initiés en hydrogel et en supposant que ces derniers conditionnent les 

mécanismes de réparation tissulaire et constituent des étapes clés pour une futur régulation. Ainsi 

les analyses ont été réalisées à 0, 2 et 4 jours. Les analyses de spectrométrie de masse incluent 6 
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donneurs au total, 3 de sexe masculin et 3 de sexe féminin, afin d’exclure les biais de genre ainsi 

que les biais liés à la variabilité inter-individus. Afin d’optimiser la quantité de protéines 

injectable ; les expériences sont réalisées en 2 expériences de TMT-9Plex, chacune incluant les 

CSM-PD de 3 donneurs cultivées en hydrogel de fibrine et dont les protéines ont été extraites aux 

temps 0, 2 et 4 jours. Les résultats issus de la première expérience réalisée en 2021 par David 

TONG (stagiaire M2 – UGA – 2021) sont rapportées ici pour illustration. La seconde expérience 

est en cours d’analyse dans le cadre d’une approche plus globale (voir partie perspective ; II. 3. f). 

Les protéines sont extraites selon le protocole préalablement établit. 

 

La première expérience de protéomique quantitative (TMT 9-plex) permet l’identification de 

1621 protéines. Cette analyse multiplexée identifie différentes familles de protéines intra- et 

extracellulaires telles que des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire comme les 

protéines kinases activées par des agents mitogènes, MAPKs et régulateurs (MAPK1 ; MAPK14 ; 

MAPKAPK2 ; MCRIP1), des récepteurs de surface (uPARAP/Endo180 ; GPR84 ; LRP1 ; 

ITGB1…), des collagènes (COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4A2, COL5A1, COL5A2, 

COL5A3, COL6A1, COL6A2, COL6A3, COL7A1, COL18A1, COL12A1) ; des protéoglycanes 

(HSPG2 ; CSPG4 ; lumican, biglycan, dystroglycan ; decorine…) ainsi que des métalloprotéases 

(MMP1, MMP2, MMP3, MMP14 ; ADAMTS13). Il est important ici de noter que toute analyse 

protéomique ne fournit pas une liste exhaustive des protéines mais autorise une cartographie 

globale et partielle des protéines différentiellement exprimées et identifiables dans le cadre de ce 

jeu expérimental précis impliquant le multiplexage de 9 conditions expérimentales (Fig. 43A).  

 

Dans le cadre précis de cette première expérience, la distribution de la significativité protéines 

en fonction de leur ratio J2/J0, rapporté sous la forme d’un diagramme en volcan, met en avant 

une distribution plus homogène entre les protéines surexprimées et sous-exprimées durant les deux 

premiers jours (Fig. 43B). Les protéines différentiellement exprimées et de manière significative 

durant la phase secondaire (entre le deuxième et le quatrième jour) sont essentiellement 

surexprimées (Fig. 43C). Cette expérience ne nous permet pas d’identifier des protéines sous-

exprimées entre les jours 2 et 4 (Fig. 43D). 
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Figure 43. Identification protéomique des protéines différentiellement exprimées par les CSM-PD en hydrogel 

de fibrine. (A) Schéma illustrant l’analyse LC-MSMS de 9 conditions expérimentales marquées par un marqueur 

isobarique différent (TMT 9-Plex). (B) Distribution de la significativité des protéines en fonction de leur ratio J2/J0, 

rapporté sous la forme d’un diagramme en volcan ("volcano plot") montrant les protéines surexprimées en rouge, les 

protéines sous-exprimées en bleu ainsi que les protéines pas ou peu affectées (gris). (C) Diagramme en volcan pour 

le ratio J4/J2. (D) Diagramme en volcan pour le ratio J4/J0. 
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Cette analyse permet d’identifier 50 protéines différentiellement exprimées durant les deux 

premiers jours, 21 entre le deuxième et quatrième jour, et 26 entre le jour de départ et le quatrième 

jour (Tableau 5). En accord avec les résultats de transcriptomique, ces résultats suggèrent que les 

principales modifications se déroulent durant un temps précoce, pendant les deux premiers jours. 

Cela n’est pas surprenant dans la mesure où les cellules, changeant d’environnement, vont 

synthétiser une matrice dérivant de ces dernières. Cependant, nous pouvons noter ici que le nombre 

de protéines différentiellement exprimées entre les jours 0 et 4 est inférieur au nombre de protéines 

différentiellement exprimées durant les deux premiers jours supposant qu’un certain nombre de 

protéines reviennent à un niveau basal durant les jours 3 et 4.  

Parmi les protéines surexprimées dans un temps précoce (entre J0 et J2), nous identifions la 

surexpression de collagènes (types I, III et IV), de protéoglycanes (biglycane, lumicane, décorine) 

et de métalloprotéases (MMP2 et MMP3) (Tableau 5). Nous remarquons également que 82% 

(41/50) des protéines différentiellement exprimées durant les deux premiers jours sont 

extracellulaires où associées à la surface alors que 76,2% des protéines différentiellement 

exprimées durant la phase secondaire, entre les jours 2 et 4 sont intracellulaires (Tableaux 5-6). 

Ces résultats indiquent des processus différents entre les deux premiers jours et les deux jours 

suivants. 
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Ratio D2:D0 

Accession Name #Pept. #PSMs FC P-Val 

P05121 PAI-1 15 70 6.83 1.41E-15 

P52823 Stanniocalcin-1 3 8 6.41 1.41E-15 

P08123 Collagen alpha-2(I) 26 130 4.77 1.41E-15 

Q12841 FSTL1 10 30 4.53 1.41E-15 

Q5SYB0 FRMPD1 1 5 0.22 1.41E-15 

Q8N130 SLC34A3 1 5 4.41 1.41E-15 

P07585 Decorin 13 53 4.18 1.41E-15 

P22352 GPX3 6 35 0.26 1.41E-15 

P26447 S100A4 3 10 3.57 1.41E-15 

P05067 APP 4 6 3.61 8.35E-14 

P01033 TIMP1 8 24 3.90 1.59E-13 

Q9H993 ARMT1 3 5 3.53 1.59E-13 

Q969H8 MYDGF 3 4 0.33 1.96E-13 

P02452 Collagen alpha-1(I) 33 160 3.87 2.30E-13 

P08254 MMP3 5 9 3.37 2.61E-13 

Q9NVG8 TBC1D13 1 1 0.32 1.23E-12 

A0A087WW87 IGKV2-40 2 5 0.33 1.93E-12 

P08253 MMP2 20 69 3.67 2.25E-12 

P51884 Lumican 11 33 3.67 2.31E-12 

P21810 Biglycan  4 20 3.39 2.78E-12 

P16035 TIMP2 7 24 3.48 2.54E-11 

P01031 Complement C5 45 125 0.32 5.61E-11 

Q9BXR6 CFHR5 8 30 0.32 5.64E-11 

Q9UGM5 Fetuin-B 2 4 0.36 9.21E-11 

P0DOX6 IGM 1 64 3.87 1.23E-10 

P06331 IGHV4-34  2 6 0.36 1.86E-10 

P02461 Collagen alpha-1(III) 13 45 3.29 2.02E-10 

P29373 CRABP2 2 4 0.36 9.21E-11 

P46060 RANGAP1 3 4 0.38 1.12E-09 

P36955 SERPINF1 13 44 3.11 1.81E-09 

P08697 Alpha-2-antiplasmin 11 39 0.35 1.92E-09 

P02652 Apolipoprotein A-II 1 5 0.41 2.42E-09 

Q9NQS1 AVEN 1 1 0.39 2.54E-09 

P05160 Coagulation factor XIII B 33 245 0.37 8.79E-09 

P00747 Plasminogen 33 112 0.37 9.89E-09 

Q15113 PCOLCE 14 47 2.88 2.78E-08 

P01772 IGHV3-33 1 9 0.41 2.68E-08 

Q15637 Splicing factor 1 2 2 0.41 2.94E-08 

P15374 UCHL3 3 6 0.43 5.73E-08 

P35556 Fibrillin-2 2 10 3.36 8.03E-08 

P08572 Collagen alpha-2(IV) 4 7 2.84 8.03E-08 

P04003 C4b-binding protein alpha 19 84 0.40 1.62E-07 

P0DOY2 IGLC2 3 49 0.40 1.72E-07 

P01834 IGKC 6 57 0.40 2.05E-07 

P08603 Complement factor H 23 85 0.40 2.51E-07 

P23142 Fibulin-1 30 161 0.41 2.85E-07 

P42830 CXCL5 2 6 2.50 4.30E-07 

P01024 Complement C3 85 365 0.41 5.15E-07 

P20908 Collagen alpha-1(V) 16 41 2.61 8.12E-07 

P02746 C1QB 6 23 0.42 9.30E-07 

Tableau 5. Liste des protéines différentiellement exprimées par les CSM-PD en gel de fibrine entre le jour 0 et 

