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Figure 70. Schéma explicatif de l’impact de la carbamylation sur la sensibilité du collagène 
à la dégradation enzymatique. 
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Tableau 7. Identification des bandes présentes sur les spectres Raman des collagènes 
témoin et carbamylé 24h. 

Tableau 8. Mesure de l’hélicité du collagène par polarimétrie. 

Tableau 9. Détermination par chimiluminescence de l’effet de la carbamylation du 
collagène sur l’activation des polynucléaires neutrophiles. 

Tableau 10. Dosage des endotoxines dans les différentes préparations de collagène. 

Tableau 11. Effet du collagène carbamylé sur la viabilité des polynucléaires neutrophiles. 

Tableau 12. Effet de l’acide 6-amino-hexanoïque sur la viabilité des polynucléaires 
neutrophiles. 

Tableau 13. Evaluation par chimiluminescence de l’activation des polynucléaires 
neutrophiles par les peptides α1CB6 recombinants. 

 



 15

LLIISSTTEE  DDEESS  AABBRREEVVIIAATTIIOONNSS  
 
 

 

3Hyp 3-L-trans-hydroxyproline 

4Hyp 4-L-trans-hydroxyproline 

AA Acide aminé 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ADNc ADN complémentaire 

AHA Acide 6-amino-hexanoïque 

APMA Acide phényl-mercuriacétique 

APS Persulfate d’ammonium 

ARN Acide ribonucléique 

ARNm Acide ribonucléique messager 

C2h Collagène carbamylé 2h 

C6h Collagène carbamylé 6h 

C24h Collagène carbamylé 24h 

C-AA α-carbamyl-acide aminé 

CB-peptide Peptide obtenu après dégradation du collagène par le CNBr 

cf Confère 

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate 

CLHP Chromatographie liquide haute performance 

CNBr Bromure de cyanogène 

cpm Coup par minute 

Da, kDa Dalton, kiloDalton 

DC Dichroïsme circulaire 

DDR1 « Discoidin Domain Receptor 1 » 

DEPC Diéthylpyrocarbonate 

dNTP Désoxyribonucléotides triphosphate 

DTT 1,4-dithiothréitol 

EDTA Acide Ethylene-diamine-tetraacetique 

et al. Et autres (et alii) 

GPI Glycosylphosphatidyl inositol 

GST Glutathion-S-transférase 
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h, min, s heure, minute, seconde 

Hb Hémoglobine 

HEPES Acide N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N’-2-éthane sulfonique 

HMW Marqueurs de haute masse moléculaire 

i.e. C’est-à-dire (Id est) 

IEF Isoélectrofocalisation 

IPG Gradient de pH immobilisé 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

IRA Insuffisance rénale aiguë 

IRC Insuffisance rénale chronique 

LB Milieu de culture « Luria Bertani » 

LDH Lactate déshydrogénase 

LDL Lipoprotéines de faible densité 

LPS Lipopolysaccharide 

M, mM, µM, nM Mol/L, mmol/L, µmol/L, nmol/L 

MMP Métalloprotéinase matricielle 

MT-MMP Métalloprotéinase matricielle de type membranaire 

NADPH Nicotinamide dinucléotide phosphate 

NBT Bleu de Nitrotétrazolium 

NS Non significatif 

pb Paires de bases 

PBS Phosphate buffered Saline (tampon phosphate + NaCl) 

PCR Réaction de polymérisation en chaîne  

pHi Point isoélectrique 

PMSF Phénylméthylsulfonylfluorure 

PNN Polynucléaire neutrophile 

psi Livres par pouce carré (« pounds per square inch ») 

PVDF Difluorure de polyvinylidène 

RLO Radicaux libres oxygénés 

RT Transcription inverse 

SDS Sodium Dodécyl Sulfate 

SDS-PAGE « Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis »   (Electrophorèse de polyacrylamide en 

présence de SDS) 



 17

T Collagène témoin 

TEMED N, N, N’, N’-tetraméthyléthylènediamine 

TIMP Inhibiteur de métalloprotéinase de type tissulaire 

tpm Tour par minute 

U Unités d’activité enzymatique 

u.a. Unités arbitraires 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CChhaappiittrree  II  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN  
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II..11..  SSIITTUUAATTIIOONN  DDUU  SSUUJJEETT  
 
 

 

 La survie de la plupart des cellules de l’organisme est dépendante de leur adhésion à un 

support, quel qu’il soit. Au sein des tissus, ce rôle est tenu par la matrice extracellulaire qui 

assure ainsi leur cohésion structurale. Il est désormais acquis qu’en dehors de ce rôle 

architectural, les constituants de la matrice extracellulaire interviennent dans la régulation des 

fonctions cellulaires et, par ce biais, peuvent être responsables de multiples pathologies 

impliquant des dysrégulations de l’homéostasie cellulaire. Dans le but d’élucider les mécanismes 

impliqués dans ces processus de régulation, les composants de la matrice extracellulaire ont fait 

l’objet de nombreuses investigations qui ont permis de définir l’influence des interactions 

cellules-matrice sur le comportement cellulaire. Néanmoins, la plupart des études réalisées 

portent sur des protéines natives et/ou accordent peu d’importance à l’évolution des protéines au 

cours de leur vie biologique au sein des organismes vivants. En effet, dans tous les processus 

physiopathologiques, les protéines sont la cible de modifications post-traductionnelles tardives, 

caractérisées par la fixation non enzymatique de métabolites simples sur les groupements réactifs 

des chaînes latérales des acides aminés. Cette fixation peut conduire à une altération de la 

structure accompagnée d’une perte de fonction des protéines concernées. 

 

 Au cours de l’insuffisance rénale chronique, pathologie qui se définit par la diminution 

progressive et irréversible des fonctions rénales, divers métabolites, dont l’urée, s’accumulent 

dans le compartiment sanguin par défaut d’élimination rénale. Cette pathologie constitue donc un 

contexte favorable à ce type de modification post-traductionnelle. En effet, l’urée peut se 

décomposer en un dérivé très réactif, le cyanate, capable de se fixer sur n’importe quelle cible 

protéique, par la réaction dite de carbamylation. Malgré son impact potentiel, cette modification 

post-traductionnelle ne figure généralement pas parmi les complications métaboliques 

caractéristiques de l’insuffisance rénale chronique. Toutefois, elle doit être considérée pour sa 

contribution possible au développement des complications classiquement retrouvées, comme les 

troubles cardiovasculaires ou les infections répétées, qui constituent les causes majeures de décès 

des patients urémiques.  
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Chez le sujet sain, lors du processus infectieux, les polynucléaires neutrophiles 

constituent le premier rempart dans la lutte anti-bactérienne. Pour atteindre le foyer de l’infection 

et ainsi exercer leur rôle, les polynucléaires neutrophiles doivent traverser l’endothélium 

vasculaire puis interagir avec les constituants de la matrice extracellulaire sous-jacente. Parmi 

ceux-ci, le collagène de type I a été décrit comme étant capable de moduler les propriétés 

bactéricides de ces cellules.  

Dans le cas des patients urémiques, des modifications des interactions entre matrice 

extracellulaire et polynucléaires neutrophiles pourraient participer à la survenue répétée 

d’infections. Dans cette hypothèse, les modifications post-traductionnelles citées précédemment 

pourraient ainsi contribuer à la dysrégulation des fonctions des polynucléaires via la 

modification des protéines matricielles. 

  

 Tous ces éléments nous ont amenés à évaluer l’impact de la carbamylation sur les 

propriétés structurales du collagène de type I, mais également sur les interactions entre collagène 

de type I et polynucléaires neutrophiles humains, afin de définir l’importance potentielle de ce 

phénomène in vivo, dans la dysrégulation des processus inflammatoires et infectieux observés au 

cours de l’insuffisance rénale chronique. 
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II..22..  LLAA  MMAATTRRIICCEE  EEXXTTRRAACCEELLLLUULLAAIIRREE  
 
 

 

 La matrice extracellulaire est la composante acellulaire du tissu conjonctif utilisée comme 

support par les cellules pour leur attachement et leur migration. Elle contribue au maintien de 

l’intégrité structurale des tissus et leur confère leurs propriétés mécaniques et physico-chimiques. 

Des variations dans la proportion et l’organisation de ses différents constituants peuvent ainsi 

considérablement modifier les propriétés mécaniques du tissu : la peau et les vaisseaux sont 

élastiques en raison de leur richesse en fibres élastiques alors que l’os est rigide et 

incompressible de par la prépondérance de sa composante collagénique. La biosynthèse des 

constituants de la matrice extracellulaire est assurée par les cellules mésenchymateuses 

(fibroblastes, ostéoblastes, chondrocytes), qui sont chargées également de leur renouvellement 

[Rosso et al., 2004]. Les anomalies de synthèse sont associées à de multiples pathologies 

affectant la majorité des tissus (fibroses, cicatrisation, vieillissement) [Labat-Robert, 2004]. 

 Outre sa fonction de soutien mécanique, la matrice extracellulaire permet la régulation 

des fonctions cellulaires. Elle peut être par conséquent à l’origine des dérives de l’homéostasie 

cellulaire telles que l’apoptose, la différenciation ou la transformation maligne. La matrice 

extracellulaire est également le site de déploiement des systèmes de défense cellulaire.  

  

I.2.1. Composition de la matrice extracellulaire 
 

 La matrice extracellulaire est constituée de quatre grandes classes de protéines possédant 

des propriétés très variées : l’élastine, les protéoglycannes, les glycoprotéines de structure et les 

collagènes. Chaque protéine exerce une fonction particulière et la combinaison de toutes ces 

protéines assure à la matrice extracellulaire des propriétés structurales diversifiées ainsi qu’une 

importante capacité de régulation de l’activité cellulaire [Bosman et Stamenkovic, 2003]. Par 

ailleurs, des fragments protéiques issus de la dégradation des macromolécules de la matrice 

extracellulaire, autrement appelés « matricryptines » ou encore « matrikines », sont également 

dotés d’activités régulatrices souvent différentes de celles exercées par la protéine dont ils sont 

issus [Davis et al., 2000 ; Maquart et al., 2005]. 

Nous aborderont uniquement les quatre grandes classes de protéines de la matrice 

extracellulaire en développant tout particulièrement les collagènes.  
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 L’élastine 

 

L’élastine est un élément de la matrice extracellulaire qui, associé à une composante 

microfibrillaire constituée principalement de glycoprotéines, comme les fibrillines et les 

« Microfibril-Associated Glycoproteins » (MAGP), forme les fibres élastiques [Kielty et al., 

2002]. Ce polymère insoluble formé à partir d’un précurseur soluble, la tropoélastine, est 

synthétisé par les cellules mésenchymateuses [Rosenbloom et al., 1993]. Les fibres élastiques, 

composées à 95 % d’élastine, assurent les propriétés de souplesse et d’élasticité de tissus soumis 

à de fortes contraintes mécaniques tels que les artères, les poumons ou la peau. Par ailleurs, les 

peptides issus de la dégradation de l’élastine possèdent de multiples activités biologiques, 

comme un pouvoir chimiotactique sur les cellules phagocytaires, la régulation de la prolifération 

de nombreux types cellulaires ou encore la stimulation de l’angiogenèse in vitro [Duca et al., 

2004 ; Robinet et al., 2005]. 

 

 Les protéoglycannes 

 

  Les protéoglycannes sont des macromolécules complexes de grande taille, constituées 

d’une chaîne polypeptidique appelée cœur protéique sur lequel sont greffées des chaînes de 

glycosaminoglycannes formées de résidus osidiques plus ou moins sulfatés. Les protéoglycannes 

peuvent être sécrétés, comme le perlecanne et la décorine, ou membranaires comme le 

syndécanne. Les variations dans la composition des chaînes de glycosaminoglycannes et du cœur 

protéique sont à l’origine de fonctions biologiques très variées [Prydz et Dalen, 2000 ; Yoon et 

Halper, 2005]. Plus généralement, grâce aux fonctions acides de leurs chaînes de 

glycosaminoglycannes, les protéoglycannes peuvent piéger de l’eau, des cations ou divers 

métabolites et contribuent ainsi à l’hydratation des tissus [Iozzo, 2000]. Ils participent également 

à la cohésion de la matrice extracellulaire et à son organisation. Par exemple, la décorine 

intervient dans la régulation du diamètre des fibres de collagène [Ameye et Young, 2002 ; Keene 

et al., 2000 ; Reed et Iozzo, 2002]. 

Les protéoglycannes sont par ailleurs capables de séquestrer et de relarguer 

séquentiellement des facteurs de croissance, agissant donc directement sur des comportements 

cellulaires tels que la migration, la prolifération ou la différenciation [Schlessinger et al., 1995 ; 

Schonherr et Hausser, 2000 ; Villena et Brandan, 2004]. 
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 Les glycoprotéines de structure 

 

Les glycoprotéines de structure de la matrice extracellulaire possèdent des structures et 

des propriétés fonctionnelles très diverses. Le point commun de ces protéines est de comporter 

des motifs structuraux caractéristiques qui leur confèrent différentes fonctions. Les 

glycoprotéines les plus connues sont la fibronectine, les ténascines, la vitronectine ou encore les 

thrombospondines. Ces protéines spécifiques participent aux interactions matrice-matrice ou 

cellules-matrice, ce qui leur vaut également le nom de glycoprotéines d’adhérence. Elles sont par 

conséquent impliquées dans les phénomènes de migration et d’adhésion cellulaire [Johansson, 

1996]. Comme pour les autres protéines de la matrice extracellulaire, plusieurs matrikines issues 

de cette classe de protéines matricielles ont été identifiées pour leurs activités biologiques et leur 

pouvoir de régulation des fonctions cellulaires [Maquart et al., 2005]. 

 

 Les collagènes 

 

Les protéines appartenant à la famille des collagènes sont les plus abondantes de 

l’organisme humain (25 à 30 % des protéines totales). Selon les tissus, elles peuvent représenter 

jusqu’à 80 % des protéines de la matrice extracellulaire et jouent un rôle crucial dans le maintien 

de l’intégrité structurale des tissus et organes chez l’homme [Ricard-Blum et Ruggiero, 2005]. 

 Le terme de collagène est attribué à toute protéine de la matrice extracellulaire présentant 

au sein de sa structure un ou plusieurs domaines en triple hélice. Cette structure particulière est 

issue de l’enroulement autour d’un même axe de trois chaînes polypeptidiques appelées chaînes 

α. Ces chaînes sont constituées, dans la partie hélicoïdale, d’une succession de triplets d’acides 

aminés (Gly-X-Y)n où X et Y sont respectivement la proline (40 % des cas) et la 4-L-trans-

hydroxyproline (4Hyp, 10 % des cas). Ce triplet est responsable de l’organisation en triple 

hélice. En effet, comme, dans ce type de structure, un acide aminé se trouve régulièrement au 

centre de l’hélice, seul le résidu glycine, dépourvu de chaîne latérale, peut occuper cette position 

(figure 1). La prépondérance des résidus prolines et hydroxyprolines confère à la triple hélice 

une rigidité caractéristique. Enfin, les groupements hydroxyles des résidus d’hydroxyproline 

participent à la formation de très nombreuses liaisons hydrogènes qui permettent de stabiliser 

l’ensemble de la structure [Kielty et Grant, 2002]. 

 

 



Introduction 

 24

 

 

Figure 1. La triple hélice de collagène (D’après Pollard et Earnshaw, 2004). 
(A) : Vue axiale de trois hélices gauches de type polyproline II centrées par 
des molécules de glycine (G). (B) : Représentation schématique longitudinale 
d’une triple hélice de collagène. (C) : Modèle tridimensionnel de la structure 
d’une triple hélice courte de collagène.  

 

Les collagènes fibrillaires, comme le collagène de type I, sont organisés dans la quasi 

totalité de leur structure sous forme de triple hélice (zone « collagénique »), alors que d’autres 

collagènes présentent une alternance de ce motif avec d’autres zones appelées « non 

collagéniques ».  

 

 En 2005, 27 types de collagènes, numérotés de I à XXVII, ont été répertoriés et sont 

constitués de 42 chaînes distinctes notées αx(X) (où x permet de différencier les chaînes α d’un 

même type de collagène et X désigne le type de collagène). Parallèlement, 20 autres protéines 

considérées comme non collagéniques mais possédant des domaines en triple hélice ont été 

identifiées [Myllyharju et Kivirikko, 2004]. Les collagènes ont été classés en différents groupes 

selon leur structure et leur fonction (figure 2).  

 

A. B. C. 

Chaîne B 

Chaîne A 

Chaîne C 
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Figure 2. Représentation de l’assemblage supramoléculaire des membres de la famille des 
collagènes (Reproduit d’après Myllyharju et Kivirikko, 2004). 
Les 27 types de collagènes sont classés en 8 groupes selon leur structure, leur fonction ou leur 
assemblage supramoléculaire. Sur cette figure, les propriétés structurales permettant la 
distinction des différents groupes sont mises en évidence par la représentation des zones 
collagéniques (traits gris) et des zones globulaires (points rouges et bleus). Abréviations : 
FACIT : « Fibril associated collagens with interrupted triple helix » ; GAG : chaînes de 
glycosaminoglycannes ; Mb : membrane plasmique ; Multiplexines : « Multiple triple helix 
domains and interruptions » . 