deuxième jour. Les protéines sous-exprimées sont rapportées en gris. Les protéines intracellulaires sont en italique. 
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Ratio D4:D2 

Accession Name #Pept. #PSMs FC P-Val 

P49137 MAPKAPK2 1 1 8.51 1.67E-13 

Q9NQS5 GPR84 2 5 6.78 1.10E-10 

P02679 Fibrinogen γ 26 513 6.06 1.26E-09 

Q96HU8 DIRAS2 1 3 5.98 1.51E-09 

P02675 Fibrinogen β 29 512 5.48 1.08E-08 

P20700 Lamin-B1 5 12 5.21 3.43E-08 

Q3KQV9 UAP1L1 1 1 4.33 1.33E-06 

Q9Y2G1 MYRF 1 2 3.76 1.90E-05 

Q16891 IMMT 2 2 3.58 4.36E-05 

P84243 H3-3A 3 10 3.31 1.33E-04 

Q96JJ6 JPH4 1 2 3.28 1.52E-04 

Q96M86 DNHD1 1 4 3.14 3.07E-04 

Q14376 GALE 2 4 3.09 4.01E-04 

Q86WN2 IFNE 1 6 2.83 1.64E-03 

O76061 Stanniocalcin-2 3 4 2.78 2.08E-03 

Q7L7L0 HIST3H2A 2 20 2.69 2.87E-03 

P02545 LMNA 39 132 2.63 3.79E-03 

P11021 HSPA5 31 170 2.63 3.87E-03 

Q13492 PICALM 6 9 2.62 3.93E-03 

P05155 SERPING1 3 5 2.49 7.86E-03 

P24752 ACAT1 3 9 2.45 9.40E-03 

Tableau 6. Liste des protéines différentiellement exprimées par les CSM-PD en gel de fibrine entre le deuxième 

et le quatrième jour. Les protéines intracellulaires sont en italique. 

 
Ratio D4:D0 

Accession Name #Pept. #PSMs FC P-Val 

Q9NQS5 GPR84 2 5 11.31 4.02E-09 

P49137 MAPKAPK2 1 1 9.95 3.61E-08 

P20700 LMNB1 5 12 8.40 3.69E-07 

P05121 PAI-1 15 70 5.99 4.57E-05 

P02679 Fibrinogen γ 26 513 5.94 4.92E-05 

Q9Y2G1 MYRF 1 2 5.39 1.58E-04 

Q96JJ6 JPH4 1 2 5.29 1.92E-04 

Q96HU8 DIRAS2 1 3 5.18 2.16E-04 

Q8N130 SLC34A3 1 5 5.07 2.76E-04 

Q5SYB0 FRMPD1 1 5 0.18 3.42E-04 

P02675 Fibrinogen β 29 512 4.88 4.15E-04 

Q3KQV9 UAP1L1 1 1 4.70 6.51E-04 

Q86WN2 IFNE 1 6 4.65 6.88E-04 

P84243 H3-3A 3 10 4.62 6.88E-04 

P22352 GPX3 6 35 0.20 9.58E-04 

P52823 Stanniocalcin-1 3 8 4.21 1.93E-03 

P16035 TIMP2 7 24 4.19 1.93E-03 

P05067 APP 4 6 4.19 1.93E-03 

Q14376 GALE 2 4 4.17 2.01E-03 

P05204 HMGN2 4 16 0.22 2.47E-03 

P35556 Fibrillin-2 2 10 4.04 2.47E-03 

Q7L7L0 HIST3H2A 2 20 4.03 2.47E-03 

A0A087WW87 IGKV2-40 2 5 0.25 6.36E-03 

P36955 SERPINF1 13 44 3.70 5.69E-03 

P08123 Collagen alpha-2(I) 26 130 3.62 6.91E-03 

Q16891 IMMT 2 2 3.61 6.94E-03 

Tableau 7. Liste des protéines différentiellement exprimées par les CSM-PD en gel de fibrine entre le jour 0 et 

quatrième jour. Les protéines sous-exprimées sont rapportées en gris. Les protéines intracellulaires sont en italique. 
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Des analyses d’annotations fonctionnelles ont été réalisées afin d’apprécier les mécanismes 

moléculaires et biologiques associés à ces ensembles de protéines différentiellement exprimées 

(Fig. 44). Les résultats montrent clairement, là encore, une différence entre les processus 

biologiques associés aux protéines différentiellement régulées durant les deux premiers jours par 

rapport aux protéines différentiellement régulées entre le deuxième et le quatrième jour (Tableaux 

5-7). Les processus liés aux protéines différentiellement régulées sur l’ensemble des quatre jours 

sont principalement communs des processus identifiés durant les deux premiers jours (Fig. 44A). 

Ces principaux mécanismes sont liés à une réponse immunitaire, principalement innée, due à la 

présence de protéines du complément (C1Q, C3, C4, C5) ou de cytokines (IFNE) notamment (Fig. 

44B, Tableau 5). Ces processus impliquent également des mécanismes de remaniement de la 

matrice extracellulaire, de cicatrisation et de phagocytose (Fig. 44B). De manière commune, on 

retrouve des mécanismes liés à la fibrinolyse et à la cicatrisation. Durant les deux premiers jours, 

on retrouve des activités de type endopeptidases jouant un rôle important dans l’orchestration de 

ces remaniements matriciels. Ces processus sont notamment dus à l’identification de protéases 

telles que les MMP2 et 3 (fig. 44B ; Tableau 5). Entre les jours 2 et 4, les processus biologiques 

sont associés à la modification de la morphologie des cellules, à leur étalement et leur division. 

Cette réponse secondaire semble donc être différente de la réponse primaire et conforte la 

différence observée au niveau transcriptionnel. 

L’ensemble de ces résultats semblent indiquer que la réponse des cellules souches de pulpe 

dentaire en hydrogel de fibrine se décompose en deux étapes dont une première étape précoce, 

durant les deux premiers jours, liée à la dégradation de l’environnement ainsi qu’à la néosynthèse 

matricielle. L’étape secondaire, entre les jours 2 et 4, met en avant l’adaptation de morphologie 

des cellules, leur étalement ainsi que leur division. Cette première expérience réalisée par David 

TONG (Stagiaire M2, Université Grenoble-Alpes, 2020-2021) implique des cellules issues de trois 

donneurs : deux de sexe féminin (âgées 13 et 15 ans) et un de sexe masculin (âgé de 15 ans). Afin 

d’enrichir les données et réduire les biais de genre une seconde expérience a été réalisée incluant 

trois donneurs également : deux de sexe masculin (âgés de 15 et 16 ans) et un de sexe féminin 

(âgée de 17 ans). Cette seconde expérience a été réalisée par Alicia REUZEAU (stagiaire Master 

2 Biologie cellulaire, Université Lyon 1) et Joévin BARRIER (Assistant Ingénieur CNRS), recruté 

pour une durée de 12 mois, dans le cadre de l’ANR TRIDENTOMIC. 