 

 

 Notre travail ayant pour but d’étudier l’interaction entre polynucléaires neutrophiles 

humains et collagène de type I modifié, nous nous attacherons à décrire plus particulièrement la 

structure et le métabolisme de ce collagène fibrillaire. 
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I.2.2. Le collagène de type I 
 

 I.2.2.1. Structure du collagène de type I 

 

 La molécule élémentaire de collagène de type I forme une structure cylindrique de       

300 nm de long pour un diamètre de 1,4 nm. Cette entité est la résultante de l’association de 

deux chaînes α1(I) et d’une chaîne α2(I) ; sa formule moléculaire est donc notée : [(α1(I))2 α2(I)]. 

Le collagène de type I existe également sous la forme d’un homotrimère [(α1(I))3] [Uitto, 1979]. 

Chaque chaîne s’organise en une hélice gauche de trois résidus par tour autrement appelée hélice 

de type polyproline II [Engel et Bachinger, 2005]. L’association des trois chaînes mène à la 

formation d’une superhélice droite de période 10 nm, soit 12 acides aminés par tour. Les chaînes 

α1 et α2 sont constituées chacune d’environ 1000 acides aminés pour une masse moléculaire 

approximative de 95 kDa [Ricard-Blum et al., 2005]. 

  

Figure 3. Représentation des domaines du procollagène de type I (Reproduit d’après Gelse et 
al., 2003). 
Le collagène I possède une structure exclusivement en triple hélice après clivage des propeptides 
N- et C-terminaux au cours de sa maturation. Il existe au sein de la triple hélice deux sites de 
glycosylation. La numérotation des zones collagéniques (Col) et des zones non collagéniques 
globulaires (NC) se fait à partir de l’extrémité C-terminale, contrairement à la numérotation 
habituelle des acides aminés d’une chaîne polypeptidique. Abréviations : Glu : glucose ; Gal : 
galactose ; Man : mannose.  
 

 

Les chaînes α sont synthétisées sous la forme de longs précurseurs, appelés pro-chaînes α 

dont l’association permet la formation du procollagène. Ces précurseurs possèdent des zones 
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globulaires (ou propeptides) en position N- et C-terminale qui sont éliminées lors de la 

maturation (figure 3). La molécule de collagène mature obtenue possède une structure 

exclusivement en triple hélice flanquée à ses extrémités de deux régions non hélicoïdales 

d’environ vingt acides aminés, appelés télopeptides [Gelse et al., 2003]. 

 

I.2.2.2. Biosynthèse du collagène de type I 

 

 Le collagène de type I est synthétisé et sécrété par les cellules mésenchymateuses. Cette 

biosynthèse, schématisée sur la figure 4, se distingue par le nombre élevé d’étapes de maturation 

de la protéine en vue de son assemblage dans la matrice extracellulaire. Ces modifications post-

traductionnelles peuvent être divisées en deux groupes : les étapes intracellulaires aboutissant à 

la formation du procollagène et les étapes extracellulaires permettant l’assemblage des fibres de 

collagène. 

 

a) Etapes intracellulaires 

 

Le préprocollagène de type I est synthétisé à partir de la transcription des gènes nommés 

COL1A1 et COL1A2 (COL pour collagène, le premier nombre pour le type de collagène et AX 

pour la chaîne α correspondante). Ces gènes sont constitués d’un nombre important d’introns, 

séparant des exons, composé de multiples répétitions de 54 pb codant chacune une séquence de 

18 acides aminés (AA), soit six triplets Gly-X-Y ou six tours d’une hélice de type polyproline II. 

Après l’épissage des transcrits d’introns, les ARN messagers matures sortent du noyau et 

s’associent aux ribosomes. Ils sont ensuite transloqués au sein du réticulum endoplasmique 

rugueux pour le début de la traduction. 

La maturation intracellulaire débute par le clivage de la séquence signal par une signal 

peptidase. Le préprocollagène est alors tranformé en procollagène constitué de chaînes α non 

repliées avec les propeptides non hélicoïdaux aux extrémités N- et C-terminales. Ce clivage est 

suivi de modifications co-traductionnelles, dont la plus caractéristique est l’hydroxylation de 

certains résidus de proline et de lysine. Les résidus hydroxyproline et hydroxylysine sont des AA 

caractéristiques et indispensables pour la molécule de collagène puisqu’ils participent à la 

stabilisation de la triple hélice par formation de liaisons hydrogènes. Selon les espèces, 

l’hydroxylation peut concerner jusqu’à 15 % des AA de la molécule de collagène [Gelse et al., 

2003]. Cette réaction est catalysée par trois groupes d'enzymes distinctes : plusieurs isoformes de 

prolyl-4-hydroxylases et de prolyl-3-hydroxylases ainsi que trois isoformes de lysyl-
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hydroxylases [Myllyharju et Kivirikko, 2004]. L’activité de ces enzymes est dépendante de la 

présence cofacteurs comme les ions Fe2+, le 2-cétoglutarate, l’oxygène moléculaire et l’acide 

ascorbique [Kivirikko et Myllylä, 1982]. 

 
 
 
Figure 4. Biosynthèse du collagène de type I (Reproduit d’après Le Blay et al., 1996). 
Les pro-chaînes α de la molécule de procollagène sont synthétisées dans le réticulum 
endoplasmique. Après hydroxylation de certains résidus de proline et de lysine, l’enroulement 
des 3 chaînes α débute par leur extrémité C-terminale. Les molécules de procollagène formées 
migrent vers l’appareil de Golgi pour être sécrétées dans le milieu extracellulaire. Le collagène 
mature est généré par clivage des propeptides N- et C-terminaux par des endopeptidases 
spécifiques, puis les molécules de collagène s’organisent pour former des fibrilles de collagène. 
Abréviations : Glu : glucose ; Gal : galactose. 
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La prolyl 4-hydroxylase (P4H, procollagène proline 2-oxoglutarate 4-dioxygénase) est 

une enzyme localisée dans la lumière du réticulum endoplasmique qui catalyse l’hydroxylation 

sur le carbone 4 des résidus de proline appartenant à la séquence consensus X-Pro-Gly 

[Myllyharju, 2003]. La fonction essentielle des résidus de 4-hydroxyproline (4Hyp) dans la 

stabilisation de la triple hélice fait de la P4H une enzyme clé de la biosynthèse du collagène. La 

prolyl-3-hydroxylase (P3H, procollagène proline 2-oxoglutarate 3-dioxygénase) possède une 

spécificité stricte de substrat puisqu’elle catalyse l’hydroxylation sur le carbone 3 des résidus de 

proline uniquement lorsqu’ils se trouvent dans la séquence Pro-4Hyp-Gly. La 3-hydroxyproline 

(3Hyp) est peu représentée au sein de la molécule de collagène de type I (un seul résidu 3Hyp 

par chaîne α) et sa fonction reste encore mal connue. Enfin, la lysyl hydroxylase (PLOD1, 

procollagène lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygénase) reconnaît la séquence X-Lys-Gly pour 

hydroxyler la lysine et former la 5-hydroxylysine. Certains résidus d’hydroxylysine sont 

nécessaires à la formation de liaisons croisées entre molécules de collagène alors que d’autres 

sont utilisés comme sites de glycosylation [Kielty et Grant, 2002].  

La glycosylation de type O-glycosidique de ces résidus est catalysée par deux enzymes 

spécifiques : l’UDP-galactosyl hydroxylysine transférase et l’UDP-glucosyl galactosyl 

hydroxylysine transférase. La première permet l’addition de galactose sur des résidus 

d’hydroxylysine générant des galactosylhydroxylysines alors que la seconde ajoute du glucose 

sur les résidus néoformés de galactosylhydroxylysines. Des liaisons de type N-glycosidiques se 

forment sur les propeptides mais sont éliminées au cours de la maturation. Le collagène de type I 

ne contient donc que deux groupements osidiques fixés aux hydroxylysines : galactose et 

glucosylgalactose. La fonction exacte de ces groupements osidiques n’est pas bien définie 

d’autant que, pour un même collagène, le taux de glycosylation est variable selon son origine 

tissulaire. Cependant, il semblerait que ces groupements interviennent dans l’assemblage des 

molécules de collagène ainsi que dans la régulation du diamètre des fibres [Kielty et Grant, 

2002].  

Ces étapes d’hydroxylation et de glycosylation sont suivies par le repliement du 

collagène dans le réticulum endoplasmique. Ce mécanisme débute par l’association des 

propeptides de l’extrémité C-terminale de trois chaînes α aboutissant à la formation d’une 

structure globulaire stabilisée par des résidus cystéine réunis par des ponts disulfure. La 

formation de ces ponts est catalysée par une enzyme appelée protéine disulfure isomérase. Ce 

domaine globulaire permet d’assurer la sélection adéquate des chaînes α (deux chaînes α1 et une 

chaîne α2) ainsi que l’alignement des premières séquences répétitives Gly-X-Y permettant 
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l’association en triple hélice des trois chaînes. Suite à la formation de ce domaine globulaire, les 

chaînes α de procollagène s’enroulent les unes autour des autres à partir de l’extrémité C-

terminale comme une fermeture éclair. Cette étape d’assemblage de la triple hélice fait intervenir 

des protéines chaperones telles que HSP47 (« Heat shock protein » ou protéine du choc 

thermique) qui participent au repliement de la protéine et empêchent également les phénomènes 

d’agrégation [Pollard et Earnshaw, 2004].  

Ensuite, les molécules de procollagène sortent du réticulum endoplasmique rugueux et 

migrent vers l’appareil de Golgi, où elles poursuivent leur maturation avant d’être regroupées 

dans des vésicules d’exocytose puis sécrétées dans le milieu extracellulaire. 

 

b) Etapes extracellulaires 

 

Dans le milieu extracellulaire, les propeptides N- et C-terminaux sont clivés par des 

endopeptidases spécifiques appelées respectivement N- et C-propeptidases. Cette étape qui 

permet la conversion de procollagène en collagène, est indispensable pour l’assemblage ultérieur 

des molécules de collagène entre elles. En effet, les propeptides ont été décrits comme 

inhibiteurs de la fibrillogenèse in vitro et empêcheraient donc une éventuelle fibrillogenèse 

intracellulaire [Fleischmajer et al., 1987]. 

 Dépourvues de leurs propeptides, les molécules de collagène matures vont s’assembler 

sous forme de fibrilles de collagène. Selon les modèles établis in vitro, la fibrille de collagène 

résulte de l’association de 6 molécules de collagène disposées parallèlement les unes par rapport 

aux autres avec un décalage de 67 nm (soit un quart de leur longueur). Les liaisons faibles de 

type hydrogène entre les molécules de collagène permettent l’auto-assemblage des fibrilles mais 

ne confèrent pas une résistance suffisante aux contraintes mécaniques d’un tissu, si bien que 

cette structure est renforcée par des liaisons covalentes. Leur formation est effectuée par une 

enzyme de la famille des lysyl-oxydases (ou protéine lysine 6-oxydase, cinq isoformes) qui 

catalyse la désamination oxydative de certains résidus de lysine ou d’hydroxylysine (figure 4) 

[Molnar et al., 2003 ; Ricard-Blum et Ville, 1989]. Ces aldéhydes (l’allysine et 

l’hydroxyallysine) réagissent spontanément avec les chaînes latérales de résidus de lysine ou 

d’hydroxylysine de molécules de collagène adjacentes pour former des structures à noyaux 

pyridinium ou pyrrole [Eyre et Wu, 2005 ; Kagan et Li, 2003]. 
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Cet arrangement caractéristique est à l’origine de l’aspect strié des fibres de collagènes 

fibrillaires observé en microscopie électronique à transmission (figure 5). 

 

 
 

Figure 5. Fibrille de collagène en microscopie électronique à transmission 
(D’après Pollard et Earnshaw, 2004). 
Aspect strié d’une fibrille de collagène de type I en microscopie électronique à 
transmission et schéma de l’assemblage supramoléculaire. D représente le 
décalage entre deux molécules de collagène adjacentes. 

 

 

Les différentes fibrilles formées peuvent s’associer entre elles et à d’autres protéines 

comme les protéoglycannes pour former une entité supramoléculaire appelée fibre de collagène 

(figure 6). C’est ainsi que plusieurs types de collagène peuvent être représentés au sein d’une 

même fibre, et la proportion des différents types de collagènes au sein de la fibre est à l’origine 

de la spécificité de ses propriétés mécaniques [Kielty et Grant, 2002]. La formation de la fibre de 

collagène n’est pas issue d’une simple condensation des fibrilles. En effet, le processus 

d’agencement des fibrilles est relativement complexe. Par exemple, le diamètre de la fibre est 

finement contrôlé par des protéoglycannes comme la décorine, qui entourent les fibrilles de 

collagène, pour les associer ensuite aux autres molécules du tissu conjonctif. Le mécanisme n’est 

pas totalement éclairci, car quelques aspects de la genèse de la fibre sont encore à définir, 

comme le mécanisme d’arrangement des fibrilles de différents types de collagène les unes par 

rapport aux autres, ainsi que le contrôle de leurs proportions respectives. 

 

 

 

D = 67 nm 

D  D  D  
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Figure 6. Schéma d’une fibre de collagène (Reproduit d’après Borel et al., 
1997). 
Une fibre de collagène est la résultante de l’association de fibrilles de divers 
types de collagène, étroitement liées à des protéoglycannes qui interviennent 
directement dans la régulation du diamètre de la fibre. La proportion des 
différents constituants matriciels représentés au sein de la fibre lui confère ses 
propriétés mécaniques spécifiques. 

  

 

c) Régulation de la biosynthèse du collagène de type I 

 

Ce processus de biosynthèse long et complexe fait l’objet d’une régulation très fine 

impliquant de nombreux facteurs capables d’agir au niveau transcriptionnel, traductionnel ou par 

d'autres mécanismes (tableau 1). En dehors de ces différents facteurs, le processus de 

biosynthèse est également soumis à un rétrocontrôle exercé directement par la molécule de 

collagène. En effet, la culture de fibroblastes en matrice tridimensionnelle de collagène (ou lattis) 

entraîne une inhibition de la transcription des gènes de collagène de type I, ce qui n’est pas le cas 

lors des cultures en modèle bidimensionnel [Gillery et al., 1992]. Un rôle inhibiteur de la 

transcription a également été attribué aux propeptides N- et C-terminaux libérés lors de la 

conversion du procollagène en collagène [Pinnel, 1982].  
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 Niveau 
Transcriptionnel 

Niveau  
Traductionnel 

Autres 
Mécanismes 

Activateurs 

Vitamine C 
TGF-β 
IGF-1 

Glutamine 
Acétaldéhyde 
5-azacytidine 

Lactate 
Pyruvate 

EGF 
GABA 
NH4OH 

Terpénoïdes 
Alcaloïde du betel 

Phénoytoine 
Bléomycine 
Histamine 

Inhibiteurs 

TNF-α 
Interférons 
PGE2 αβγ 

Glucocorticoïdes 
Hormone parathyroïdienne 

Dihydrocalciférol 
Acide rétinoïque 

Propeptides N et C-terminaux 
Transformation virale 

Interleukine-1 

AMP-cyclique 
Glucose (fortes 
concentrations) 

Héparine 
Protamine 

Acide anthranilique 
Adriamycine 
Pénicilline 

Tableau 1. Facteurs capables de réguler la biosynthèse du collagène de type I (d’après Borel, 
1993 et Ghosh, 2002). 
Ce tableau regroupe les agents activateurs ou inhibiteurs de la biosynthèse du collagène de type I 
agissant au niveau transcriptionnel, traductionnel ou par le biais de mécanismes encore inconnus. 
Abréviations : TGF-β : « Transforming Growth Factor-β » ; IGF-1 : « Insulin like Factor-1 » ; 
TNF-α : « Tumor Necrosis Factor α » ; PGE2 : Prostaglandine E2 ; EGF : « Epithelial Growth 
Factor »; GABA : « gamma aminobutyric acid ». 
 

 

I.2.2.3. Distribution tissulaire  

 

 Le collagène de type I, le plus abondant des collagènes, est représenté au sein de la quasi 

totalité des tissus de l’organisme, associé à d’autres types de collagène. Comme nous l’avons 

mentionné précédemment (§ I.2.2.2b), la variabilité concernant la composante collagénique d’un 

tissu est impliquée dans la spécificité de ses propriétés mécaniques. Ainsi, dans certains tissus, 

comme les os et les tendons, parmi tous les types de collagène, seul le type I est représenté (plus 

de 99 % de la totalité des collagènes) [Bateman et al., 1986 ; Tsuzaki et al., 1993]. Dans d’autres 

tissus, comme la peau, la cornée ou les vaisseaux, il est présent en plus faible proportion mais 

reste néanmoins le collagène majeur, où il représente respectivement 85 %, 89 % et 60 % de la 

composante collagénique [Borel et Bellon, 1985 ; Lee et Davison, 1984 ; Smith et al., 1986]. 
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D’une manière générale, il est présent dans tous les tissus conjonctifs interstitiels, en dehors de 

quelques exceptions comme le cerveau ou le corps vitreux [Gelse et al., 2003]. 

  

I.2.2.4. Modifications post-traductionnelles tardives du collagène de type I  

 

 Après leur synthèse, les protéines subissent, au cours de leur vie biologique, des 

modifications post-traductionnelles tardives caractérisées par la formation non enzymatique 

d’adduits, qui altèrent leurs propriétés structurales et fonctionnelles. Lorsque des études sur les 

propriétés des protéines sont menées in vitro, ce phénomène de « vieillissement » n’est pas 

suffisamment pris en compte malgré son importance in vivo. En effet, les protéines vont 

rencontrer dès le début de leur vie biologique de nombreux métabolites capables d’interagir avec 

elles. Ce phénomène peut donc intervenir en dehors de tout contexte pathologique, comme par 

exemple au cours du vieillissement physiologique. Cependant, certaines pathologies 

métaboliques peuvent favoriser ce type de modifications post-traductionnelles. Par exemple, au 

cours du diabète sucré, qui se caractérise par une élévation de la glycémie, le glucose interagit 

avec les protéines environnantes, c’est la réaction de glycation. Sa fixation s’accompagne de 

processus oxydatifs entraînant la formation de composés carbonylés (aldéhydes ou cétones),  

intermédiaires réactifs qui génèrent par la suite des produits avancés de glycation (ou AGE pour 

« Advanced Glycation End Products ») conduisant à l’altération des protéines concernées. Une 

autre modification post-traductionnelle a été mise en évidence plus récemment, la 

carbamylation, qui intervient au cours de l’insuffisance rénale chronique. Cette réaction 

consiste en la fixation d’un dérivé réactif de l’urée, dont les concentrations sériques sont plus 

élevées chez le patient urémique, sur les protéines, selon un processus comparable à celui de la 

glycation. Nous développerons plus particulièrement cette réaction de carbamylation par la suite 

(§ I.4.2). 

  

 L’importance de ces modifications post-traductionnelles in vivo provient de leur caractère 

cumulatif. En effet, la fixation des métabolites sur les protéines est généralement irréversible, si 

bien que, pour une même protéine, les modifications peuvent s’amplifier au cours du temps et 

ainsi conduire progressivement à l'altération des fonctions de la protéine. La fréquence des 

modifications post-traductionnelles est dépendante de plusieurs facteurs tels que la 

concentration du métabolite susceptible de se fixer (augmentée dans certaines situations 

pathologiques) ou la durée de vie de la protéine (l’exposition de la protéine étant corrélée à sa 

demi-vie). 
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 Comme la plupart des protéines de la matrice extracellulaire, le collagène de type I 

possède une demi-vie relativement longue estimée à 15 ans [Verzijl et al., 2000]. Son 

renouvellement au sein du tissu conjonctif est régi par un équilibre fin entre processus de 

synthèse et de dégradation. Des variations modérées de cet équilibre surviennent fréquemment, 

mais sont généralement rapidement compensées, comme par exemple au cours des phénomènes 

de réparation tissulaire. Cependant, un déséquilibre plus important, non contrôlé, peut entraîner 

le développement de pathologies telles que la fibrose dans le cas d’une augmentation de synthèse 

ou au contraire à des dégradations tissulaires. 

 Les modifications post-traductionnelles tardives peuvent interférer avec cet équilibre et 

perturber le renouvellement équilibré du collagène au sein de la matrice extracellulaire. En effet, 

le collagène se comporte alors différemment vis à vis des mécanismes de dégradation, ce qui 

suffit à déstabiliser l’équilibre physiologique et à entraîner le développement de manifestations 

pathologiques liées à des anomalies de renouvellement des protéines de la matrice 

extracellulaire. D’autre part, ces modifications peuvent perturber les interactions entre le 

collagène et les cellules environnantes, et ainsi engendrer une dysrégulation des fonctions 

cellulaires. 

 

I.2.2.5. Caractéristiques physico-chimiques du collagène de type I 

 

 Le collagène de type I possède plusieurs particularités physico-chimiques remarquables. 

Tout d’abord, sa structure fibrillaire le différencie de la plupart des protéines de l’organisme qui 

possèdent généralement une structure globulaire. Cette particularité lui permet de former des 

assemblages supramoléculaires, selon un processus d’assemblage caractéristique des collagènes 

fibrillaires appelé « fibrillogenèse ». La formation de fibrilles n’est effective que si des 

conditions de pH et température sont réunies [Wood et Keech, 1960]. Ainsi, la température doit 

être supérieure à 20°C et le pH proche des valeurs physiologiques. Cette particularité est utilisée 

in vitro pour réaliser des matrices tridimensionnelles de collagène fibrillaire (appelées lattis) et 

étudier le comportement cellulaire dans un environnement plus physiologique que les modèles 

traditionnels de culture bidimensionnelle [Bell et al., 1979 ; Gillery et al., 1986]. En revanche, le 

collagène est soluble à 4°C et à pH acide, d’où son nom de collagène acido-soluble. C’est 

pourquoi, les méthodes conventionnelles d’extraction des collagènes fibrillaires présentent toutes 

une étape d’extraction en milieu acide et à froid [Kielty et Grant, 2002]. Enfin, le collagène de 

type I est transformé en gélatine après dénaturation, notamment par chauffage. 
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Une autre caractéristique du collagène, utilisée au cours de notre travail expérimental, est 

liée à sa structure en triple hélice, qui lui confère une résistance à l’activité de certaines 

protéinases non spécifiques comme la pepsine. Cependant, celle-ci ne s’exprime que dans des 

conditions bien définies de température, de pH et de rapport enzyme/substrat. Dans ces 

conditions, seuls les télopeptides du collagène sont clivés, la triple hélice restant intacte, il s’agit 

du « collagène pepsiné ». Cette particularité est souvent utilisée dans les protocoles de 

purification des collagènes fibrillaires [Carmichael et al., 1977]. 

 

I.2.2.6. Catabolisme du collagène de type I 

 

a) Catabolisme intracellulaire 

 

 Les cellules mésenchymateuses, responsables de la synthèse du collagène de type I, sont 

dotées d’un système de contrôle qualité très efficace qui permet d’éviter la production de 

collagène anormal d’un point de vue structural. En effet, ce catabolisme intracellulaire concerne 

environ 15 % du collagène néosynthétisé qui est ainsi dégradé avant même d’être sécrété 

[Bienkowski, 1983 ; Rennard et al., 1982]. Ce pourcentage de dégradation basal peut être 

augmenté lorsque le collagène présente systématiquement une anomalie structurale, comme c’est 

le cas pour certaines maladies génétiques telles que l’ostéogenèse imparfaite [Bateman et al., 

1984]. 

 

b) Catabolisme extracellulaire 

 

La dégradation du collagène de type I est liée à sa structure en triple hélice. En effet, cette 

structure particulière le rend résistant aux protéinases non spécifiques comme la pepsine ou la 

trypsine (cf § I.4.2.4). Les enzymes capables de dégrader le collagène sont appelées 

collagénases. Très rapidement, des collagénases très actives, appelées collagénases bactériennes, 

ont été identifiées dans les germes (Clostridium histolyticum) responsables des gangrènes. Ces 

collagénases sont dites liquéfiantes car elles clivent le collagène en tellement de points à la fois 

(entre glycine et proline) que les molécules sont instantanément coupées en fragments de très 

petite taille [Bond et Van Wart, 1984 ; Borel, 1993]. Les collagénases bactériennes sont 

couramment utilisées in vitro, mais ne sont pas impliquées dans la dégradation du collagène in 

vivo qui est assurée par des collagénases beaucoup plus spécifiques appartenant à la famille des 

métalloprotéinases matricielles. 
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I.2.3. Les métalloprotéinases matricielles (MMP) 
 

 Les métalloprotéinases matricielles ou MMP (pour « Matrix metalloproteinases ») 

composent une famille d’au moins 26 membres répertoriés à ce jour. Elles présentent plusieurs 

caractéristiques communes comme la présence au sein de leur domaine catalytique d’un site de 

fixation d’un atome de zinc, de fortes homologies structurales, leur sécrétion sous forme d’une 

proenzyme inactive et la capacité de dégrader quasiment l’ensemble des constituants de la 

matrice extracellulaire [Somerville et al., 2003]. 

 

I.2.3.1. Classification des MMP 

 

 Les MMP sont classiquement réparties en six classes distinctes en fonction de leur 

structure et de leur spécificité de substrat [Visse et Nagase, 2003] : 

 Les collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) 

interviennent dans la dégradation des collagènes fibrillaires (types I, II et III). Ce clivage conduit 

à la libération de deux fragments hélicoïdaux correspondant aux ¾ et au ¼ de la longueur de la 

molécule de collagène. 

 Les gélatinases (MMP-2, MMP-9) sont dotées d’une activité protéolytique envers 

la gélatine mais également envers d’autres types de collagène tels que le collagène de type IV 

des membranes basales. Une caractéristique structurale de cette classe de MMP est la présence, à 

proximité de leur domaine catalytique, de trois répétitions d’un domaine fibronectine de type II 

qui permettent la liaison de l’enzyme à son substrat préférentiel, la gélatine. 

 Les stromélysines (MMP-3, MMP-10, MMP-11) sont proches des collagénases 

interstitielles d’un point de vue structural. Elles sont essentiellement exprimées par les cellules 

épithéliales et participent à la dégradation de nombreuses glycoprotéines et protéoglycannes ainsi 

qu’à l’activation des collagénases interstitielles. 

 Les matrilysines (MMP-7, MMP-26) sont les MMP structurellement les plus 

simples car elles ne contiennent pas de domaine hémopexine, présent chez toutes les autres 

MMP. Ce domaine possède des homologies structurales avec l’hémopexine, protéine 

plasmatique impliquée de la dégradation de l’hémoglobine. Ces enzymes sont produites par les 

cellules cancéreuses d’origine épithéliale et sont décrites comme étant impliquées dans la 

dégradation non spécifique de la matrice extracellulaire. 
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 Les métalloprotéinases membranaires (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-

17, MMP-24, MMP-25) présentent la caractéristique d’être ancrées à la membrane plasmique par 

un domaine transmembranaire ou par un groupement GPI (glycolsylphosphatidyl inositol). Ces 

protéinases participent à la dégradation directe de la matrice extracellulaire et jouent un rôle 

essentiel dans l’activation d’autres MMP. 

 L’élastase leucocytaire (MMP-12) ou métallo-élastase, est sécrétée 

principalement par les macrophages. Son principal substrat est l’élastine. 

Les MMP dont les substrats et les rôles sont encore imprécis sont regroupées dans un 

ensemble hétérogène. 

 

I.2.3.2. Structure des MMP 

 

 Sur le plan structural, les MMP se caractérisent par la présence de domaines communs 

ayant une distribution ubiquitaire au sein de la famille et d’autres domaines plus spécifiques, qui 

permettent d’identifier les différentes classes (figure 7) [Chantrain et De Clerck, 2002]. 

 

 Les domaines structuraux communs à l’ensemble de la famille des MMP sont : 

 Le peptide signal : cette séquence signal permet l’ancrage de la préproenzyme 

nouvellement synthétisée à la membrane du réticulum endoplasmique. Son clivage intervient très 

tôt lors de la synthèse pour permettre la libération de la proenzyme dans la lumière du réticulum 

endoplasmique. 

 Le prodomaine (ou propeptide) : ce domaine d’environ 80 acides aminés est 

capable de maintenir la proenzyme sous forme latente, par l’intermédiaire d’une séquence 

PRCGXPD qui interagit avec le domaine catalytique. L’activation de l’enzyme nécessite le 

clivage de ce prodomaine. 

 Le domaine catalytique : ce domaine est composé approximativement de 170 

acides aminés et capable de fixer un atome de zinc par le biais d’une séquence spécifique 

HEXXHXXGXXH. La présence de l’ion métallique est indispensable à l’activité de l’enzyme. 

 Le domaine hémopexine : ce domaine situé à l’extrémité C-terminale de la 

protéine est relié au domaine catalytique par une région dite charnière. Par son implication dans 

l’interaction de l’enzyme et son substrat, il est responsable de la spécificité des MMP. 
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Figure 7. Présentation de la structure des différentes classes de MMP. 
Les principaux domaines structuraux sont : le peptide signal permettant l’ancrage de la 
préproenzyme à la membrane du réticulum endoplasmique ; le prodomaine qui maintient la 
forme proenzyme à l’état latent ; le domaine catalytique comprenant un site de fixation au zinc 
indispensable à l’activité de l’enzyme ; le domaine hémopexine impliqué dans la détermination 
de la spécificité de substrat ; une région charnière reliant le domaine hémopexine au domaine 
catalytique. 
D’autres domaines représentés sont spécifiques de certaines classes de MMP : le domaine 
fibronectine de type II responsable de la liaison des gélatinases à leur substrat ; le domaine 
transmembranaire, point d’ancrage des MT-MMP à la membrane plasmique. 
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Parallèlement à ces domaines hautement conservés, d’autres domaines sont propres à 

certaines classes de MMP : 

 Le domaine fibronectine de type II (ou CBD pour « collagen binding domain »): 

trois répétitions de ce motif sont présentes au sein du domaine catalytique des gélatinases. Ces 

domaines spécifiques permettent l’interaction des MMP-2 et -9 avec la gélatine et les collagènes. 

 Un site de clivage par la furine (protéinase intracellulaire de la famille des 

proprotéine convertases), situé à l’extrémité du prodomaine de la MMP-11 ou des MT-MMP. Le 

clivage permet l’activation des proenzymes.  

 Un domaine transmembranaire, spécifique des MT-MMP et responsable de 

l’ancrage de cette classe de MMP à la membrane plasmique. 

 

I.2.3.3. Activation des MMP 

 

 Les MMP étant sécrétées sous forme de proenzymes inactives, l’apparition de l’activité 

enzymatique nécessite le clivage du prodomaine qui recouvre le site catalytique. Le mécanisme 

d’activation des pro-MMP le mieux admis est le modèle « cysteine switch », au cours duquel le 

clivage protéolytique déstabilise l’interaction entre le groupement thiol du résidu cystéine 

appartenant à la séquence consensus du prodomaine et l’atome de zinc du domaine catalytique, 

ce qui conduit à l’exposition du site actif [Van Wart et Birkedal-Hansen, 1990]. 

 

 Ce processus d’activation est initié par le clivage protéolytique du prodomaine (figure 8). 

In vivo, il existe différents mécanismes d’activation des pro-MMP, dont voici quelques 

exemples : 

 Le clivage du prodomaine par des sérine-protéinases telles que la plasmine et la 

cathepsine G ou d’autres MMP [Visse et Nagase, 2003]. 

 Un mécanisme d’activation intracellulaire : les pro-MMP-11 et -14 possèdent au 

sein de leur prodomaine une séquence consensus RXKR de clivage par la furine [Pei et Weiss, 

1995]. 

 L’activation de la proenzyme au niveau membranaire : la pro-MMP-2 peut être 

activée par la MT1-MMP suite à la formation d’un complexe pro-MMP-2/TIMP-2/MT1-MMP 

au niveau membranaire. [Butler et al., 1998]. Ce modèle d’activation de la pro-MMP-2 par la 

MT1-MMP peut également faire intervenir des récepteurs membranaires de la famille des 

intégrines et en particulier l’intégrine αvβ3 [Brooks et al., 1996]. 
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Figure 8. Processus d’activation des pro-MMP (Reproduit d’après Nagase, 1997). 
La première étape du processus d’activation des pro-MMP consiste en un clivage 
protéolytique partiel du prodomaine obtenu soit par l’action d’une protéinase soit après 
autoclivage par l’enzyme suite à l’action d’agents chimiques qui déstabilisent l’interaction 
cystéine/zinc. Le processus d’activation se poursuit par le passage de la forme intermédiaire à 
la forme active après l’autoclivage final du prodomaine par la MMP. 

 

Par ailleurs, les pro-MMP peuvent également être activées in vitro par des agents de 

différentes natures tels que les dérivés organomercuriels, les radicaux libres oxygénés, le SDS, 

l’urée ou la chaleur, qui induisent la dissociation de la liaison entre le groupement thiol de la 

cystéine et l’atome de zinc, ce qui conduit à l’autoprotéolyse du prodomaine [Nagase, 1997]. 