 

Afin de confirmer la pertinence de ces résultats, des validations par des méthodes de biologie 

moléculaire (RT-qPCR) et de biochimie (immunoblot) ont été entreprises.  
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Figure 44. Processus biologiques associées au protéines différentiellement exprimées. 

Analyse des annotations fonctionnelles suite à l’interrogation de la base Gene Ontology (GO) par les ensembles de 

protéines différentiellement exprimées par les CSM-PD en hydrogel de fibrine. L’ensemble des processus biologiques 

identifiées sont rapportées sous forme de diagramme de Venn afin de comparer globalement les processus au cours 

du temps. (B) Les processus biologiques les plus pertinents sont rapportées sous forme de diagramme. Le numéro 

d’accession du terme GO est rapporté entre parenthèse. 
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Validation de biomolécules identifier par -omique 

 

Identification des récepteurs intégrines impliqués dans l’interaction CSM-PD/fibrine 

L’interaction des cellules avec l’hydrogel de fibrine joue un rôle dans la réponse des cellules à 

cet environnement qui ne leur est pas habituel et par conséquent dans la néosynthèse du tissu qui 

en dérive. Dans un premier temps, nous avons ciblés les intégrines, des récepteurs connus pour 

jouer un rôle primordial dans la réponse des cellules à leur environnement (157,158). Les données 

-omiques mettent en évidence la surexpression de la sous unité intégrine α2. Les résultats de PCR 

quantitative en temps réel (RT-qPCR), d’immunoblot et d’immunofluorescence confirment 

l’augmentation rapide et importante du taux de transcrits et protéique de la sous-unité α2 impliquée 

dans le remodelage tissulaire (Fig. 45) (159). 

Les intégrines sont capables de transmettre des signaux de l'extérieur, à partir de la MEC, vers 

l'intérieur de la cellule et du cytosquelette ("oustide-in") ; et de l'intérieur vers l'intérieur ("inside-

in") à partir d’endosomes internalisés (160,161). La localisation de l’ITGA2 dans les CSM-PD a 

par conséquent été évaluée par immunofluorescence afin de préciser de quel type de signalisation 

il s’agit. Cette dernière expérience confirme clairement une surexpression de l’ITGA2 à la surface 

des CSM-PD caractéristique d'une signalisation "outside-in" (Fig. 45C).  
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Figure 45. Surexpression de la sous-unité intégrine α2 par les CSM-PD en hydrogel de fibrine. (A) Niveau de 

transcrit de la sous-unité intégrine α2 évalué par RT-qPCR à 0 ; 24h (D0 et D1). L’étude a été réalisée à partir de 

CSM-PD de différents donneurs (n = 7) cultivées en hydrogel de fibrine. ***pvalue<0.001. (B) Niveau protéique  de 

l’ITGA2 visualisé par immunoblot à partir d’extraits protéiques issues de CSM-PD cultivées en hydrogel de fibrine 

aux temps 0, 24, 48,72 et 96h (D0, D1, D2, D4). (C) Marquage immunofluorescent de la sous-unité intégrine α2 à la 

surface des CSM-PD à 0, 2 et 4 jours (D0 et D4).   

 

Afin d’évaluer la spécificité de cette surexpression, nous avons également étudié les sous unités 

intégrines α1, α2, αV, β1 et β3 connues pour être exprimées à la surface des cellules 

mésenchymateuses (59,159). Aucune différence significative n’est observée pour ces sous-unités 

ce qui suggère que les CSM-PD surexpriment, de manière relativement spécifique, la sous unité 

intégrine α2 en hydrogel de fibrine (Fig. 46). 
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Figure 46. Niveau de transcrit des intégrines (ITG) des cellules mésenchymateuses. (A) Niveau de transcrit des 

intégrines (ITG) connues pour interagir avec le collagène (ITGA1, ITGB1) ou la fibrine (ITGAV, ITGB3) évalué par 

RT-qPCR entre 0 et 24h (D0 et D1). L’étude a été réalisée à partir de CSM-PD de différents donneurs (n= 3) cultivées 

en hydrogel de fibrine durant un jour (D0 et D1 respectivement pour jour 0 et jour 1). **pvalue<0.01; 

***pvalue<0.001; ns: non-significatif. 

 

Expression des métalloprotéases MMP1 et MMP3 par les CSM-PD en hydrogel de fibrine 

Des études ont été menées afin de valider l’expresssion des MMP1 et 3 potentiellement 

impliquées dans les mécanismes de dégradation de l’hydrogel et de néosynthèse tissulaire.  

Ces résultats montrent une augmentation rapide et importante du taux de transcrits de la 

collagénase MMP1 ainsi que de la stromelysine MMP3 (Fig. 47). Cette augmentation au niveau 

transcriptionnel se traduit par une augmentation de la quantité de protéine. Alors que les niveaux 

protéiques de l’ITGA2 et de la MMP1 augmentent, ou sont stables, au cours du temps ; il 

semblerait que le niveau protéique de la MMP3 atteigne son maximum d’intensité au deuxième 

jour et décline ensuite au terme du quatrième jour. Des études sont actuellement menées afin de 

mieux comprendre le rôle de ces biomolécules dans le remodelage de l’hydrogel de fibrine. 
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Figure 47. Validation des MMP1 et MMP3 surexprimées par les CSM-PD en hydrogel de fibrine. (A-B) Niveaux 

de transcrit de la MMP1 (A) et de la MMP3 (B) évalués par RT-qPCR entre 0 et 24h (D0 et D1). L’étude a été réalisée 

à partir de CSM-PD de différents donneurs (n = 5) cultivées en hydrogel de fibrine durant un jour. **pvalue<0.01; 

***pvalue<0.001. (C-D) Niveaux protéiques de la MMP1 (C) et de la MMP3 (D) déterminés par immunoblot à partir 

d’extraits protéiques issues de CSM-PD de cultivées en hydrogel de fibrine. 
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N-terminomique pour l’identification du dégradome des CSM en hydrogel de fibrine 

Personnes impliquées. Sean THIERRY (Master 2, Biotechnologies/UGA ; 2022-2023), Camille 

GIROLET (Master 2, Biotechnologies/UGA ; 2022-2023)  

 

Adaptation du protocole de préparation des échantillons pour l’analyse N-terminomique 

Les progrès de la protéomique donne accès à l’identification à haut débit des événements 

protéolytiques à partir de milieux complexes. Cette méthode, appelée N-Terminal Amine Labeling 

of Substrates (N-TAILS), a été développée en 2010 et utilisée à l'origine pour découvrir les 

substrats des protéases (162). Elle consiste en la quantification relative multiplexée des néo-N 

termini générés par la protéolyse. Cette méthode N-terminomique est centrée sur l'analyse des 

peptides N-terminaux des protéines. Ces peptides sont enrichis par une sélection négative. A 

l’origine, cette sélection était opérée à l'aide d'un polymère qui piège les peptides internes des 

protéines présentant des amines primaires N-terminales libres générées par la trypsine. Cette 

méthode permet d'identifier les néo-N-termini générés par les protéases qui présentent donc un 

rapport (protéase/témoin) supérieur à 1 selon la condition étudiée par rapport aux N-termini 

naturels (Fig. 48). 

 

Cette technique de N-terminomique, ou N-TAILS, a été utilisée avec succès pour déterminer 

les substrats de MMP2, MMP9(163), MMP25 (164), ADAMTS7 (165), et des méprines (α et β) 

(166,167). Le coordinateur a été le premier à utiliser les N-TAILS sur les protéases ADAMTS2, 3 

et 14 in vitro (168) et in vivo à partir d'échantillons complexes de peau de souris (141). Le N-

TAILS a également été utilisé pour étudier la progression de la cicatrisation en utilisant des 

exsudats de plaies porcines et humaines (169). Utilisé dans le cadre du projet de protéome humain 

centré sur le chromosome, N-TAILS a permis d'identifier 17 produits protéiques manquants dans 

la PD, tous étant des candidats pour des gènes codant pour des protéines (129). 

 

Nous avons préalablement entrepris d’actualiser le protocole de N-TAILS, notamment en 

modifiant le protocole de sélection négative des extrémités N-terminale. Le nouveau protocole 

permet ainsi de s’affranchir du polymère HPG-ALD ("Hyper branched Polyglycerol and 

ALDehyde polymer") et de réduire des étapes de précipitation des échantillons. Ce nouveau 

protocole visant à enrichir les extrémités N-terminale dit "HUNTER" ("High-efficiency 

Undecanal-based N Termini EnRichment ") est basé sur le couplage des peptides internes des 

protéines, présentant une extrémité N-terminale libre, à un aldéhyde présentant une chaine 

hydrocarbonée de 10 carbones (C11H22O ; undecanal) afin que ces derniers soient retenus sur une 

colonne C18 (170).  
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Figure 48. Protocole TAILS. Cette approche est basée sur la comparaison différentielle entre un échantillon contrôle 

et une condition présentant des activités protéolytiques (condition 1). Les deux échantillons traités à l'aide de deux 

marqueurs isobariques distincts (TMT, cercles et triangles) qui marquent et bloquent simultanément toutes les amines 

primaires libres, y compris les N-termini des protéines, les résidus lysine internes et les néo-amines terminales 

générées par protéolyse (triangle entouré de rouge). Les deux échantillons sont regroupés et soumis à une digestion à 

la trypsine pour générer des peptides internes et C-terminaux ayant des N-terminaux libres. Une procédure de sélection 

négative des peptides ayant une extrémité N-terminale bloquée (naturellement ou par un marquage TMT) est réalisée. 

Cette sélection négative est basée sur l’utilisation d’un aldéhyde, polymère HPG-ALD ou undecanal ; liant les 

extrémités N-terminales libres générées par la trypsine. Les peptides sélectionnés sont soumis à une analyse MS/MS 

permettant la quantification relative des peptides marqués, leur identification et la séquence du site de clivage. Les 

extrémités N-terminales d’origine, présentes dans les deux échantillons, résulteront à un rapport condition/contrôle 

proche de 1, tandis que les peptides ayant une nouvelle extrémité N-terminale générée par un événement protéolytique 

auront rapport significativement > 1. Une preuve indirecte de la disparition du peptide clivé peut-être donnée par un 

rapport < 1. La pertinence du ratio peut être estimée par rapport à la distribution normale des extrémités N-terminales 

naturellement bloquées (acétylation, cyclisation, méthylation...). 
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Le protocole de N-terminomique a également été adapté à l’analyse multiplexée des 

échantillons protéiques issus des CSM-PD en hydrogel de fibrine. Ainsi les protéines ont été 

extraites dans les mêmes conditions que pour la protéomique quantitative (TMT-9Plex). Une 

première expérience pilote a été réalisée afin d’évaluer l’efficacité de ce protocole ainsi adapté 

(Fig. 49). L’objectif de cette expérience étant d’estimer la capacité de ce protocole à sélectionner 

les extrémités N-terminales ; les protéines n'ont pas été marquées au TMT. Les résultats montrent 

que ce protocole fonctionne et permet d’enrichir les extrémités N-terminales naturellement 

bloquées de 1 à 70% respectivement avant et après sélection N-terminale (Fig. 49B).  

 

 
Figure 49. Test du protocole de sélection HUNTER. (A) Schéma récapitulatif des étapes du test de sélection 

négative. Les échantillons sont analysés par LC-MS/MS avant et après sélection. (B) Quantification des extrémités 

N-terminales libres (gris) et naturellement bloquées (bleu). 

 

D’autre part les conditions expérimentales ont également été adaptées afin d’optimiser l’analyse 

N-terminomique multiplexée des échantillons protéiques issus des CSM-PD en hydrogel de 

fibrine. En effet ; les quantités de peptides étant, de facto, plus faibles après sélection négative ; 

les expériences de N-terminomique ont été réalisées en 6-Plex incluant un donneur de chaque sexe 

dans chaque expérience. Au total, 3 expériences ont été réalisées et sont en cours d’analyse. Les 
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résultats issus de la première analyse (6-Plex), ont rapidement été parcourus (Fig. 50). Après 

marquage et sélection N-terminale, cette première expérience identifie 2130 peptides dont 78 % 

de peptides bloquées au niveau de leur extrémité N-terminale incluant 12 % de peptides marqués 

en position N-terminale (Fig 50A). 

 

 
 

Figure 50. N-terminomique appliquée aux CSM-PD en hydrogel de fibrine. Expérience de N-terminomique 

incluant les cellules issues de deux donneurs de sexe différents. Les extraits protéiques issus des cellules cultivées en 

hydrogel de fibrine à différents temps 0 (D0), 2 jours (D2) et 4 jours (D4) sont sujets au protocole de N-terminomique. 

(A) Proportion de peptide N-terminaux identifiés. (B) Graphique rapportant les peptides ayant un ratio d’abondance 

(D2/D0 ; D4/D2 et D4/D0) supérieur à 2 et en fonction de la position de clivage au sein de la séquence du fibrinogène 

alpha (entrée UniProt P02671). (C) Représentation schématique montrant les positions de clivages au sein du 

fibrinogène alpha pour les peptides ayant un rapport supérieur à 2 chez les deux donneurs. Chaque évènement 

protéolytique est indiqué par une flèche bleue. Les sites de clivages connus de la thrombine et de la plasmine sont 

rapportés ainsi que les sites de phosphorylations.  
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Pour illustration, les évènements protéolytiques issus de la première analyse et liés au 

fibrinogène, ont rapidement été rapportés (Fig. 50). Cette expérience permet d’identifier de 

nombreux évènements protéolytiques au sein de la chaîne alpha du fibrinogène (Fig. 50B ; Tableau 

8). Les sites de clivages rapportés diffèrent de ceux rapportées pour les protéases à sérines tels que 

la thrombine, utilisée pour la production des gels de fibrine ; ou la plasmine connue pour dégrader 

la fibrine (Fig. 50C). Les sites de clivage identifiés en présence des CSM-PD semblent être 

principalement localisées au sein de la chaîne alpha du fibrinogène. Aucun peptide issu des chaînes 

beta ou gamma n’est identifié avec un ratio d’abondance significativement différent (Tableau 8). 