 

I.2.3.4. Rôle des MMP 

 

 Les MMP sont impliquées dans de nombreux événements physiologiques et 

physiopathologiques. Sur le plan physiologique, elles participent au renouvellement tissulaire, à 

la reproduction (ovulation, développement mammaire, cycle menstruel) et au développement 

(morphogenèse rénale, implantation des blastocytes). 
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 Sur le plan physiopathologique, elles sont décrites dans les processus de destruction 

tissulaire, de fibroses rénale et hépatique ou encore dans les pathologies du système vasculaire 

telles que l’athérosclérose ou l’infarctus du myocarde. Actuellement, de nombreuses études 

s’attachent à démontrer le rôle des MMP dans le cancer, aussi bien au cours de l’invasion que de 

l’angiogenèse tumorale [Sternlicht et Werb, 2001]. 

 

I.2.3.5. Régulation de l’activité des MMP 

 

 Compte tenu de leur important potentiel de dégradation de la matrice extracellulaire, 

l’activité des MMP fait l’objet d’une régulation très fine in vivo. 

 Ce contrôle est réalisé par des inhibiteurs tissulaires spécifiques, appelés TIMP (« Tissue 

Inhibitor of Metalloproteinases ») qui interagissent avec les formes actives des MMP en formant 

des complexes équimoléculaires. L’interaction entre le domaine N-terminal des TIMP et le 

domaine catalytique des MMP bloque l’accès à la poche contenant l’atome de zinc [Bode et al., 

1999]. Quatre TIMP (TIMP-1 à TIMP-4) ont été identifiés jusqu’à présent et décrits comme 

capables d’inhiber l’activité des MMP avec des degrés de spécificité variables [Woessner, 2002]. 

 Il existe d’autres types d’inhibiteurs, comme l’α2-macroglobuline, mais leur spécificité 

vis à vis des MMP est très faible. 

 Le rôle grandissant des MMP dans de multiples processus physiopathologiques a mené 

au développement d’inhibiteurs synthétiques. Les inhibiteurs les plus connus sont des dérivés 

d’hydroxamate (Batimastat®, Marimastat®). Leur potentiel inhibiteur a été démontré in vitro 

mais, tout comme pour l’α2-macroglobuline, leur spécificité est faible [Chantrain et De Clerck, 

2002].  
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II..33..  LLEESS  PPOOLLYYNNUUCCLLEEAAIIRREESS  NNEEUUTTRROOPPHHIILLEESS  
 
 

 

 Les polynucléaires neutrophiles (PNN) constituent 45 à 70 % des leucocytes en 

circulation dans le sang. La fonction principale des PNN est d’assurer la destruction d’agents 

pathogènes exogènes, notamment bactériens, et de cellules ou molécules endogènes altérées. Les 

PNN prennent naissance dans la moelle osseuse, à partir d’une cellule souche pluripotente, au 

terme d’un processus complexe de maturation et de différenciation appelé granulopoïèse. Ils 

sont ensuite en transit dans le sang jusqu’à ce qu’ils soient amenés à intervenir dans le milieu 

interstitiel. Leur temps de séjour est de 6 à 8 heures dans le système vasculaire, où sont 

représentés les PNN « circulants » et les PNN accolés à l’endothélium dits « marginés », qui 

peuvent soit repasser dans la circulation sanguine, soit migrer irréversiblement vers le secteur 

extravasculaire. 

 

 

I.3.1. Morphologie des polynucléaires neutrophiles 
 

 Les PNN sont des cellules inflammatoires de taille intermédiaire entre les lymphocytes et 

les monocytes, d’un diamètre d’environ 10 à 15 µm et d’un volume approximatif de 450 µm3. 

Les polynucléaires sont définis et reconnaissables par deux caractéristiques structurales : 

 Un noyau polylobé constitué de 2 à 5 lobes reliés par des filaments de 

chromatine. Cette architecture nucléaire faciliterait la traversée de l’endothélium vasculaire. 

 De multiples granulations disséminées dans le cytoplasme (figure 9). 

 

La membrane plasmique des PNN renferme de nombreuses enzymes parmi lesquelles la 

NADPH-oxydase, système clé de l’activité bactéricide, ainsi que des récepteurs nécessaires aux 

interactions cellulaires ou à l’adhésion à divers substrats. Elle possède des propriétés de 

déformation qui permettent aux PNN d’émettre des pseudopodes lors de l’adhésion ou encore de 

s’infiltrer entre les cellules endothéliales au cours du processus de diapédèse [Zittoun et al., 

1992]. 
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Figure 9. Morphologie du polynucléaire neutrophile. 
(A) Photographie d’un polynucléaire neutrophile humain (flèche) en microscopie optique 
après coloration au May Grunwald Giemsa (Grossissement X 500). (B) : Représentation 
schématique des constituants cellulaires d’un PNN. 

A. 

B. 

5 µm 
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Le compartiment cytoplasmique renferme l’ensemble des organites ou molécules 

nécessaires à la synthèse protéique, c’est-à-dire le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi, 

les mitochondries, les ribosomes et les ARN messagers. 

Le maintien de l’architecture structurale de la cellule est assuré par un réseau fibrillaire 

constitué de protéines du cytosquelette (actine, tubuline). Le processus de polymérisation-

dépolymérisation de ce réseau est essentiel à de nombreuses fonctions dont l’adhésion, le 

déplacement des PNN ou encore la phagocytose. 

Les granulations présentes au sein du cytoplasme sont de véritables vacuoles formées 

d’une bicouche lipidique et contenant différents constituants, essentiellement enzymatiques, 

répertoriés dans le tableau 2. Il existe trois types de granulations : azurophiles, spécifiques et 

tertiaires [Hakim, 1994]. 

 

Granulations 
Azurophiles  

(ou primaires) 

Granulations 
Spécifiques  

(ou secondaires) 

Granulations 
Tertiaires  
(ou autres) 

Myéloperoxydase 
Lysozyme 
Elastase 

Cathepsines B, D et G 
Protéinases 

Hydrolases acides 
Défensines 

Protéines cationiques 
Inactivateur de C5a 

Lactoferrine 
Transcobalamine 
Cytochrome b559 

Collagénases 
Activateur du complément 

Activateur du plasminogène 
Chimio-attractant des monocytes 
Inhibiteur de protéine kinase C 
Récepteurs du fMet-Leu-Phe 
Récepteurs du C3bi (CR3) 

Gélatinases 
Récepteurs du C3b 
Cytochrome b559 

Phosphatase alcaline 

Tableau 2. Constituants des granulations des PNN (d’après Hakim, 1994). 

 

 

I.3.2. Fonctions des polynucléaires neutrophiles 
 

 La fonction principale des PNN est d’assurer, en collaboration avec les macrophages, 

l’élimination de particules étrangères comme les bactéries au sein du milieu interstitiel. Ce 

processus de défense met en jeu des propriétés spécifiques aux PNN comme l’adhésion aux 

cellules endothéliales, la diapédèse et la phagocytose. 
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I.3.2.1. Mécanismes de recrutement des polynucléaires 

 

 L’accumulation des PNN sur le site inflammatoire ou infectieux résulte du déplacement 

de PNN circulants vers le tissu interstitiel, après réception et réponse à des signaux émis par la 

cible. Ce phénomène d’attraction des PNN est appelé « chimiotactisme ». Les agents 

chimiotactiques ont diverses origines et peuvent provenir des bactéries (par exemple les peptides 

N-formylés comme le fMet-Leu-Phe) ou être émis par des PNN ou des macrophages déjà 

présents sur le site inflammatoire ou infectieux [Zittoun et al., 1992]. Les facteurs 

chimiotactiques les plus connus sont les cytokines pro-inflammatoires (comme l’IL-8), les 

facteurs du système du complément activé (comme le facteur C5a), le facteur de nécrose 

tumorale α (TNF-α), le facteur activateur des plaquettes (PAF) ou encore le leucotriène B4. 

L’étape de recrutement précède la traversée de l’endothélium vasculaire, qui débute par 

l’adhésion des PNN aux cellules endothéliales [Smith, 1993]. 

 

I.3.2.2. La traversée de l’endothélium 

 

 Suite à un signal chimiotactique, les PNN entrent en contact avec les cellules 

endothéliales, sur lesquelles elles se déplacent selon un phénomène connu sous le nom de 

« rolling ». Ils adhérent ensuite à ces mêmes cellules endothéliales par des molécules d’adhésion 

spécifiques. Les PNN activés expriment à leur surface plusieurs récepteurs de type sélectines ou 

intégrines (« Lymphocyte Function-associated Antigen-1 » (LFA-1) et « Macrophage antigen-

1 » (Mac-1)).  

 Les intégrines forment une famille de récepteurs cellulaires, assurant les interactions 

cellules-cellules et cellules-matrice, impliqués dans de nombreux processus physiologiques ou 

pathologiques qui nécessitent une étape d’adhésion cellulaire. Ces glycoprotéines 

transmembranaires sont des hétérodimères composés d’une sous-unité α associée de façon non 

covalente à une sous-unité β. A l’heure actuelle, au moins seize sous-unités α et huit sous-unités 

β différentes ont été dénombrées (figure 10A). La sous-unité β détermine le nom des sous-

familles [Hynes, 2002 ; White et al., 2004]. Les intégrines de la famille β2 sont exprimés 

uniquement par les leucocytes et interviennent dans les interactions PNN-matrice et PNN- 

cellules endothéliales. 

 D’un point de vue structural, la sous-unité α contient, dans sa partie extracellulaire, un 

domaine I (pour inséré) pour certaines d’entre elles et un domaine β constitué de sept répétitions 
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d’une séquence impliquée dans la fixation des ions Ca2+ nécessaire à l’activité (figure 10B). La 

partie intracellulaire de cette sous-unité comporte un motif GFFKR intervenant dans 

l’association des deux sous-unités et dans la reconnaissance du ligand. La sous-unité β présente, 

dans sa partie extracellulaire, des régions riches en cystéine ainsi qu’un domaine appelé « I-

like » de par son analogie avec le domaine I de la sous-unité α. Le regroupement des sous-unités 

(appelé également « clustering ») permet l’interaction entre les domaines I et I-like qui mène à la 

formation d’un site MIDAS (« Metal Ion-Dependent Adhesion Site »). Ce site fixe des ions Mg2+ 

ou Mn2+ et assure la liaison entre le ligand et l’intégrine grâce à la création de liaisons de 

coordination entre ces ions et des résidus acides du ligand [Heino, 2000]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. La famille des intégrines : diversité et structure (D’après Harris et al., 2000 et 
Shimaoka et al., 2002). 

(A) Représentation des différents hétérodimères formés par l’association d’une sous-unité α et 
d’une sous-unité β (B) : Structure d’une intégrine de la famille β2. Les sept répétitions de la 
sous-unité α situées côté extracellulaire formant le domaine β sont représentées en marron. Le 
regroupement des domaines I et I-like (en rose) aboutit à la formation du site MIDAS (en 
orange) responsable de la liaison du ligand à l’intégrine. Enfin, la séquence GFFKR impliquée 
dans l’association des deux sous-unités est représentée en vert. 

 

 

B. Domaine 
« I-like » 

Domaine I 

Domaine β 

MIDAS 

Membrane 
plasmique 

GFFKR 

Milieu 
extracellulaire 

α β2 

ββ11  

αα44  

ββ88  
ββ66

ββ55  

ββ44

ββ33  

ββ22  

αα55

ααLL  

αα77

αα66

αα99

αα88

αα1100

αα11  

αα1111  

ααIIIIbb  

ααVV  

αα33  

αα22  

ααMM  ααXX  

ααDD

A. 

ααEEββ77
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Les intégrines exprimées à la surface des PNN sont reconnues par les cellules 

endothéliales par l’intermédiaire de récepteurs membranaires de type ICAM (« intracellular 

adhesion molecule ») ou de type sélectine [Godin et al., 1993]. 

 Après avoir adhéré aux cellules endothéliales, les PNN doivent traverser la paroi 

vasculaire pour se diriger vers le foyer inflammatoire ou infectieux localisé dans les tissus sous-

jacents. Le passage entre les cellules endothéliales, appelé « diapédèse », est permis grâce aux 

mouvements amiboïdes réalisés par les PNN (figure 11) [Imhof et Dunon, 1997]. 

 

 
 

Figure 11. Les différentes étapes du processus de diapédèse (Reproduit d’après Moslen, 
1994). 
Les PNN sont recrutés suite à un signal chimiotactique (1) puis se rapprochent de la paroi (2) 
pour ensuite adhérer aux cellules endothéliales (3). Ils franchissent la paroi vasculaire en 
s’infiltrant entre les cellules endothéliales par le phénomène de diapédèse (4) puis se dirigent 
vers le foyer inflammatoire ou infectieux en utilisant les protéines de la matrice 
extracellulaire, notamment les collagènes, comme support pour leur déplacement (5) ou 
comme substrat d’activation (6) [Monboisse et al., 1990]. 

 

 Indépendamment du chimiotactisme, une partie des PNN circulants adhère aux cellules 

endothéliales, puis retourne dans la circulation sanguine sans passer dans le milieu interstitiel, 

c’est le phénomène de « margination » des PNN. 
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I.3.2.3. Activation des PNN et phagocytose 

 

 L’état d’activation est le reflet d’une stimulation des systèmes de défense des PNN pour 

parvenir à la destruction de l’agent infectieux. Ces phénomènes de dégradation dépendent de 

deux mécanismes complémentaires, l’un dépendant de l’oxygène et l’autre indépendant de celui-

ci. 

 Le premier système consiste en la sécrétion d’enzymes lytiques contenues dans les 

granulations, c’est le phénomène d’exocytose ou de dégranulation. Le second représente toute 

une série de réactions enzymatiques consommant de l’oxygène aboutissant à la formation 

d’espèces réactives de l’oxygène, c’est l’explosion respiratoire. Nos études portant plus 

particulièrement sur ce deuxième processus, nous avons choisi de le détailler ultérieurement (§ 

I.3.3). 

 

 La destruction des corps étrangers peut être facilitée par leur séquestration dans les PNN, 

par le phénomène de phagocytose, qui comporte deux étapes : la reconnaissance de la particule à 

éliminer et son englobement proprement dit. Lors de l’englobement, la membrane des PNN 

enveloppe complètement la particule dans une vacuole appelée phagosome. La destruction des 

corps étrangers se fait alors par la production d’espèces réactives de l’oxygène dans la vacuole 

phagocytaire ou par la fusion de la membrane du phagosome avec celle des granulations. Ainsi, 

lors de cette fusion membranaire, les enzymes contenues dans les granulations sont déversées 

dans le phagosome et procèdent à la destruction du corps étranger [Hakim, 1994]. 

 

 

I.3.3. L’explosion respiratoire 
 

 Le terme d’explosion respiratoire représente l’ensemble des réactions enzymatiques 

dépendantes de l’oxygène conduisant à la formation d’espèces réactives de l’oxygène. Ce 

processus est primordial pour les activités de défense assurées par les PNN. En effet, les patients 

atteints de granulomatose septique chronique, maladie héréditaire caractérisée par une déficience 

quasi totale de l’activité NADPH-oxydase (enzyme-clé de l’explosion respiratoire) des cellules 

phagocytaires, développent des infections à répétition [Smith et Curnutte, 1991]. 
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I.3.3.1. La NADPH-oxydase : composition et activation du complexe 

 

 La NADPH-oxydase est une enzyme spécifique des cellules phagocytaires qui catalyse la 

production d’ions superoxyde (O2
-) à partir de l’oxygène et du NADPH [Babior et al., 1973]: 

 

NADPH + 2 O2   NADP+ + H+ + 2 O2
-  

 

 La NADPH-oxydase est un complexe enzymatique formé de plusieurs sous-unités 

localisées, au repos, dans la membrane plasmique ou le cytoplasme [Babior et al., 2002 ; 

Vignais, 2002]: 

 Le complexe membranaire est composé des constituants suivants : 

Le cytochrome b558, obtenu après l’association de deux sous-unités : une 

glycoprotéine de 91 kDa (gp91phox ou sous-unité β), dont le rôle est d’assurer le transfert des 

électrons du NADPH vers l’oxygène moléculaire, et une petite protéine non glycosylée de 22 

kDa appelée p22phox ou sous-unité α. 

La protéine Rap 1A, qui participe à la désactivation de la NADPH-oxydase. 

 

 Les sous-unités cytoplasmiques : 

La protéine p47phox : la phosphorylation de cette protéine lui permet 

d’assurer le transport des autres sous-unités cytoplasmiques vers le complexe membranaire lors 

de l’activation. Si cette sous-unité n’est pas indispensable à l’activité de la NADPH-oxydase, elle 

agit en tant que protéine adaptatrice en augmentant de 50 à 100 fois l’affinité entre les deux 

autres sous-unités cytoplasmiques (p67phoxet p40phox). 