Plus précisément, les sites de clivages identifiés sont localisés au niveau des régions désordonnées 

de la chaîne alpha du fibrinogène. Ces mêmes régions correspondent à la zone structurée en bobine 

servant à l’élongation du fibrinogène (Fig. 7). Il est à noter que ces sites de clivages diffèrent 

également de ceux rapportées pour la MMP3 dans la littérature et qui se localisent principalement 

à proximité des sites de identifiées pour la thrombine ou la plasmine (positions 35, 38 et 121) 

(171). Un site a également été identifié en position 432. Cette étude incluant l’ensemble des 

évènements protéolytiques issus des CSM-PD, des expériences complémentaires sont nécessaires 

afin de d’établir un lien potentiellement direct entre le clivage de la fibrine et l’activité 

enzymatique de la MMP3. 
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  Donnor 1 Donnor 2 

  D2/D0 D4/D0 D4/D2 D2/D0 D4/D0 D4/D2 

Sequence Positions FC P-Value FC P-Value FC P-Value FC P-Value FC P-Value FC P-Value 

FIBRINOGEN ALPHA CHAIN (#P02671) 

[T].ADSG [20-35] 0.32 4.3E-01 0.02 4.6E-06 0.07 5.1E-10 0.01 3.9E-16 0.01 5.4E-16 0.71 9.4E-01 

[A].DSGE [21-35] 0.05 2.2E-04 0.03 1.2E-05 0.50 4.4E-01 0.05 2.3E-08 0.02 2.8E-10 0.47 2.5E-01 

[D].SGEG [22-35] 0.10 7.0E-03 0.03 9.1E-06 0.25 1.3E-02 0.04 4.2E-09 0.01 1.3E-13 0.30 3.4E-03 

[S].GEGD [23-35] 0.15 3.7E-02 0.06 1.2E-03 0.29 3.2E-02 0.05 2.5E-08 0.01 1.7E-13 0.31 4.7E-03 

[G].EGDF [24-35] 0.03 6.0E-06 0.01 1.1E-16 0.29 3.2E-02 0.17 2.4E-03 0.05 1.6E-06 0.31 4.7E-03 

[K].DSHS [101-114] 100.00 1.1E-16 100.00 1.1E-16 0.26 1.3E-02 1.60 9.9E-01 0.94 9.8E-01 0.59 7.3E-01 

[K].QLEQ [203-216] 0.45 7.2E-01 0.37 5.4E-01 0.84 1.0E+00 0.23 1.3E-02 0.26 6.7E-02 1.15 9.8E-01 

[K].ALTD [250-258] 29.86 5.1E-06 18.26 1.7E-03 0.61 7.2E-01 1.64 9.9E-01 0.95 9.8E-01 0.58 7.2E-01 

[R].MELE [259-271] 4.05 1.8E-01 3.14 5.4E-01 0.79 9.8E-01 1.16 9.9E-01 0.97 9.8E-01 0.85 9.8E-01 

[M].ELER [260-271] 4.57 1.2E-01 3.81 4.1E-01 0.83 1.0E+00 1.10 9.9E-01 1.21 1.0E+00 1.08 9.8E-01 

[E].LERP [261-271] 2.99 4.0E-01 3.42 4.7E-01 1.14 1.0E+00 1.51 9.9E-01 1.82 9.8E-01 1.21 9.8E-01 

[E].RPGG [263-271] 0.50 7.8E-01 1.64 9.4E-01 3.30 6.2E-02 1.30 1.0E+00 2.12 8.7E-01 1.56 8.0E-01 

[R].GGST [272-287] 1.97 7.7E-01 1.75 9.3E-01 0.89 1.0E+00 0.39 1.3E-01 0.66 7.8E-01 1.71 6.4E-01 

[G].STSY  [274-287] 1.74 8.4E-01 2.49 7.2E-01 1.37 9.8E-01 1.06 9.9E-01 1.88 9.8E-01 1.78 5.3E-01 

[T].SYGT  [276-287] 1.87 7.8E-01 1.60 9.4E-01 0.85 1.0E+00 1.68 9.9E-01 2.15 8.7E-01 1.28 9.5E-01 

[S].YGTG  [277-287] 0.51 7.9E-01 0.49 7.6E-01 0.97 1.0E+00 1.19 1.0E+00 1.09 9.8E-01 0.91 9.8E-01 

[T].GSET  [280-287] 3.22 3.4E-01 1.75 9.3E-01 0.55 5.6E-01 0.99 9.9E-01 1.80 9.8E-01 1.82 4.9E-01 

[GL].SETE  [281-287] 0.95 1.0E+00 2.42 7.6E-01 2.56 2.5E-01 1.13 9.9E-01 1.79 9.8E-01 1.61 7.3E-01 

[N].PSSA  [289-308] 2.40 6.0E-01 2.22 8.0E-01 0.93 1.0E+00 1.23 1.0E+00 1.48 9.8E-01 1.08 9.8E-01 

[S].SAGS  [291-308] 100.00 1.1E-16 100.00 1.1E-16 1.15 1.0E+00 0.73 7.0E-01 2.28 8.1E-01 3.11 4.7E-03 

[A].GSWN  [293-308] 0.90 9.9E-01 0.93 9.7E-01 1.04 1.0E+00 1.28 1.0E+00 1.81 9.8E-01 1.41 9.0E-01 

[N].SGSS  [297-308] 1.27 9.7E-01 2.51 7.2E-01 1.88 5.9E-01 1.31 1.0E+00 2.20 8.4E-01 1.57 7.9E-01 

[S].GSSG  [298-308] 1.12 9.8E-01 1.73 9.4E-01 1.55 8.7E-01 0.85 9.6E-01 1.23 1.0E+00 1.44 8.9E-01 

[G].SSGP  [299-308] 0.51 8.0E-01 2.80 6.5E-01 5.46 1.0E-03 1.37 9.9E-01 2.25 8.2E-01 1.59 7.3E-01 

[G].STGS  [330-367] 0.60 9.0E-01 0.66 9.3E-01 1.11 1.0E+00 1.21 1.0E+00 0.90 9.8E-01 0.74 9.5E-01 

[T].GSWN  [332-367] 1.24 9.8E-01 1.22 9.7E-01 0.99 1.0E+00 100.00 3.9E-16 100.00 5.4E-16 0.74 9.5E-01 

[N].PGSP  [349-367] 2.23 6.6E-01 2.22 8.0E-01 1.00 1.0E+00 1.16 9.9E-01 1.75 9.8E-01 1.59 7.3E-01 

[P].GSTG  [355-367] 5.96 4.8E-02 8.56 4.1E-02 1.44 9.8E-01 1.12 9.9E-01 1.21 1.0E+00 1.00 9.9E-01 

[G].STGQ  [382-425] 2.26 6.5E-01 1.93 8.9E-01 0.86 1.0E+00 1.04 9.9E-01 1.56 9.8E-01 1.50 8.4E-01 

[T].GQWH  [384-425] 2.04 7.4E-01 2.55 7.1E-01 1.25 1.0E+00 1.26 1.0E+00 1.82 9.8E-01 1.48 8.6E-01 

[H].SESG  [388-425] 1.68 8.6E-01 2.92 6.1E-01 1.61 8.3E-01 1.09 9.9E-01 1.56 9.8E-01 1.44 8.9E-01 

[S].ESGS  [389-425] 2.83 4.5E-01 2.94 6.0E-01 1.04 1.0E+00 0.97 9.9E-01 1.47 9.8E-01 1.50 8.4E-01 

[E].SGSF  [390-425] 1.36 9.5E-01 2.12 8.3E-01 1.56 8.7E-01 0.93 9.9E-01 1.35 9.9E-01 1.45 8.9E-01 

[S].GSFR  [391-425] 2.29 6.5E-01 2.39 7.6E-01 0.98 1.0E+00 0.90 9.9E-01 1.36 9.8E-01 1.44 8.9E-01 

[G].SFRP  [392-425] 1.37 9.5E-01 3.43 4.7E-01 2.48 2.8E-01 1.11 9.9E-01 1.79 9.8E-01 1.59 7.3E-01 