La protéine p67phox : elle permet le transfert des électrons à l’intérieur du 

cytochrome b558 grâce à son site de liaison au NADPH. 

La protéine p40phox : déjà phosphorylée à l’état quiescent, elle subit de 

nouvelles phosphorylations lors de l’activation du complexe. Son rôle est jusqu’alors mal connu 

mais elle pourrait exercer un rôle inhibiteur en maintenant le complexe cytoplasmique à l’état 

inactif. Au repos, les trois sous-unités cytoplasmiques p47phox, p67phox et p40phox forment un 

complexe d’environ 250 kDa. 

La protéine p21rac (ou Rac2) : protéine de la famille des Rho GTPases. 

Après activation, par échange GDP/GTP, cette protéine peut interagir avec la p67phox et 

participer également à la translocation membranaire des sous-unités cytoplasmiques. 
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 La distribution de ces composants dans deux compartiments cellulaires distincts permet à 

l’enzyme de rester sous forme inactive dans les cellules au repos [Bokoch et Knaus, 2003 ; 

Delbosc et al., 2001]. 

  

Mécanisme d’activation du complexe : 

 

 Le mécanisme d’activation de la NADPH-oxydase correspond à la translocation des sous-

unités cytoplasmiques au complexe membranaire, ce qui conduit à la production d’ions 

superoxyde (O2
-) par le biais de l’oxydation du NADPH en NADP+ (figure 12). Ce processus 

débute par la phosphorylation de la sous-unité cytoplasmique p47phox qui s’associe aux autres 

membres de la partie cytoplasmique du complexe (p67phox et p40phox) pour les conduire à la 

membrane. Parallèlement, la petite protéine G p21rac est activée par échange GDP/GTP puis 

migre vers la membrane plasmique [Roos et al., 2003 ; Takeya et Sumimoto, 2003].  

 Après activation, le complexe procède au transfert d’électrons du NADPH vers l’oxygène 

moléculaire, effectué par la sous-unité β du cytochrome b558 et plus particulièrement par ses 

deux groupements héminiques et le cofacteur FAD (Flavine adénine dinucléotide). Cette chaîne 

de transport d’électrons est mise en place grâce à des changements conformationnels du 

cytochrome b558 induits lors de son interaction avec les sous-unités cytoplasmiques [Nauseef, 

2004 ; Wientjes et Segal, 1995]. Ces dernières sont donc indispensables au bon fonctionnement 

du complexe enzymatique, et plus particulièrement p67phox qui a pour fonction de réguler le flux 

d’électrons qui traverse le flavocytochrome [Dang et al., 2001]. 

 

 Il est désormais acquis que les voies de signalisation conduisant à la phosphorylation de 

p47phox, première étape de l’activation du complexe enzymatique, impliquent des kinases de la 

famille des Protéine Kinases C (PKC). Ces PKC sont activées soit par la libération de calcium 

intracellulaire, soit par le diacylglycérol (DAG), médiateur intracellulaire issu de l’hydrolyse du 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) par une phospholipase C (PLC) [Gamaley et 

Klyubin, 1999 ; Karlsson et Dahlgren, 2002]. 

 Les ions superoxyde formés par la NADPH-oxydase à partir de l’oxygène peuvent être 

rapidement convertis par réaction enzymatique en différents composés regroupés sous 

l’appellation d’« espèces réactives de l’oxygène » responsables de la destruction des agents 

pathogènes. 
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Figure 12. Représentation schématique du mécanisme d’activation de la NADPH-
oxydase (Adapté d’après Shatwell et al., 1996 et Bokoch et Knaus, 2003). 
L’activation du complexe débute par la translocation des sous-unités cytoplasmiques (p47phox, 
p67phox et p40phox) et de p21rac activé vers la membrane plasmique. Leur interaction avec le 
complexe membranaire induit des changements conformationnels du cytochrome b558 qui 
permettent le transfert des électrons du NADPH vers l’oxygène moléculaire via la sous-unité 
gp91phox du cytochrome b558. 
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I.3.3.2. Les espèces réactives de l’oxygène 

 

 Les ions superoxyde (O2
-) issus de la réduction de l’oxygène moléculaire par la NADPH-

oxydase sont peu réactifs. En revanche, ils peuvent subir de nombreuses transformations, 

essentiellement enzymatiques, aboutissant à la formation d’autres espèces de l’oxygène 

beaucoup plus réactives (figure 13). La première de ces réactions est catalysée par la superoxyde 

dismutase et permet la conversion de l’ion superoxyde en eau oxygénée (H2O2) [Jones et al., 

2000]. Ensuite, la transformation de l’H2O2 en présence d’ions Fe2+ (Réaction d’Haber-Weiss 

initialement appelée réaction de Fenton) génère le radical hydroxyle (OH•), très toxique de par sa 

puissante activité oxydante. En plus de ces espèces réactives de l’oxygène, l’ion superoxyde est 

directement ou indirectement à l’origine des oxydants chlorés qui comprennent l’hypochlorite 

(OCl-, produit en présence d’halogénures par la myéloperoxydase), de chloramines et de formes 

réactives de l’azote comme le peroxynitrite (ONOO-) formé à partir du monoxyde d’azote 

[Babior, 2000]. 

Parallèlement à la production d’espèces toxiques dérivées de l’oxygène, certaines 

enzymes comme la catalase et la myéloperoxydase sont chargées de la détoxification en 

catalysant la transformation de l’H2O2 en eau [Delbosc et al., 2001]. 

 

 Ces espèces réactives de l’oxygène sont toxiques car elles sont responsables de 

l’oxydation de nombreuses molécules telles que les protéines, les lipides, les glucides et les 

acides nucléiques. Parmi celles-ci, les lipides constituent une cible privilégiée pour les espèces 

réactives de l’oxygène, et en particulier les acides gras désaturés. Ces phénomènes d’oxydation 

peuvent engendrer des conséquences fonctionnelles irréversibles comme par exemple la 

modification des membranes plasmiques liée à l’oxydation des lipides ou la perte d’activité 

enzymatique secondaire à l’oxydation de protéines [Moslen, 1994]. 

 

Parallèlement au processus d’oxydation, les dérivés issus de l’action de la 

myéloperoxydase (hypochlorite, aldéhydes, chloramines) peuvent halogéner les protéines cibles 

(notamment des bactéries) conduisant à des modifications structurales et fonctionnelles 

irréversibles [Hakim, 1994]. 
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Figure 13. Représentation schématique du métabolisme des espèces réactives de l’oxygène 
(Reproduit d’après Delbosc et al., 2001). 
La réduction du dioxygène par la NADPH-oxydase produit l’ion superoxyde, précurseur de la 
formation de l’ensemble des espèces réactives de l’oxygène. La superoxyde dismutase catalyse 
ensuite la formation d’eau oxygénée, elle-même potentiellement transformée en radical 
hydroxyle (Réaction d’Haber-Weiss) ou en dérivé hypochlorite par la myéloperoxydase. En 
absence de superoxyde dismutase, le radical hydroxyle peut également être formé à partir de 
l’ion superoxyde. Parallèlement, la réaction entre l’ion superoxyde et le monoxyde d’azote 
conduit aux formes réactives de l’azote (peroxynitrite, nitrite). Le processus de détoxification est 
assuré par la catalase ou la glutathion peroxydase et aboutit à la formation d’eau à partir de l’eau 
oxygénée. Sur le schéma, sont représentés en bleu : les espèces non toxiques ; en jaune : le 
précurseur (ion superoxyde) peu toxique ; en rouge : les espèces réactives de l’oxygène très 
toxiques ; en vert : les espèces réactives azotées. Les réactions présentées dans ce schéma ne 
sont pas équilibrées. 
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I.3.4. L’interaction entre collagène de type I et polynucléaires neutrophiles 
 

 Dans l’organisme, les polynucléaires neutrophiles sont amenés à interagir fréquemment 

avec différents types de collagène, et plus particulièrement le collagène de type I, très abondant 

au sein des tissus conjonctifs interstitiels (§ I.2.2.3). Lors de la maturation dans la moelle 

osseuse, les précurseurs hématopoïétiques entrent en contact avec les collagènes de type I, III et 

IV. Après leur passage dans la circulation sanguine et réception d’un signal chimiotactique, les 

PNN interagissent avec les collagènes lors de la traversée de la membrane basale (collagène de 

type IV) puis dans la matrice extracellulaire sous-jacente (collagènes de type I et III). Comme les 

PNN exercent principalement leurs activités biologiques au sein du tissu conjonctif, le collagène 

de type I peut jouer un rôle important dans la régulation de leurs fonctions [Pasco et al., 2003]. 

Par exemple, dans le cas la LAD (« Leucocytes Adhesion Deficiency »), pathologie caractérisée 

par un défaut d’adhésion des leucocytes en raison d’une anomalie d’expression des intégrines de 

type β2, l’absence de contact avec les constituants matriciels du tissu conjonctif, et notamment 

les collagènes, engendre l’incapacité des PNN à atteindre le foyer infectieux et à parvenir à la 

destruction de l’agent infectieux [Rosenzweig et Holland, 2004]. 

  

 Différents récepteurs exprimés par les PNN peuvent être impliqués dans ces interactions. 

Les intégrines de la famille β2 ont été les premières à être caractérisées pour leur implication 

dans l’adhésion des PNN à l’endothélium et aux molécules du tissu extravasculaire [Forslund et 

Sundqvist, 1994]. Ensuite, certains auteurs ont montré que la migration des PNN dans le 

compartiment extravasculaire n’impliquait pas uniquement des intégrines de type β2 mais 

également celles de la famille β1 [Sixt et al., 2001 ; Werr et al., 2000b]. Ces différents types de 

récepteurs œuvrent ensemble à la migration des PNN, puisqu’une étude a révélé que l’expression 

des intégrines β1 pourrait être régulée positivement par l’activation des intégrines β2 [Werr et al., 

2000a]. 

 Plus récemment, d’autres récepteurs, les récepteurs à domaine discoïdine de type 1 (ou 

DDR1 pour « Discoidin Domain Receptors 1 ») ont été identifiés comme intervenant dans la 

régulation de l’interaction entre leucocytes et collagène [Abdulhussein et al., 2004]. Ces 

récepteurs à activité tyrosine kinase interagissent avec le collagène pour faciliter l’adhésion, la 

migration ou la maturation des leucocytes [Kamohara et al., 2001 ; Yoshimura et al., 2005]. 
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Par conséquent, Les interactions entre les PNN et les constituants matriciels lors de leur 

déplacement dans l’espace extravasculaire n’impliquent pas une seule famille de récepteurs, 

mais résultent de la collaboration de différents types de récepteurs à la régulation de fonctions 

distinctes. 

  

 Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré que le collagène de type I stimule la 

libération d’ions superoxyde par les polynucléaires neutrophiles humains [Monboisse et al., 

1987], par l’intermédiaire de deux séquences spécifiques : RGD et DGGRYY, situées dans la 

région C-terminale de la chaîne α1 du collagène de type I [Monboisse et al., 1990]. Plusieurs 

séquences de type RGD, connues pour leur interaction avec les récepteurs de la famille des 

intégrines [Masson-Gadais et al., 2001], ont été identifiées sur la molécule de collagène de type 

I, alors que la séquence DGGRYY est unique. Des expériences réalisées à l’aide d’anticorps 

bloquants ont montré que l’intégrine « Lymphocyte Function-associated Antigen-1» (LFA-1 

ou αLβ2 ou CD11a/CD18) était impliquée dans l’interaction des PNN avec ces séquences 

spécifiques du collagène [Garnotel et al., 1995]. A l’heure actuelle, aucune donnée 

bibliographique ne permet de définir précisément le degré de participation d’autres récepteurs 

tels que les DDR1 dans le processus d’activation des PNN par le collagène de type I. 

 

 En résumé, lorsque les PNN arrivent sur le site infectieux, ils adhérent (séquences RGD) 

au collagène de type I, dégradé ou non, puis sont stimulés (séquence DGGRYY) par ce même 

collagène, ce qui les place dans un état d’activation propice à la destruction des agents infectieux 

(figure 11). 
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II..44..  IINNSSUUFFFFIISSAANNCCEE  RREENNAALLEE  CCHHRROONNIIQQUUEE  EETT  
CCAARRBBAAMMYYLLAATTIIOONN  

 
 

 

 Le rein est l’organe responsable de l’homéostasie des fluides de l’organisme par la 

régulation de leur volume et de leur composition ionique. Il représente la principale voie 

d’excrétion des déchets métaboliques potentiellement toxiques tels que l’urée ou l’acide 

urique. Il permet également l’élimination de nombreux produits chimiques exogènes 

(médicaments ou toxines) ainsi que de leurs métabolites. Parallèlement à l’épuration des fluides 

organiques, d’autres fonctions lui sont attribuées, comme le catabolisme des protéines de petite 

masse moléculaire ou la participation aux fonctions endocrines de l’organisme. 

 L’insuffisance rénale est une pathologie qui se caractérise par une atteinte des fonctions 

rénales. Si la dysfonction rénale est brutale et se constitue en quelques heures, l’insuffisance 

rénale est dite aiguë et peut être réversible. En revanche, lorsque la dysfonction est progressive 

et se met en place sur une plus longue période (plusieurs années), on parle d’insuffisance rénale 

chronique (IRC). 

 

 

I.4.1. L’insuffisance rénale chronique (IRC) 
 

 L’insuffisance rénale chronique est caractérisée par une diminution de la filtration 

glomérulaire (reflet des capacités d’épuration du rein) en rapport avec une réduction permanente 

et définitive du nombre de néphrons fonctionnels. L’évolution clinique est typiquement 

progressive avec une perte régulière et inexorable du nombre de néphrons fonctionnels 

aboutissant à l’insuffisance rénale dite « terminale ». Le délai entre le début de la maladie et 

l’insuffisance rénale terminale varie considérablement non seulement entre les différentes formes 

d’atteintes rénales, mais aussi entre patients souffrant d’une pathologie rénale identique. 

 

 En France, environ 2 à 3 millions de personnes sont atteintes d’IRC à un stade pré-

terminal. Comme dans l’ensemble des pays développés, l’incidence et la prévalence de cette 

pathologie sont en progression constante, principalement à cause du vieillissement de la 

population et de l’impact grandissant des pathologies vasculaires et métaboliques (hypertension 
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artérielle et diabète) à retentissement rénal. L’IRC terminale touche environ 50 000 patients en 

France [Jungers et al., 2004]. 

 

I.4.1.1. Physiopathologie et diagnostic clinique 

 

 L’IRC est le reflet d’une réduction du nombre de néphrons faisant intervenir un 

mécanisme à deux étapes dont la première est la destruction de néphrons fonctionnels. La 

néphropathie initiale est la résultante de nombreuses situations pathologiques dont les plus 

courantes sont : 

 Les glomérulonéphrites (cas le plus fréquent) 

 Le diabète 

 Les pathologies du système vasculaire (hypertension artérielle) 

 Les néphropathies héréditaires (polykystoses, syndrome d’Alport) 

 Les néphropathies interstitielles (lésions fibrotiques ou inflammatoires de 

l’interstitium rénal) 

Les néphrons endommagés puis exclus vont imposer un travail d’élaboration urinaire 

supplémentaire aux néphrons sains restants. Ces derniers sont capables de s’adapter en 

développant un état d’hyperfonctionnement (ou hypertrophie). Cependant, cette adaptation a des 

limites, si bien que, dans le cas où le travail métabolique reste inchangé, les néphrons 

hypertrophiés subissent à leur tour des lésions conduisant à leur destruction. Il s’installe alors un 

véritable cercle vicieux, qui ne peut être freiné que par la réduction du travail métabolique 

effectué par le rein [Jungers et al., 2000]. 

 

 La destruction fonctionnelle des reins, conséquence de multiples agressions organiques, 

est extrêmement fréquente et reste longtemps cliniquement asymptomatique. C’est pourquoi il 

faut porter une attention particulière au dépistage précoce du dysfonctionnement rénal. Ce 

dépistage est préconisé pour les personnes âgées, les diabétiques, les personnes souffrant 

d’anomalies urinaires et les personnes atteintes de pathologies du système cardiovasculaire ou 

d’hypertension. 

 L’exploration de la fonction rénale se fait par la mesure du débit de filtration 

glomérulaire, estimé à partir de la clairance de la créatinine. La créatinine est un déchet 

métabolique azoté, produit terminal du catabolisme de la créatine musculaire, éliminé dans 

l’urine par filtration glomérulaire et ne subissant pratiquement aucune réabsorption tubulaire. Sa 

clairance urinaire est un bon reflet du niveau de fonctionnement rénal et peut être facilement 
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déterminée par la mesure directe de la concentration plasmatique et urinaire de créatinine. 