[S].FRPD  [393-425] 100.00 1.1E-16 100.00 1.1E-16 0.32 6.2E-02 1.22 1.0E+00 1.54 9.8E-01 1.27 9.5E-01 

[P].GSGN  [399-425] 5.05 8.7E-02 5.97 1.4E-01 1.18 1.0E+00 2.14 7.4E-01 2.81 6.0E-01 1.32 9.5E-01 

[N].ARPN  [403-426] 1.02 1.0E+00 1.29 9.7E-01 1.27 1.0E+00 1.88 9.1E-01 2.53 6.9E-01 1.34 9.5E-01 

[N].NPDW  [407-425] 0.79 9.8E-01 1.27 9.7E-01 1.62 8.3E-01 1.51 9.9E-01 2.11 8.7E-01 1.39 9.0E-01 

[N].PDWG  [408-425] 2.78 4.6E-01 2.74 6.7E-01 0.99 1.0E+00 1.27 1.0E+00 2.17 8.6E-01 1.72 6.4E-01 

[N].PDWGT  [408-426] 2.00 7.6E-01 2.08 8.5E-01 1.04 1.0E+00 1.70 9.9E-01 2.71 6.3E-01 1.59 7.3E-01 

[P].DWGT  [409-425] 2.64 5.1E-01 3.70 4.2E-01 1.40 9.8E-01 0.92 9.9E-01 1.48 9.8E-01 1.61 7.3E-01 

[E].VSGN  [416-425] 1.72 8.4E-01 1.65 9.4E-01 0.96 1.0E+00 2.01 8.0E-01 1.81 9.8E-01 0.90 9.8E-01 

[K].EKVT  [447-458] 1.89 7.8E-01 2.35 7.8E-01 1.18 1.0E+00 0.71 6.8E-01 1.00 9.8E-01 1.41 9.0E-01 

[M].DLGT  [496-510] 2.77 4.7E-01 3.87 4.0E-01 1.40 9.8E-01 0.98 9.9E-01 1.58 9.8E-01 1.61 7.3E-01 

[T].LSGI  [500-510] 13.84 8.5E-04 5.31 1.9E-01 0.38 1.9E-01 2.64 4.7E-01 1.83 9.8E-01 0.69 9.0E-01 

[L].SGIG  [501-510] 5.95 4.8E-02 3.46 4.7E-01 0.58 6.4E-01 0.75 7.9E-01 1.12 9.8E-01 1.48 8.6E-01 

[S].GIGT  [502-510] 9.79 5.3E-03 2.30 7.9E-01 0.24 8.4E-03 1.45 9.9E-01 1.00 9.8E-01 0.70 9.4E-01 

[G].IGTL  [503-510] 2.21 6.6E-01 1.34 9.7E-01 0.60 6.9E-01 1.86 9.1E-01 0.97 9.8E-01 0.54 5.3E-01 

[I].GTLD  [504-510] 11.35 2.4E-03 6.96 8.6E-02 0.61 7.3E-01 1.08 9.9E-01 0.81 9.8E-01 0.75 9.5E-01 

[K].TFPG  [528-547] 2.27 6.5E-01 2.05 8.5E-01 0.91 1.0E+00 0.46 2.4E-01 0.53 5.5E-01 1.16 9.8E-01 

[P].GFFS  [531-547] 13.77 8.5E-04 9.25 3.2E-02 0.68 8.7E-01 3.49 2.1E-01 3.16 4.4E-01 0.96 9.9E-01 

[F].FSPM  [533-547] 3.79 2.2E-01 3.58 4.4E-01 0.90 1.0E+00 1.74 9.9E-01 1.57 9.8E-01 0.83 9.8E-01 

[P].MLGE  [536-547] 5.29 7.4E-02 5.44 1.8E-01 1.01 1.0E+00 1.26 1.0E+00 1.39 9.8E-01 1.12 9.8E-01 

[M].LGEF  [537-547] 3.86 2.1E-01 1.60 9.4E-01 0.41 2.5E-01 0.66 6.3E-01 0.88 9.8E-01 1.33 9.5E-01 

[L].GEFV  [538-547] 1.06 9.9E-01 2.28 7.9E-01 2.12 4.4E-01 0.64 6.0E-01 0.87 9.8E-01 1.36 9.4E-01 

[E].FVSE  [540-547] 14.19 7.6E-04 7.96 5.5E-02 0.56 5.9E-01 2.98 3.4E-01 2.91 5.5E-01 0.96 9.9E-01 

[K].ESSS  [559-573] 1.98 7.7E-01 1.72 9.4E-01 0.83 1.0E+00 0.46 2.4E-01 0.62 7.3E-01 1.22 9.7E-01 

[E].SSSH  [560-573] 3.31 3.1E-01 1.66 9.4E-01 0.50 4.4E-01 0.70 7.2E-01 0.72 8.7E-01 1.06 9.8E-01 

[S].SSHH  [561-573] 1.75 8.3E-01 1.87 8.9E-01 1.07 1.0E+00 0.46 2.4E-01 0.61 6.9E-01 1.33 9.5E-01 

[G].IAEF  [567-573] 4.78 1.0E-01 3.74 4.2E-01 0.77 9.8E-01 0.95 9.9E-01 0.97 9.8E-01 1.02 9.9E-01 

[K].QFTS  [582-591] 0.57 8.7E-01 0.39 5.7E-01 0.66 8.3E-01 0.08 4.8E-06 0.07 1.8E-05 0.85 9.8E-01 

[Q].FTSS  [583-591] 0.63 9.2E-01 0.49 7.6E-01 0.77 9.8E-01 1.21 1.0E+00 1.80 9.8E-01 1.47 8.7E-01 

[F].TSST  [584-591] 0.50 7.8E-01 1.28 9.7E-01 2.57 2.5E-01 0.56 4.5E-01 0.86 9.8E-01 1.53 8.1E-01 

[T].SSTS  [585-591] 2.40 6.0E-01 1.97 8.8E-01 0.82 1.0E+00 1.20 1.0E+00 1.41 9.8E-01 1.17 9.8E-01 

[A].DEAG  [605-620] 100.00 1.1E-16 100.00 1.1E-16 1.01 1.0E+00 100.00 3.9E-16 100.00 5.4E-16 1.30 9.5E-01 

[A].DEAG  [605-621] 5.83 5.1E-02 5.52 1.7E-01 0.93 1.0E+00 15.41 3.5E-05 31.53 8.2E-07 2.02 2.7E-01 

FIBRINOGEN BETA CHAIN (#P02675) 

[S].QGVN [31-44] 0.49 7.8E-01 0.46 7.1E-01 0.94 1.0E+00 1.13 9.9E-01 1.07 9.8E-01 0.94 9.9E-01 

[V].NDNE [34-44] 0.24 2.0E-01 0.05 5.1E-04 0.23 6.1E-03 0.01 3.9E-16 0.01 1.1E-14 1.08 9.8E-01 

[N].DNEE [35-44] 0.22 1.5E-01 0.13 3.1E-02 0.58 6.4E-01 0.04 2.6E-09 0.04 4.9E-08 0.92 9.8E-01 

[K].QCSK [423-436] 0.51 8.0E-01 0.32 4.2E-01 0.66 8.3E-01 0.23 1.3E-02 0.23 3.8E-02 0.99 9.9E-01 

Tableau 8. Fibrine identifiée par dégradomique. Les peptides les plus (rouge) ou moins (vert) abondants sont surlignés.  
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II. 3. e. Valorisation du projet de recherche actuel 

 

 

Points forts du projet (atouts) : 

• Ce projet de recherche développé depuis 2018 permet de mettre à profit mon expertise dans la 

biologie de la matrice extracellulaire ainsi que dans les méthodes -omiques afin d’étudier les 

mécanismes de régénération tissulaire à base d’hydrogels et de cellules souches. 

• Ce projet multidisciplinaire, voir translationnel, mêle praticiens hospitaliers et chercheurs dans 

différentes disciplines (biochimistes, chirurgien dentistes, pharmaciens…) facilitant la réflexion et 

l’échange enrichissant sous différents angles. 