Toutefois, le recueil urinaire (analyse sur des urines de 24 heures) est souvent la principale 

source d’erreur de cette mesure. Pour éviter les erreurs liées au recueil des urines et mieux rendre 

compte de la relation créatinine plasmatique-filtration glomérulaire, tout en intégrant l’âge et le 

sexe du patient, une méthode d’estimation indirecte de la clairance de la créatinine a été élaborée 

par Cockcroft et Gault [Cockcroft et Gault, 1976] : 

 

 

 

 

 

 

 Cependant, il est important de noter que la créatinine est endogène et faiblement sécrétée 

par les tubules, ce qui peut fausser le calcul de La clairance en cas d’IRC. Il existe par ailleurs 

des situations cliniques dans les quelles la formule est inapplicable, notamment pour les enfants 

et les patients âgés et/ou obèses. Seule la clairance de l’inuline (substance exogène uniquement 

filtrée) est un marqueur précis d’IRC mais son dosage est coûteux et difficile à mettre en œuvre. 

Par conséquent, seules des mesures indirectes sont actuellement employées en pratique 

quotidiennes pour témoigner du fonctionnement rénal à défaut de marqueurs directs, précis et 

facilement dosables. Récemment, un nouveau marqueur a fait son apparition : l’iohexol, produit 

iodé exclusivement filtré, mais des études sont en cours pour définir sa réelle utilité [Gaspari et 

al., 1998]. 

 

I.4.1.2. Complications et traitements 

 

 La progression de l’IRC est variable. Les facteurs de risque d’une progression rapide sont 

soit invariables (âge, sexe, néphropathie initiale) soit modifiables (hypertension artérielle, régime 

alimentaire, tabagisme). Le retentissement clinique de l’IRC peut s’exprimer par divers types de 

complications [Le Meur et al., 1998] : 

 Les complications cardiovasculaires : les maladies cardiaques représentent une 

des principales causes de décès des patients urémiques. Plusieurs facteurs contribuent au 

développement de pathologies vasculaires comme l’hypertension artérielle et les anomalies 

métaboliques lipidiques. 

Clairance de la créatinine 
(mL/min) 

[140 - âge] x masse corporelle x k 

Créatininémie (µmol/L)

Age en années 
Masse en kg 
k (homme) = 1,25 
k (femme) = 1,08 

= 
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 Les altérations immunologiques : la réponse immunitaire est altérée chez la 

majorité des patients ayant une IRC à un stade avancé. Leur susceptibilité vis à vis des infections 

est augmentée et associée à un syndrome inflammatoire chronique (des informations 

complémentaires sur cet aspect des complications sont présentées au § I.4.1.3). 

 Les anomalies hématologiques : l’anémie est quasiment constante au cours de 

l’IRC terminale. Le défaut de sécrétion d’érythropoïétine est le principal facteur mis en cause.  

 Les désordres hydroélectrolytiques deviennent majeurs au stade terminal 

(hyperkaliémie, hyponatrémie, acidose métabolique). 

 Les anomalies osseuses regroupées sous le terme d’ostéodystrophie rénale. Il 

s’agit d’une cause majeure d’impotence au cours de l’IRC due à un défaut d’hydroxylation de la 

vitamine D. 

 Les troubles digestifs associés à des nausées qui favorisent la dénutrition. 

 Des anomalies neurologiques. 

 

Face à de telles complications, des traitements spécifiques paraissent indispensables pour 

tenter de ralentir la progression de l’insuffisance rénale. Il est difficile de diagnostiquer les 

néphropathies initiales puisque les premières étapes de l’insuffisance rénale sont souvent 

asymptomatiques, si bien que les manifestations cliniques ne s’expriment que lorsque les deux 

tiers du capital fonctionnel du rein sont détruits. C’est pourquoi un dépistage précoce s’impose 

pour permettre ainsi de lutter rapidement contre les facteurs d’aggravation de l’insuffisance 

rénale qui conduisent au développement de complications. L’hypertension artérielle est le facteur 

de progression le plus délétère et le contrôle de la pression artérielle par voie pharmacologique 

représente un point capital du traitement. D’autres mesures sont préconisées comme la 

prescription d’un régime alimentaire pauvre en protéines et en sel pour diminuer l’activité 

d’élimination des déchets azotés et de sodium, ou encore éviter la prescription de médicaments 

néphrotoxiques. 

Lorsque l’IRC atteint le stade terminal, le traitement consiste à procéder régulièrement à 

l’épuration extra-rénale (par hémodialyse ou par dialyse péritonéale), dans l’attente d’une 

transplantation rénale si celle-ci est possible et souhaitée par le patient. Ce type de traitement est 

appliqué à deux tiers des patients en IRC terminale. Le tiers restant regroupe les patients soignés 

par transplantation rénale [Jungers et al., 2004]. 
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I.4.1.3. Troubles infectieux et inflammatoires dans l’IRC 

 

 Le syndrome inflammatoire occupe une place importante au sein des complications 

associées à la progression de l’IRC, si bien que cette pathologie est souvent qualifiée de maladie 

inflammatoire chronique. Les causes de cet état inflammatoire sont multiples. Tout d’abord, la 

néphropathie initiale ainsi que la diminution de la clairance des cytokines pro-inflammatoires 

constituent une première source d’inflammation. D’autre part, la réponse immunitaire peut être 

stimulée par l’apparition de néoantigènes. Plusieurs réactions comme la carbamylation, la 

glycoxydation ou encore l’oxydation, peuvent être responsables de la modification de ces 

antigènes [Rieu, 2003]. 

 Le stress oxydant est une composante majeure de l’inflammation associée à l’IRC, et se 

définit comme un déséquilibre entre production d’espèces réactives de l’oxygène et activité des 

systèmes anti-oxydants [Galle, 2001]. La survenue de ce stress oxydant peut être liée à deux 

principaux phénomènes. Le premier se caractérise par l’action stimulatrice des toxines 

urémiques (urée, AGE ou autres) sur la production d’espèces réactives de l’oxygène par les 

cellules phagocytaires [Descamps-Latscha, 2003]. Le second résulte de l’activation de ces 

cellules phagocytaires par contact avec la membrane de dialyse ou suite à la contamination du 

dialysat par des fragments d’endotoxines bactériennes [Khan et Catto, 1993 ; Rieu, 2003]. Les 

radicaux libres oxygénés formés interagissent alors avec les protéines environnantes générant des 

produits d’oxydation avancée des protéines (ou AOPP pour « Advanced Oxidation Protein 

Products ») qui se révèlent être de véritables toxines urémiques, médiatrices de l’inflammation 

[Witko-Sarsat, 1998]. L’inflammation chronique de l’IRC est à l’origine de nombreuses 

complications comme l’anémie, l’apparition de douleurs ou encore la malnutrition, mais 

participe surtout à l’amplification des complications cardiovasculaires. Par exemple, l’oxydation 

des LDL est un facteur important dans le développement de l’athérosclérose. Cet état 

inflammatoire permanent et l’accumulation des toxines urémiques conduisent à une 

immunodépression qui peut favoriser le développement d’infections [Stenvinkel, 2002]. 

 

La survenue d’infections est, avec les complications cardiovasculaires, une des 

principales causes de mortalité des patients urémiques [Berman, 2001 ; Montgomerie et al., 

1968]. Cependant, la définition des facteurs mis en cause dans la survenue répétée d’infections 

chez les patients urémiques fait l’objet de divergences parmi les néphrologues. En effet, certains 

d’entre eux considèrent ce phénomène comme la conséquence du syndrome inflammatoire 

évoqué précédemment alors que d’autres retiennent également la participation d’autres 
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mécanismes comme une altération des fonctions des PNN. Il est vrai que la pratique courante de 

la dialyse facilite l’exposition aux germes, mais les problèmes infectieux ne concernent pas 

uniquement les patients dialysés. C’est pourquoi les recherches se sont orientées vers 

l’exploration des fonctions des cellules immunitaires au cours de l’urémie. Les résultats obtenus 

font état de divergences concernant les éventuels dysfonctionnements des PNN. Toutefois, une 

analyse réalisée en 1993 par Vanholder et Ringoir sur 34 études portant sur les fonctions des 

PNN issus de patients urémiques, a montré que, dans 77 % des cas, les PNN présentaient des 

anomalies fonctionnelles (notamment de phagocytose, de production d’espèces réactives de 

l’oxygène ou des défauts de chimiotactisme) [Vanholder et Ringoir, 1993]. Depuis, d’autres 

études ont permis de préciser ces déficits fonctionnels, dont les principaux décrits dans la 

littérature sont les suivants : 

 Diminution des capacités de phagocytose décrite chez les patients dialysés ou non 

[Hirabayashi et al., 1988 ; Sharma et al., 2000 ; Vanholder et al., 1991]. 

 Inhibition de la production d’espèces réactives de l’oxygène [Hirabayashi et al., 

1988 ; Porter et al., 1997 ; Sharma et al., 2000]. Cette inhibition peut être liée à un 

dysfonctionnement des voies métaboliques nécessaires à l’activité de la NADPH oxydase. 

 Augmentation de l’activité des enzymes impliquées dans la détoxification des 

espèces réactives de l’oxygène [Martin-Mateo et al., 1999]. 

 Perte de rigidité des PNN qui interfère avec le déroulement de la diapédèse 

[Skoutelis et al., 2000]. 

 

Toutes ces éléments permettent donc d’affirmer que la dysrégulation des processus 

infectieux et inflammatoires observés au cours de l’IRC est incontestablement liée à une 

dysrégulation d’origine multifactorielle des fonctions des cellules phagocytaires. 

 

 

I.4.2. La carbamylation des protéines 
 

 L’insuffisance rénale chronique est classiquement appelée « urémie » en raison de 

l’accumulation d’urée dans le sang. Une augmentation de l’urémie (concentration sérique d’urée) 

apparaît comme un signe de dysfonctionnement rénal. L’urée est une petite molécule de 60 Da 

dérivée de la dégradation de la partie azotée des acides aminés, qui constitue la forme majeure 

d’élimination de l’azote chez l’homme. Il s’agit donc du produit final du catabolisme des 
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protéines alimentaires et endogènes. L’urée est très soluble dans l’eau et diffuse dans tous les 

compartiments hydriques de l’organisme, soit 60 % de la masse du corps chez l’adulte. Elle n’est 

pas toxique par elle-même mais peut se décomposer spontanément en un dérivé beaucoup plus 

réactif, l’acide isocyanique, capable d’interagir avec les protéines environnantes. 

 

I.4.2.1. Généralités sur la réaction de carbamylation 

 

 La carbamylation ou carbamoylation (les deux termes sont utilisés indifféremment) est 

une réaction décrite au début des années 60 par George Stark [Stark et al., 1960]. Il s’agit d’une 

modification chimique non enzymatique post-traductionnelle des groupements aminés des 

protéines (et des acides aminés libres) caractérisée par la fixation d’acide isocyanique provenant 

de la décomposition spontanée de l’urée. 

 

 La concentration sérique d’urée est de l’ordre de 5 mM pour un sujet sain et peut 

atteindre 30 mM ou plus en cas d’insuffisance rénale chronique. En milieu aqueux et à 37°C, 

l’urée peut se décomposer spontanément en ammoniaque (NH4
+) et en ion cyanate (CNO-). Le 

cyanate se transforme ensuite rapidement en une forme plus stable, l’acide isocyanique (figure 

14). Cet équilibre, qui est déplacé en faveur de l’urée à 99,2 %, est stable à 37°C, si bien que dès 

qu’une molécule d’acide isocyanique réagit avec une protéine, une nouvelle molécule se forme à 

partir de l’urée pour respecter l’équilibre. Les concentrations plasmatiques de cyanate sont 

d’environ 141 nM pour des patients urémiques avant dialyse et 45 nM pour des patients non 

urémiques [Nilsson et al., 1996]. 

 L’acide isocyanique formé réagit avec les groupements NH2 des acides aminés ou des 

protéines pour former respectivement des α-carbamyl-acides aminés (C-AA) et des protéines 

carbamylées (figure 14). La fixation d’acide isocyanique sur les groupements NH2 est un 

processus irréversible alors qu’elle est réversible lorsqu’elle a lieu sur les groupements thiols 

(résidus cystéine) ou hydroxyles (résidus sérine, thréonine et tyrosine). Deux types de 

groupements NH2 peuvent être impliqués dans la réaction de carbamylation : le groupement α-

NH2 de l’acide aminé libre ou en position N-terminale d’une protéine et le groupement ε-NH2 de 

la chaîne latérale des résidus de lysine. Lorsque la fixation a lieu sur ce dernier groupement, 

l’acide aminé ainsi formé est nommé ε-amino-carbamyl-lysine ou homocitrulline [Stark, 1967]. 

 

L’acide isocyanique présente une réactivité différente vis à vis de ces deux types de 

groupements NH2. En effet, la réaction, qui dépend du pKa du groupement, est cent fois plus 
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rapide avec le groupement α-NH2 qu’avec le groupement ε-NH2 [Stark, 1965]. La vitesse de cette 

réaction dépend également de l’exposition et de l’accessibilité du groupement. 

 

Les quantités importantes d’urée trouvées dans le sérum des patients souffrant d’IRC 

constituent donc un « pool » précurseur de cyanate représentant un potentiel de carbamylation 

important. Le cyanate peut être considéré comme une véritable toxine urémique capable 

d’interagir avec les protéines circulantes et tissulaires, entraînant des modifications de leurs 

propriétés structurales et fonctionnelles. D’autre part, la carbamylation des acides aminés libres 

peut interférer avec le métabolisme protéique et notamment la synthèse protéique [Kraus LM et 

Kraus AP, 2001]. 

 

 

Figure 14. La réaction de carbamylation (Reproduit d’après Kraus LM et Kraus AP, 1998). 
L’urée se décompose spontanément en ammoniaque et cyanate qui est immédiatement 
transformé en acide isocyanique (A). L’acide isocyanique interagit avec les groupements α-NH2 
des AA libres ou des protéines (B) ou ε-NH2 (C) pour former respectivement des α-carbamyl-
acides aminés ou des résidus homocitrulline caractéristiques des protéines carbamylées. 

NNHH22  CC  NNHH22 

OO  

Urée 
(99,2 %) 

Cyanate 
(0,8 %) 

NNHH44
++ ++ --NN CC OO 

Acide isocyanique

HHNN  CC  OO 

AA..  

BB..  

RR  NNHH22  ++  HHNN CC OO NN  CC  NNHH22 

OO  HH  

RR  

AA libre ou protéine 
(α-NH2) 

α-carbamyl-AA 
(ou protéine carbamylée sur AA 

en position N-terminale) 

CC..  

NN  CC  

HH  

RR11  

HH  

CC RR22  

OO  

((CCHH22))44  

NNHH22  

++  HHNN CC OO NN  CC  

HH  

RR11  

HH  

CC 

OO  

((CCHH22))44  

HHNN  

RR22 

OO  

CC  
NNHH22

Résidu de lysine d’une protéine  
(ε-NH2) 

ε-amino-carbamyl-lysine 
ou homocitrulline 

(protéine carbamylée) 



Introduction 

 65

I.4.2.2. Carbamylation des protéines in vivo et processus physiopathologiques 

  

 La carbamylation des protéines par l’acide isocyanique a été mise en évidence in vivo de 

manière indirecte dans les années 70, lorsque l’urée était utilisée comme traitement contre les 

effets indésirables de la drépanocytose. Cette maladie est caractérisée par la morphologie 

particulière des hématies (en forme de faucilles) due à la polymérisation et à l’agrégation d’une 

forme mutée de l’hémoglobine, l’HbS [Merciris et al., 2000]. Le traitement par l’urée permettait 

de contrecarrer ces effets en inhibant la falciformation des globules rouges. L’élucidation du 

mécanisme d’action de l’urée a montré que l’acide isocyanique, produit de décomposition de 

l’urée, interagissait avec le groupement α-NH2 de l’acide aminé situé en position N-terminale des 

chaînes α et β de l’HbS. Cette interaction provoque un changement conformationnel [Simons et 

al., 1976] influençant les fonctions de l’hémoglobine S en augmentant son affinité pour 

l’oxygène tout en inhibant son agrégation [Cerami et Manning, 1971 ; Nigen et al., 1974]. 

Cependant, l’utilisation d’urée dans le traitement des symptômes de la drépanocytose fut par la 

suite stoppée à cause de l’apparition d’effets secondaires parmi lesquels une augmentation du 

nombre de cataractes [Nicholson et al., 1976]. 

 Ces observations eurent néanmoins pour intérêt de montrer pour la première fois que 

l’urée présente dans le compartiment sanguin était capable d’interagir avec les protéines 

circulantes, provoquant des modifications de leurs propriétés structurales et fonctionnelles. 

 

I.4.2.2.1. Cataracte 

 

 Compte-tenu de la corrélation entre le traitement par l’urée dans la drépanocytose et le 

développement de cataractes, certains auteurs se sont intéressés à l’influence de la carbamylation 

sur les protéines du cristallin. 

 Qin et al. ont montré que la carbamylation des α-cristallines, protéines du cristallin, 

impliquait les sept résidus de lysine de la protéine et que ces résidus possédaient différents 

degrés de réactivité [Qin et al., 1992]. La transformation des résidus de lysine en homocitrulline 

induit une diminution du nombre de charges positives de la protéine, entraînant un changement 

conformationnel à l’origine de l’agrégation des α-cristallines et de l’altération de l’interaction 

protéine-protéine et protéine-eau nécessaire au maintien de la transparence du cristallin [Beswick 

et Harding, 1984 ; Martin et Harding, 1989 ]. La sévérité de la cataracte est corrélée au nombre 

de résidus de lysine carbamylés [Qin et al., 1992]. 
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 L’apparition progressive de l’opacité du cristallin est liée au syndrome urémique, comme 

en témoigne l’incidence plus élevée de cataractes chez les patients atteints d’IRC [Berlyne et al., 

1972]. 

 Par ailleurs, la carbamylation des protéines du cristallin a permis d’apporter des 

informations essentielles sur cette modification post-traductionnelle. En effet, en raison de leur 

renouvellement pratiquement nul et du caractère cumulatif de la carbamylation, les protéines du 

cristallin constituent des cibles préférentielles, si bien que le cristallin a même été proposé 

comme reflet des mécanismes de vieillissement [Harding et al., 1989]. Ces données suggèrent 

l’impact majeur du processus de carbamylation sur les protéines à demi-vie longue. 

 

I.4.2.2.2. Insuffisance rénale chronique 

 

 L’insuffisance rénale chronique, caractérisée par une urémie élevée, reste le contexte 

pathologique le plus favorable au processus de carbamylation. Les protéines carbamylées, 

identifiées à l’heure actuelle dans le cadre d’une IRC, sont pour la plupart circulantes, mais la 

carbamylation des protéines tissulaires est désormais envisagée. Les principales protéines 

carbamylées décrites jusqu’à présent dans la littérature sont les suivantes : 

 

 L’hémoglobine 

 

L’hémoglobine est la protéine du compartiment sanguin qui a fait l’objet du plus grand 

nombre d’études à l’heure actuelle. Elles ont porté non seulement sur l’impact structural de la 

carbamylation (§ I.4.2.2), mais aussi sur la caractérisation des relations entre hémoglobine 

carbamylée et urémie. 

Une corrélation avait été établie entre l’hémoglobine glyquée (HbA1c) et la concentration 

d’urée des patients IRC avant dialyse par Flückiger et al. en 1981, mais cette observation était 

liée à l’interférence de l’hémoglobine carbamylée sur le dosage de l’hémoglobine glyquée. 

Par la suite, le dosage spécifique de l’hémoglobine carbamylée par chromatographie 

liquide haute performance (mesure de la carbamyl-valine NH2-terminale), a permis de démontrer 

une relation linéaire entre hémoglobine carbamylée et concentration d’urée plasmatique chez les 

sujets insuffisants rénaux chroniques non dialysés [Kwan et al., 1990]. De plus, les dosages 

d’hémoglobine carbamylée réalisés chez des sujets sélectionnés à différents stades de 

l’insuffisance rénale ont montré globalement que les taux d’hémoglobine carbamylée étaient 

faibles dans l’IRA et élevés en cas d’IRC [Han et al., 1997 ; Kwan et al., 1992]. D’une manière 
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générale, la relation entre urée et hémoglobine carbamylée est linéaire dans l’IRA et 

exponentielle dans l’IRC [Stim et al., 1995]. Par conséquent, la carbamylation de l’hémoglobine 

est dépendante de la concentration urémique moyenne mais également de la durée d’exposition à 

l’urée [Davenport et al., 1993]. 

A partir de ces constatations, certains auteurs ont proposé l’hémoglobine carbamylée 

comme marqueur biologique permettant d’établir une distinction entre insuffisance rénale aiguë 

et chronique [Davenport et al., 1993 ; Tasanarong et al., 2002 ; Wynckel et al., 2000]. De la 

même manière que le dosage de l’hémoglobine glyquée dans le suivi du diabète, le dosage de 

l’hémoglobine carbamylée a également été proposé comme moyen de contrôle de l’efficacité de 

l’hémodialyse des patients IRC [Davenport et al., 1996 ; Hasuike et al., 2002 ; Tarif et al., 

1997], mais il reste jusqu’à présent assez peu utilisé en pratique clinique. 

 

 Les autres protéines des cellules sanguines 

 

Le cyanate peut également interagir directement avec les protéines membranaires des 

hématies ou des leucocytes, entraînant des modifications de leur comportement. La 

carbamylation des protéines membranaires altère les propriétés rhéologiques de la membrane des 

érythrocytes [Pieniazek et Gwozdzinski, 2003 ; Trepanier et al., 1996 ]. Le même phénomène a 

été observé pour les leucocytes isolés de patients urémiques. De plus, la carbamylation des 

protéines cytoplasmiques a été corrélée à une altération des fonctions des neutrophiles, à savoir 

une diminution de leur capacité de libération d’espèces réactives de l’oxygène [Kraus et al., 

1994]. 

 

 Les lipoprotéines de faible densité (« Low Density Lipoproteins ») 

 

Chez les patients insuffisants rénaux chroniques, les troubles cardiovasculaires sont en 

partie expliqués par une hyperlipoprotéinémie, et notamment une concentration élevée de 

lipoprotéines de faible densité (LDL) [Kumar et Shah, 2005 ; Roxborough et Young, 1995]. La 

carbamylation des LDL est relativement faible in vivo en raison de leur courte demi-vie, mais 

leur comportement est néanmoins différent de celui des LDL normales, et se traduit par une 

diminution de leur clairance et un catabolisme plus lent [Hörkkö et al., 1992 ; Hörkkö et al., 

1994]. Plus récemment, les LDL carbamylés ont même été décrits pour leur capacité à induire 

l’apoptose des cellules endothéliales, ce qui pourrait contribuer à l’accélération des processus 

athérosclérotiques observés chez les sujets urémiques [Ok et al., 2005]. 
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D’autre part, Gonen et al. ont montré que la carbamylation d’environ 10 % des résidus de 

lysines des LDL suffisait à leur reconnaissance par les récepteurs « scavengers » présents à la 

surface des macrophages [Gonen et al., 1983]. 

 

 Les autres protéines plasmatiques 

 

Les protéines plasmatiques dans leur ensemble sont carbamylées au cours de 

l’insuffisance rénale chronique [Oimomi et al., 1983 ; Oimomi et al., 1985] et chez les patients 

hémodialysés [Balion et al., 1998].  

 

 Les protéines matricielles 

 

La demi-vie des protéines étant un élément essentiel dans le processus de carbamylation 

des protéines in vivo, Kraus et al. ont émis l’hypothèse que les protéines de la matrice 

extracellulaire constitueraient des cibles de choix pour cette modification post-traductionnelle. 

Ils ont ainsi montré à l’aide d’un anticorps anti-homocitrulline, la présence de protéines 

carbamylées au sein du tissu conjonctif de reins de patients atteints d’IRC [Kraus et al., 2001]. 

Cette étude montre qu’au-delà des protéines circulantes, toutes les protéines de l’organisme sont 

susceptibles d’être carbamylées pourvu qu’elles présentent une demi-vie suffisamment longue. 

 

I.4.2.3. La carbamylation des protéines in vitro 

  

La démonstration de la pertinence in vivo du processus de carbamylation a conduit à 

mener toute une série d’études in vitro sur l’identification des modifications structurales et 

fonctionnelles induites par la carbamylation de diverses protéines. Les travaux ont porté 

principalement sur : 

 Des protéines du cytosquelette : l’actine carbamylée présente un défaut 

de polymérisation [Kuckel et al., 1993], tout comme la tubuline, incapable de s’assembler en 

microtubules après carbamylation [Mellado et al., 1982]. 

 Différents types d’enzymes (6-phosphogluconate déshydrogénase, 

pepsine, superoxyde dismutase, MMP-2) : la carbamylation de ces enzymes est 

systématiquement associée à une inhibition partielle ou complète de leur activité [Cocco et al., 

1982 ; Ganea et Harding, 1996 ; Kraus et al., 2001 ; Rimon et Perlmann, 1968]. 
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 Des hormones : l’insuline [Oimomi et al., 1987], de même que 

l’érythropoïétine perdent leur activité biologique in vivo chez le rat après carbamylation in vitro 

[Mun et Golper, 2000 ; Park et al., 2004]. 

 

D’une manière générale, l’altération des propriétés structurales ou fonctionnelles des 

protéines étudiées fait suite à la transformation d’un faible nombre de résidus. La carbamylation 

d’un seul groupement du TIMP-2 (α-NH2 de la cystéine N-terminale) suffit lui faire perdre son 

activité inhibitrice et sa capacité à activer la pro-MMP-2 via son interaction avec la MT1-MMP 

[Higashi et Miyazaki, 1999]. 

 

En conclusion, l’ensemble des protéines circulantes mais également les protéines 

tissulaires peuvent être concernées par ce phénomène, pourvu que leur accessibilité et leur 

demi-vie soient compatibles avec les paramètres qui régissent la réaction de carbamylation. 

 

 

I.4.3. Rôle de la carbamylation des protéines dans la progression de 

l’insuffisance rénale chronique 
 

 L’insuffisance rénale chronique est la conséquence de nombreuses maladies rénales ou 

générales. Divers facteurs non spécifiques concourent à la progression de l’insuffisance rénale 

vers le stade terminal, même si la cause initiale de la maladie a disparu ou est contrôlée par un 

traitement adapté. L’enjeu de la néphrologie moderne est de réussir à contrôler et à ralentir cette 

progression par le biais de différentes stratégies thérapeutiques. 

Plusieurs de ces facteurs ont été décrits comme favorisant le développement de l’IRC, 

parmi lesquels sont répertoriés [Combe et al., 2000] : 

 La néphropathie initiale : la progression de l’IRC est plus rapide au cours des 

néphropathies glomérulaires et du diabète qu’au cours des néphropathies interstitielles. 

 La pression artérielle : elle est un facteur déterminant de la progression de l’IRC. 

Toutefois, un contrôle pharmacologique adéquat permet de s’affranchir de ses effets néfastes. 

 La protéinurie : son importance conditionne le rythme de progression de l’IRC, 

d’où la nécessité d’élaborer des régimes visant à diminuer la protéinurie, qui ont généralement 

un effet favorable sur la progression. 
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 Des facteurs invariables tels que le sexe et la race. Les personnes de sexe 

masculins et de race noire présentent une progression plus rapide de l’IRC. 

 Le tabac : le tabagisme augmente considérablement le risque de progression vers 

le stade terminal. 

 

A ces différents facteurs, il convient d’ajouter l’accumulation de déchets métaboliques, 

regroupés sous le terme de toxines urémiques, qui inhibent divers processus physiologiques ou 

biochimiques et conduisent à l’aggravation des complications caractéristiques de l’IRC (§ 

I.4.1.2) [Vanholder, 2003]. Parmi ces toxines, sont répertoriés tous les composés obtenus après 

modification post-traductionnelle des protéines, comme les produits avancés de glycation 

(autrement appelés « glycotoxines » [Vlassara, 1997]) ou les produits d’oxydation avancée des 

protéines.  

A l’heure actuelle, nous n’avons pas suffisamment d’éléments nous permettant de définir 

l’implication des protéines carbamylées, en tant que toxines urémiques, dans la progression de 

l’IRC. La carbamylation des protéines in vivo a été mise en évidence, et l’IRC a été définie 

comme étant un contexte pathologique propice à ce type de réaction. Toutefois, il n’existe pas de 

données bibliographiques permettant d’établir un lien direct entre l’existence de protéines 

carbamylées et l’apparition de troubles cliniques chez des patients urémiques. Malgré tout, 

certaines expériences menées in vitro permettent d’envisager l’implication des protéines 

carbamylées dans l’apparition des complications de l’IRC. Par exemple, Ok et al. ont montré 

récemment que les LDL carbamylés induisent l’apoptose des cellules endothéliales et stimulent 

parallèlement la prolifération des cellules musculaires lisses, représentant un facteur potentiel 

d’athérosclérose chez les patients urémiques [Ok et al., 2005]. 
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II..55..  HHYYPPOOTTHHEESSEESS  DDEE  TTRRAAVVAAIILL  
 
 

 

Les éléments bibliographiques ont permis de montrer que la carbamylation, amplifiée au 

cours de l’IRC, était un processus cumulatif donc susceptible d’affecter préférentiellement les 

protéines à demi-vie longue. La carbamylation des protéines tissulaires a été peu étudiée jusqu’à 

présent, essentiellement par manque de techniques fiables et suffisamment sensibles de dosage 

de l’homocitrulline. Or, les protéines de la matrice extracellulaire, de par leur durée de vie 

relativement longue, représentent des cibles préférentielles pour cette modification post-

traductionnelle. Parmi celles-ci, le collagène de type I, qui est un élément structural important 

participant à l’architecture globale du tissu conjonctif, est un candidat privilégié, par ailleurs 

modifié par d’autres réactions de ce type comme la glycation.  

 

L’objectif de ce travail était de déterminer le rôle du collagène de type I carbamylé dans 

certains mécanismes de progression de l’IRC. Dans un premier temps, nous avons évalué de 

quelle manière la carbamylation affectait le collagène en tant qu’entité structurale du tissu 

conjonctif, et quelles répercussions elle pouvait entraîner in vivo, comme par 

exemple l’altération des propriétés mécaniques des tissus ou les processus fibrotiques. Ensuite, 

nous avons étudié la possible contribution de la carbamylation à l’apparition des troubles 

infectieux et inflammatoires au cours de l’IRC, en évaluant la capacité du collagène carbamylé à 

réguler les fonctions cellulaires des polynucléaires neutrophiles. 

 

Pour réaliser ce travail,  nous avons utilisé différents modèles expérimentaux permettant 

d’évaluer in vitro l’impact de la carbamylation sur les propriétés du collagène de type I, et plus 

particulièrement par l’étude : 

 des modifications structurales et des caractéristiques physico-

chimiques du collagène I carbamylé, par des méthodes d’étude physiques et biochimiques. 

 de la résistance du collagène carbamylé à la dégradation enzymatique, 

pour envisager son renouvellement in vivo au sein de la matrice extracellulaire. 

 des interactions entre collagène de type I carbamylé et PNN, pour 

évaluer le degré de participation possible de la carbamylation à l’apparition des syndromes 

infectieux et inflammatoires observés au cours de l’IRC. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CChhaappiittrree  IIII  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MMAATTEERRIIEELL  &&  MMEETTHHOODDEESS  
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IIII..11..  MMAATTEERRIIEELL  EETT  RREEAACCTTIIFFSS  
 
 

 

 L’ensemble du matériel et des réactifs utilisés pour réaliser les différentes expériences 

ainsi que leur provenance ont été répertoriés dans les tableaux présentés ci-après (listes 

alphabétiques). 

 

 

II.1.1. Liste du matériel 

 

Matériel Utilisation Fournisseur 
Appareil à point critique IFC 1100 Point critique Jeol 
Bandelettes IPG IEF analytique Biorad 
Boudins de dialyse (MWCO 12-14 kDa) Dialyse Medicell Int. 
Centrifugeuse Centrifugation Eppendorf 
Centrifugeuse Centrifugation Beckman 
Compteur à β-scintillation Tricarb 2100TR Radioactivité Packard 
Elutatube Extraction d’ADN Fermentas 
Hémacytomètre de Neubauer Culture cellulaire Dominique Dutscher 
Hotte à flux laminaire MSC12 Culture cellulaire Jouan 
HPLC L8800 Chromatographie Hitachi 
Lecteur de microplaques Multiskan Plus Spectrophotométrie Titertek 

Logiciel d’analyse densitométrique BioProfil Traitement des 
données Vilbert Lourmat 

Logiciel OPUS NT Spectroscopie FTIR Bruker Optics 

Logiciel PDQuest 4.0 Traitement des 
données Biorad 

Luminomètre Lumac3M Mesure de la 
luminescence Biocounter 

Lyophilisateur Lyophilisation Edman 
Membrane en difluorate de polyvinylidène 
Immobilon-P Transfert Millipore 

Microscope électronique à balayage JSM 5400 LV Observation au MEB Jeol 
Microspectromètre Raman Lab Ram Spectroscopie Jobin Yvon 
Mini Protean 3 Electrophorèse Biorad 
pH-mètre pH Metler Toledo 
Plaques de culture Nuncleon Delta Culture cellulaire Dominique Dutscher 
Polarimètre Polarimétrie Jasco 
Protean IEF cell IEF analytique Biorad 
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ROTOFOR IEF préparative Biorad 
Spectromètre CD6 Dichroïsme circulaire Jobin Yvon 
Spectromètre Equinox 55 (Spectroscopie IR) Spectroscopie Bruker Optics 
Spectrophotomètre DU640 Spectrophotométrie Beckman 
Thermocycleur PCR Eppendorf 
Transblot Transfert Biorad 

 

 

II.1.2. Liste des réactifs 
 

 Les différents réactifs chimiques et solvants utilisés au cours des expériences sont de 

qualité analytique et ont été fournis respectivement par Euromedex et Prolabo, à l’exception de 

ceux mentionnés dans la liste ci-dessous. 