• A ce jour, 9 étudiants ont contribués à cette thématique à travers des stages de différents niveaux : 

Marie BOLON Marie [Master 2 Sciences du médicament – Université Lyon 1 – 2019], Arthur 

COSTANTINI [Master 2 Biologie Moléculaire et Cellulaire – Université Lyon 1 – 2019], Amal 

ROUBACHE [Master 2 Sciences du médicament – Université Lyon 1 – 2020], David TONG 

[Master 2 Biotechnologies – Université Grenoble-Alpes - 2021], Alicia REUZEAU [Master 2 

Biologie Moléculaire et Cellulaire – Université Lyon 1 – 2022], Axelle DANCOURT [2ème année 

de BTS – La Martinière Duchère – 2020], Marianne LEVEQUE [Etudiante en thèse (co-

encadrement) – Ecole doctorale "Biologie Moléculaire Intégrative et Cellulaire" – depuis 

01/2022], Sean THIERRY[Master 2 Biotechnologies – Université Grenoble-Alpes - 2023], 

Camille GIROLET [Master 2 Biotechnologies – Université Grenoble-Alpes - 2023]). 

• Cette thématique de recherche est soutenue par différentes subventions depuis 2018 : IFRO 

portée par le Pr JC FARGES [10 k€, 2018-2019], projet inter-équipe du LBTI [10 k€, 2019-2020], 

ANR JC ENDONANOBIOTIC portée par le Pr M DUCRET [275 k€, 2021-2014] ; IFRO portée 

par le Pr M DUCRET [10 k€, 2021-2022] ; fondation de l’avenir portée par le Pr JC FARGES [36 

k€, 2021-2023] ; projet inter-équipes du LBTI porté par le Dr J SOHIER [12 k€, 2022-2023], ANR 

JC TRIDENTOMIC [171 k€, 2021-2024], subvention d’accueil de l’Université Lyon 1 [12 k€, 

2022-2023]). 
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• Une publication, deux revues ainsi qu’un chapitre d’ouvrage ont été publiées dans le cadre de ce 

projet :  

◊ Richert R, Ducret M, Alliot-Licht B, BEKHOUCHE M, Gobert S & Farges J-C. A critical 

analysis of research methods and experimental models to study pulpitis. International Endodontic 

Journal (IEJ) 2022. doi: 10.1111/iej.13683 

◊ Ducret M, Costantini A, Gobert S, Farges JC, BEKHOUCHE M. Fibrin-based scaffolds for 

dental pulp regeneration: from biology to nanotherapeutics. European Cells and Materials 2021: 

41, p. 1-14. 

◊ BEKHOUCHE M, Bolon M, Charriaud F, Lamrayah M, Da Costa D, Primard C, Costantini 

A, Pasdeloup M, Gobert S, Mallein-Gerin F, Verrier B, Ducret M, Farges JC. Development of an 

antibacterial nanocomposite hydrogel for human dental pulp engineering. Journal of Materials 

Chemistry B 2020: 8(36), p. 8422-8432. 

◊ Chapitre d’ouvrage : BEKHOUCHE M & Virard F. Immunité du Parodonte. Traité EMC 

Médecine buccale 2022. Elseiver. doi : 10.1016/S1877-7864(22)45384-5 

 

 

Points à améliorer (faiblesses) : 

• Le projet de recherche visant à étudier les mécanismes enzymatiques de régénération tissulaire 

et la progression de l’inflammation pulpaire nécessite des moyens humains (techniciens, AI, 

Ingénieur) afin de suivre au quotidien certaines expérimentations et pour le développement de 

nouveaux outils d’analyses multi-échelles de mécanismes complexes qui seraient adaptables à 

différentes thématiques. 

• Cette thématique de recherche propose différents projets de recherches ambitieux qui seraient 

propices aux développements de nouvelles techniques d’analyses de données multi-omiques et au 

recrutement d’étudiant(e)s en thèse. En effet, le recrutement d’un(e) étudiant(e) en thèse faciliterait 

la mise en place de ces nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement des caries dentaires 

mais également pour le traitement de pathologies impliquant des mécanismes inflammatoires afin 

de répondre à des besoins d’utilité publique. 
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III. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Ces travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes biomoléculaires initiés par les 

CSM en hydrogel de fibrine. Ces recherches mettent en œuvre une approche multi-omique afin de 

mieux caractériser les cibles biomoléculaires régulés par les cellules en hydrogel ainsi que la 

biodégradation de l’environnement composé d’une matrice protéique biomimétique. Différents 

projets seront menés afin de poursuivre et étendre les travaux réalisés notamment au travers de 3 

grands axes. 

 

Mécanismes et régulation de la réparation/régénération endodontique 
 

Extension des expériences de validation des cibles biomoléculaires identifiées 

Des expériences seront menées afin de poursuivre la validation des cibles identifiées par les 

méthodes -omiques. Parmi ces cibles on retrouve notamment les sous-unités intégrines ITGA5, 

ITGA6, ITGA10 ; les métalloprotéases MMP8, MMP10, MMP11, ADAM28 et ADAMTS3 ; ainsi 

que les chaînes alpha des collagènes X, XIII, et XVII. Ces cibles préalablement identifiées seront 

également visualisées dans un modèle d’insert aux dimensions d’un canal radiculaire par des 

techniques d’imagerie confocales et d’imagerie 3D ("Light Sheet"). 

 

Investigation du rôle de la MMP3 dans la régénération/réparation tissulaire  

Une donnée intrigante de la littérature montre que la MMP3 est surexprimée dans la pulpe 

dentaire humaine enflammée (172). Cette protéase est connue pour avoir un large spectre 

suggérant soit un manque de spécificité soit un contrôle lié à une distribution spatio-temporelle 

précise (18,173,174). En effet, sa localisation, extracellulaire ou intracellulaire, ainsi que son rôle 

reste à préciser. Afin de mieux comprendre le rôle de la MMP3 dans les mécanismes de 

régénération tissulaire ainsi que son lien potentiel avec la surexpression de la sous-unité intégrine 

α2. Des expériences seront menées afin d’identifier le répertoire de substrat de la MMP3 dans le 

secretome ou le milieu intracellulaire des CSM-PD. Les sites de clivages précis de la MMP3 au 

sein de la fibrine seront identifiés par l’utilisation des protéines purifiées in vitro (technique 

"ATOMS : Amine Terminal Oriented Mass Spectrometry"). Afin d’évaluer le lien potentiel avec 

l’intégrine α2 ; l’expression ainsi que l’activité de la MMP3 seront évaluées après inhibition 

chimique (BTT-3033) (175) ou biomoléculaire (shRNA) de la sous unité intégrine α2. La 

dégradation de la fibrine sera évaluée par SDS-PAGE et immunoblot après inhibition de l’ITGA2. 

Des expériences seront également réalisées après inhibition, chimique (UK 370106) (176) ou 

biomoléculaire (shRNA), de la MMP3. 
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Extension des études mécanistiques à différents tissus 
 

 

Tissus osseux 

Dans le contexte de la réparation osseuse, le biomatériau composite idéal, doit présenter des 

propriétés antibactériennes, ostéogéniques et une cinétique de dégradation contrôlée pour 

permettre son remplacement par un tissu osseux semblable à celui d’origine. Un projet collaboratif 

entre la France et le Maroc a pour objectif général de développer une nouvelle génération de 

biomatériaux composites basés sur la combinaison bioverres/fibrine pour la 

réparation/régénération osseuse. Ce projet a été proposé dans le cadre du Programme Huber Curien 

Toubkal 2024 en collaboration du Dr Meriame BRICHA (co-coordinatrice) et du Dr Khalil EL 

MABROUK du Laboratoire Matériaux, Biomatériaux et Ingénierie Tissulaire (MBIT) de 

l’Université Euromed de Fès (Maroc). Cette équipe développe des verres bioactifs composés de 

silicium, de calcium et de phosphore par différentes méthodes sol-gel (177) ou hydrothermales 

(178). Ce projet articulé en 4 axes (Fig. 51) ; incluant potentiellement une étudiante en thèse en 

co-tutelle, vise à : (i) synthétiser et caractériser de nouveaux verres bioactifs ; (ii) formuler et 

caractériser un environnement composite ; (iii) évaluer les propriétés antibactériennes et 

ostéogéniques de cet environnement et (iv) caractériser la dégradation de l’environnement 

temporaire et la néosynthèse matricielle par protéomique. 

 
 

 
 

Figure 51. Phases de développement du biomatériau composite Bioverre / Fibrine de sa formulation chimique 

à son évaluation biochimique. 
 

 



149 
 

Le cartilage 

Dans le contexte du cartilage, un dispositif médical à base de fibrine est actuellement développé 

au sein de l’équipe ROAD (Dr F. MALLEIN-GERIN) afin de remplacer le cartilage nasal. Des 

études protéomiques seront menées afin d’évaluer la dégradation de l’hydrogel dans le temps. 

 

 

Extension des analyses multi-omiques et intégration de données multi-échelles 

pour le diagnostic 

 

Exemple du diagnostic du degré d’inflammation pulpaire 

Les techniques -omiques développées dans le cadre des recherches présentes et futures génèrent 

une quantité importante de données riches en informations précises, selon l’échelle étudiée, mais 

qui restent encore sous-exploitées en raison de leur analyse parcellaire. En effet, dans le cadre 

d’une situation physiopathologique donnée, le développement de protocoles expérimentaux 

novateurs permettant d’identifier les niveaux d’expressions géniques et protéiques, les 

modifications post-traductionnelles (phosphorylation, protéolyse...) et post-transcriptionnelles 

(bases modifiées des ARN), la dynamique des interactions protéine-protéine et le développement 

des outils numériques vont dans le sens d’une médecine personnalisée et des preuves. 

Dans le cadre de la carie dentaire, le traitement personnalisé nécessite un diagnostic fiable du 

degré d’inflammation pulpaire afin d’identifier les tissus ayant la capacité de se rétablir et ainsi de 

maintenir une vitalité pulpaire. Cependant, l’absence d’outils de diagnostic précis freine ce type 

d’approches (108). En effet, seule la vitalité de la PD est testée en utilisant des stimuli au froid ou 

électrique, car le degré d’inflammation exact de la PD est encore aujourd’hui cliniquement difficile 

à déterminer (179). Le développement d’outils de diagnostics du degré d’inflammation pulpaire 

constitue un défi scientifique et technologique majeur en médecine bucco-dentaire. L’utilisation 

d’une approche multi-omique pour l’identification potentielle de biomarqueurs/néoépitopes ou 

signatures biomoléculaires spécifiques (protéolyse…) du degré d’inflammation pulpaire 

faciliterait le développement futur d’un test de diagnostic afin d’aider le praticien dans sa prise de 

décision en matière de traitement. 

L’ensemble des données de protéomique, dégradomique, interactomique, transcriptomique 

obtenues à travers ce programme de recherche constitueront autant de données fondamentales pour 

une meilleure compréhension de la dynamique de la matrice extracellulaire en lien avec les 

activités protéolytiques ainsi que les réponses cellulaires à ces variations d’environnement. A 
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moyen terme, nous chercherons à développer des compétences et outils afin d’associer et intégrer 

les différentes données omiques obtenues. Cet outil et démarche d’investigation permettra 

d’obtenir différents niveaux d’informations concernant le choix d’un biomatériau ou pour aider à 

la prise en charge d’un phénomène pathophysiologique donné. Un projet collaboratif impliquant 

Guillaume LAUNEY (MCF, Bioinformatique, MMSB Lyon 1), Gilles RAUTUREAU (PR, 

Métabolomique, ICBMS, Lyon 1), Maxime DUCRET (PU-PH, LBTI, Faculté d’Odontologie de 

Lyon) et Jean-Christophe FARGES (PU-PH, LBTI, Faculté d’Odontologie de Lyon) a été proposé 

dans le cadre de l’appel à projet SHAPE-MED de l’Université Lyon 1. Ces grandes quantités de 

données, quand bien même analysées, sont difficiles à mettre en corrélation et à intégrer pour le 

diagnostic de pathologies. Des outils d’intelligence artificielles (IA) constituent une piste de 

réflexion afin d’aider le praticien dans le diagnostic et la prise de décision. A long terme, les 

différentes données omiques viendront nourrir ces outils d’IA pour un diagnostic de plus en plus 

précis et une médecine bucco-dentaire personnalisée (Fig. 52, extraite de R. RICHERT et al., 

2022).  

 

Figure 52. Futures orientations potentielles de l’investigation de l’inflammation pulpaire pour la conception et la mise 

en œuvre de stratégies thérapeutiques innovantes et personnalisées (figure adaptée de Richert R et al., IEJ, en édition). 
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RESUME : 

Les enzymes jouent un rôle primordial dans le remodelage physiopathologique du vivant 

notamment via la biocatalyse de modifications post-traductionnelles telle que la protéolyse. Leurs 

activités/fonctions sont intimement et réciproquement liées à leur environnement ; qu’il soit 

naturel (matrice extracellulaire, cellules) ou biomimétique (hydrogels, biomatériaux). 

Lors d’une thèse en enzymologie appliquée à la biocatalyse, la relation structure/fonction d’une 

déshydrogénase a été étudiée dans un milieu non conventionnel ; les liquides ioniques (LIs) (Lyon, 

ICBMS, UMR CNRS 5246). Ces travaux ont permis de mieux comprendre l’influence de ces 

milieux dit "verts" sur l’activité enzymatique de type déshydrogénase. 

Dans le domaine de la matrice extracellulaire, les fonctions des procollagènes N-protéinases 

(ADAMTS2, 3 et 14), participant à la maturation des collagènes fibrillaires, ont été étudiées par 

une méthode de protéomique spécifiquement adaptée à la protéolyse (N-terminomique) (LBTC, 

institut GIGA, Université de Liège, Belgique). Ces travaux ont conduit à l’identification de 

nombreux substrats autres que les collagènes fibrillaires, in vitro et in vivo, pour les ADAMTS2, 

3 et 14 [1-2]. Ces études ont repoussé le dogme restreignant l’activité des procollagène N-

protéinases aux collagènes fibrillaires et ouvert la possibilité de clivage de substrats impliqués 

dans la signalisation cellulaire, telle que la signalisation du TGF-beta. 

Les recherches menées depuis 2018 au sein de l’équipe de Recherche Ostéoarticulaire et 

Dentaire (ROAD) du Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie thérapeutique (LBTI, UMR 

CNRS 5305) visent à étudier les mécanismes enzymatiques et à élaborer des environnements 

matriciels afin de conditionner la formation de tissus fonctionnels. Ces travaux ont pour modèle 

la régénération du tissu conjonctif vivant de la dent, la pulpe dentaire (PD). Dans ce contexte, les 

procédures régénératives endodontiques (PRE), notamment celles basées sur l’utilisation d’un 

environnement matriciel associé à des cellules souches mésenchymateuses de la pulpe dentaire 

(CSM-PD), sont proposées pour le traitement des infections carieuses irréversibles [3]. Cependant, 

les environnements matriciels proposés ne permettent pas de produire une PD entièrement 

fonctionnelle en raison du manque d’asepsie et du manque de contrôle des mécanismes de 

régénération tissulaire qui restent encore mal compris. Un hydrogel antibactérien à base de fibrine 

a été développé afin de constituer un environnement aseptique pour favoriser la régénération au 

sein de la dent préalablement infectée [4]. En parallèle de ces recherches, des études sont menées 

afin de mieux comprendre les mécanismes biomoléculaires initiés par les CSM conduisant au 

remplacement du biomatériau de fibrine par une PD humaine fonctionnelle. Ces investigations 

utilisent des approches à large spectre (multi-omiques) et s’intéressent plus particulièrement aux 

évènements protéolytiques conduisant à la dégradation du biomatériau ainsi qu’à la néosynthèse 

de matrice extracellulaire. 
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