 

Réactifs Fournisseurs 
β-mercaptoéthanol Sigma 
[3H]-NaBH4 (Activité Spécifique : 20-40 Ci/mmol) Amersham 
1,4-dithiothréitol (DTT) Sigma 
4-chloro-1-naphtol Sigma 
4-L-trans-hydroxyproline Merck 
Acide Ethylene-diamine-tetraacetique (EDTA) Sigma 
Acide phényl-mercuriacétique (APMA) Sigma 
Acide ε-amino-caproïque (AHA) Sigma 
Amorces pour PCR MWG Biotech 
Ampholytes Bio-Lytes Biorad 
Anticorps anti-intégrines Santa Cruz 
Azide de sodium (NaN3) Sigma 
Benzamidine Sigma 
Bleu de Coomassie (R-250 et G-250) Sigma 
Bleu de Nitrotétrazolium Sigma 
Bleu trypan Sigma 
Bromure de cyanogène (CNBr) Sigma 
Collagénase bactérienne qualité CLSPA Roche Diagnostics 
Désoxynucléotides triphosphates (dNTP) Invitrogen 
Diéthylpyrocarbonate (DEPC) Sigma 
Enzymes de restriction EcoRI et NotI Invitrogen 
Glutaraldéhyde Sigma 
Glutathion réduit Sigma 
Glycérol Sigma 
Huile minérale Biorad 
Hypoxanthine Sigma 
Luminol Sigma 
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Milieu de culture « Luria Bertani » (LB) Invitrogen 
N-Ethyl-Maléimide Sigma 
para-amino-phényl-mercuriacétate Sigma 
Pepsine Sigme 
Phénylméthylsulfonylfluorure (PMSF) Sigma 
Phosphatase alcaline bactérienne Fermentas 
Phosphate de pyridoxal Sigma 
Plasmide pGEX-4T-3 Amersham 
Polymorphprep® AbCys 
Pro-MMP-1 (Activité spécifique > 15 mU/mg) Calbiochem 
Pro-MMP-13 (Activité spécifique > 50 mU/mg) Calbiochem 
Pro-MMP-2 (Activité spécifique > 600 mU/mg) Calbiochem 
Pro-MMP-8 (Activité spécifique > 40 mU/mg) Calbiochem 
Pro-MMP-9 (Activité spécifique > 1000 mU/mg) Calbiochem 
Protéinase K Sigma 
Rapid DNA ligation kit Roche 
Résine glutathion-sépharose Amersham 
RNasine Promega 
Standards protéiques de hautes masses moléculaires Sigma 
Standards protéiques pour électrophorèse 2D Biorad 
Tampon Ecoreact3 Invitrogen 
Tampon phosphate PBS Gibco 
Taq Polymérase (5 U/µL) Invitrogen 
Thrombine (AS = 2 000 U/mg) Sigma 
Triton X-100 Sigma 
Tween-20 Sigma 
Violet cristal Sigma 
Xanthine oxydase Sigma 
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IIII..22..  MMEETTHHOODDEESS  
 
 

 

II.2.1. Extraction et carbamylation du collagène de type I 
 

 II.2.1.1. Préparation du collagène de type I acido-soluble 

 

 Le collagène de type I est extrait à partir de tendons de queues de rat (type Sprague 

Dawley) conservées congelées à -20°C [Piez et al., 1963]. Au moment de l’extraction, les queues 

sont plongées dans l’éthanol 70 % (v/v) pendant 5 min pour être désinfectées. Les tendons sont 

extirpés en tirant sur l’extrémité de la queue à l’aide d’une pince et sont ensuite plongés 24 h à 

4°C sous agitation dans un tampon d’extraction (Tris-HCl 10 mM ; NaCl 150 mM ; EDTA 10 

mM ; NaN3 1 ‰ (m/v) ; pH 7,4) en présence d’inhibiteurs de protéases : benzamidine 5 mM ; 

PMSF 1 mM ; N-éthyl-maléimide 5 mM.  

Après centrifugation (10 000 g ; 30 min ; 4°C), les tendons sont placés dans l’acide acétique 

500 mM pendant 48 h à 4°C sous agitation. Au volume de surnageant obtenu après 

centrifugation (10 000 g ; 30 min ; 4°C) est ajouté un volume égal d’acide acétique 500 mM 

contenant 1,4 M NaCl (0,7 M final : précipitation spécifique des collagènes fibrillaires). Après 

24 h d’agitation à 4°C, un précipité de collagène se forme. Ce précipité est centrifugé (10 000 g ; 

30 min ; 4°C) puis solubilisé dans de l’acide acétique 18 mM pendant 24 h à 4°C. Le collagène 

soluble est ensuite dialysé contre de l’eau distillée pendant 5 jours à 4°C puis lyophilisé. Sous sa 

forme lyophilisée, le collagène peut être conservé pendant plusieurs mois à - 80°C. 

 Avant toute utilisation, le collagène lyophilisé est stérilisé par des bains successifs 

d’éthanol 70 % (v/v) (2 bains de 30 min et 1 bain de 24 h à 4°C). L’éthanol est ensuite éliminé et 

le collagène séché sous hotte stérile pendant 30 min, pour éliminer l’excédent d’éthanol, puis 

solubilisé à la concentration de 2 mg/mL dans une solution d’acide acétique 18 mM sous 

agitation pendant 24 h à 4°C. 

 Pour vérifier l’absence d’endotoxines dans nos préparations de collagène, un dosage 

d’endotoxines est réalisé à la suite de l’étape de solubilisation (dosage effectué au laboratoire 

d’hématologie du Pr Nguyen, CHU de Reims). Par ailleurs, la pureté du collagène préparé est 

vérifiée par électrophorèse et par analyse de la composition en acides aminés. 
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 II.2.1.2. Carbamylation du collagène de type I 

 

Les conditions de carbamylation ont été déterminées d’après les travaux de Qin et al. 

[Qin et al., 1992]. La carbamylation s’effectue par incubation du collagène pendant 2, 6 ou 24 h 

à 37°C dans un tampon phosphate (Na2HPO4/KH2PO4) 150 mM pH 7,4 contenant 100 mM de 

KCNO. Parallèlement, le collagène est incubé dans les mêmes conditions en remplaçant le 

KCNO par du KCl ; ce collagène sert de collagène témoin. Les solutions de collagène sont 

ensuite dialysées contre l’eau du robinet (24 h à 4°C), contre de l’eau distillée (3 jours à 4°C) 

puis contre de l’acide acétique 18 mM (24 h à 4°C). Après lyophilisation, les collagènes témoin 

et carbamylé sont conservés à -80°C. 

 Pour certaines expériences, l’urée a été utilisée à la place du KCNO comme agent de 

carbamylation. Dans celles-ci, le collagène a été incubé pendant 3 ou 6 mois à 37°C en tampon 

phosphate pH 7,4 contenant 50 mM d’urée. 

 Dans le cas de l’analyse structurale et de la dégradation protéolytique du collagène, les 

expériences ont été réalisées à partir d’un même lot de collagènes carbamylés. En revanche, pour 

l’étude de l’interaction avec les PNN, un nouveau lot est préparé approximativement tous les 

trois mois, car une plus longue conservation entraîne une perte progressive de la capacité du 

collagène à activer les PNN. 

 

II.2.2. Méthodes d’étude des propriétés structurales du collagène 
 

 II.2.2.1. Analyse électrophorétique 

 

 Le collagène est analysé par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de 

dodécyl sulfate de sodium (ou SDS-PAGE) selon le protocole décrit par Laemmli [Laemmli, 

1970] qui permet une séparation des protéines en fonction de leur masse moléculaire apparente. 

Un gel de séparation à 5 ou 12,5 % (m/v) de polyacrylamide (selon les échantillons à analyser) 

est préparé (en tampon Tris-HCl 375 mM ; SDS 0,1 % (m/v) ; APS 0,05 % (m/v) ; TEMED 0,05 

% (v/v) ; pH 8,8) et coulé entre deux plaques de verres séparées d’un espaceur. Après 

polymérisation du gel de séparation, un gel de concentration à 4 % (m/v) de polyacrylamide est 

préparé (en tampon Tris-HCl 125 mM ; SDS 0,1 % (m/v) ; APS 0,05 % (m/v) ; TEMED 0,05 % 

(v/v) ; pH 6,8) et déposé sur le premier gel. 
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 Les protéines à analyser sont mélangées volume à volume avec du tampon de Laemmli 

(Tris-HCl 125 mM ; SDS 4 % (m/v) ; glycérol 10 % (v/v) ; bleu de bromophénol 0,01 % (m/v) ; 

pH 6,8). Les échantillons sont ensuite réduits par 1 % (v/v) de β-mercaptoéthanol puis dénaturés 

par chauffage (3 min à 90°C) avant d’être déposés. Le gel est placé dans une cuve à 

électrophorèse en présence de tampon de migration (Tris-HCl 25 mM ; Glycine 192 mM ; SDS 

0,1 % (m/v)) et soumis à un courant de 100 V pendant 2 h à 4°C. 

 A la fin de la migration, le gel est démoulé puis incubé dans une solution de coloration 

(acide acétique 7 % (v/v) ; méthanol 40 % (v/v) ; bleu de Coomassie R-250 0,05 % (m/v)) 

pendant 20 min sous agitation. La décoloration du gel est effectuée par des bains successifs 

d’acide acétique 10 % (v/v). 

 

 II.2.2.2. Analyse de la composition en acides aminés 

 

 Le collagène est hydrolysé dans les conditions suivantes : 200 µL d’une solution de 

collagène à 2 mg/mL sont dilués au demi avec de l’acide chlorhydrique (HCl) 12 M et incubés 

pendant 18 h à 110°C dans une ampoule de verre scellée. Les hydrolysats sont ensuite évaporés 

sous azote et les résidus repris dans 200 µL d’eau distillée. Les échantillons sont analysés par 

chromatographie liquide haute performance (CLHP) échangeuse de cations au Laboratoire de 

Biochimie du CHU de Reims sur analyseur Hitachi 8800 (ScienceTec, Les Ullis, France). La 

séparation des AA est effectuée selon leur charge sous haute pression (100-105 bar), ce qui 

permet de garantir une bonne résolution et une quantification précise des AA. L’appareil est 

étalonné à l’aide d’un mélange d’acides aminés physiologiques acides, basiques et neutres, 

supplémenté en homocitrulline. 

 

 En sortie de colonne, les AA sont détectables, après avoir réagi avec la ninhydrine à 

136°C, par spectrophotométrie à deux longueurs d’onde différentes : 570 nm pour les AA 

possédant des groupements amines primaires (NH2) et 440 nm pour les AA possédant des 

groupement amines secondaires (NH). Le traitement des données, ainsi que la gestion de 

l’automate, sont effectués grâce au logiciel ASM (« Amino acid System Manager »). Les 

résultats sont présentés sous la forme de chromatogrammes, sur lesquels apparaissent les pics 

correspondant aux différents AA (figure 15). 
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Figure 15. Chromatogrammes représentant la séparation des AA du collagène. 
Le collagène témoin (A) ou carbamylé 24h (B) est hydrolysé en milieu acide, puis les AA 
sont séparés par chromatographie échangeuse de cations. Après réaction avec la ninhydrine, 
les AA sont détectés par spectrophotométrie, dans un ordre qui dépend de leur pHi. Les pics 
correspondant à l’homocitrulline et à la lysine ont été surlignés.  
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 II.2.2.3. Etude de la fibrillogenèse in vitro 

 

 L’effet de la carbamylation sur les propriétés de fibrillogenèse du collagène a été mise en 

évidence par deux tests différents : 

 Dans le premier test, la capacité du collagène à fibriller in vitro est déterminée par mesure 

des variations d’absorbance à 400 nm. Ce test consiste à mélanger 500 µL d’une solution de 

collagène à 1 mg/mL (dans l’acide acétique 18 mM) avec un volume identique de tampon 

phosphate 150 mM pH 7,4. Ce mélange est transféré dans une microcuve placée dans le 

compartiment thermostaté d’un spectrophotomètre. La température est maintenue à 30°C tout au 

long de la cinétique de fibrillogenèse et l’absorbance à 400 nm est mesurée à intervalles 

réguliers. La formation du gel de collagène est caractérisée par une augmentation de la turbidité 

du milieu, proportionnelle à l’absorbance à 400 nm (Turbidité à 400 nm = absorbance à 400 nm 

x 2,303 [Wood et Keech, 1960]). Dans ces expériences, une solution de collagène préalablement 

dénaturé par chauffage (60°C ; 30 min) est utilisée comme contrôle négatif de fibrillogenèse. 

 Le second test de fibrillogenèse permet d’évaluer l’homogénéité des gels de collagène. 1 

mL de collagène en solution à 2 mg/mL dans l’acide acétique 18 mM est mélangé à 4°C à 150 

µL NaOH 100 mM et 1,15 mL de tampon phosphate 150 mM pH 7,4. 300 µL de cette solution 

sont déposés dans les puits d’une plaque 24 puits afin d’obtenir un gel d’une épaisseur finale de 

1 mm. Les plaques sont incubées durant 2 h à 37°C pour permettre la formation des gels, qui 

sont ensuite séchés une nuit à température ambiante sous une hotte à flux laminaire. Après 

plusieurs lavages à l’eau distillée, les gels sont soit colorés au bleu de Coomassie R-250 (Acide 

acétique 7 % (v/v) ; méthanol 40 % (v/v) ; bleu de Coomassie 5 % (m/v)) soit directement 

observés en microscopie électronique à balayage (cf protocole de préparation des échantillons § 

II.2.2.7). 

 

 II.2.2.4. Mesure de la température de fusion des gels de collagène 

 

 Une solution de collagène à 1 mg/mL (en acide acétique 18 mM) est mélangée à volume 

égal de tampon phosphate 150 mM pH 7,4 comme décrit pour le test de fibrillogenèse (§ 

II.2.2.3) puis incubée pendant 90 min à 30°C afin d’obtenir un gel de collagène. Une fois formé, 

le gel est soumis à une augmentation constante de température (+ 0,5°C/min) jusqu’à ce que la 

température interne de la cuve atteigne 56°C. La turbidité à 400 nm est mesurée régulièrement 

pour suivre la dissociation progressive du gel. La température de fusion du gel correspond à la 
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température pour laquelle la turbidité à 400 nm est égale à la moitié de sa valeur maximale 

[Delorenzi et al., 1996]. 

 

 II.2.2.5. Analyse du collagène par dichroïsme circulaire (DC)  

 

Le dichroïsme circulaire permet de donner des informations concernant la structure 

secondaire d’une protéine. Ces expériences ont été réalisées par le Pr. Sylvie Ricard-Blum à 

l’institut de biologie structurale JP Ebel (CNRS UMR 5075) de l’université Joseph Fourier de 

Grenoble. 

Avant d’être analysées, les solutions contenant 200 µg/mL de collagène sont dialysées 

contre de l’acide acétique 50 mM. Les spectres de DC (190-260 nm) sont enregistrés à 

température ambiante à l’aide d’un spectromètre CD6 dans une cuve en quartz de trajet optique 1 

mm. Les spectres obtenus représentent la moyenne de deux spectres pour chaque type de 

collagène, auxquels a été soustrait le spectre de l’acide acétique 50 mM. Pour mesurer la 

dénaturation de la triple hélice de collagène par la température, l’ellipticité molaire à 221 nm est 

mesurée au cours d’une augmentation progressive de température (de 20 à 65°C) selon un 

gradient linéaire de 2°C/min. La température de dénaturation de la triple hélice de collagène est 

déterminée grâce au point d’inflection de ces courbes. 

 

 II.2.2.6. Méthodes d’analyse spectroscopique du collagène carbamylé 

 

 Les techniques de spectroscopie vibrationnelle donnent des informations structurales sur 

les protéines à un niveau moléculaire en mesurant les modes et intensités de vibration des 

liaisons covalentes des protéines. Les différentes analyses spectroscopiques ont été réalisées en 

collaboration avec les Drs. Ganesh Sockalingdum et Grégory Kegelaer de l’unité MéDIAN 

(CNRS UMR 6142) à la faculté de pharmacie de l’université de Reims Champagne-Ardenne. 

 

   a) Spectroscopie infra-rouge à transformée de Fourier (IR-TF) 

 

 Les spectres infra-rouge sont enregistrés en mode transmission sur des échantillons de 

collagènes compressés en fines pastilles. Ces pastilles sont préparées à partir d’un mélange 

d’environ 1 mg de collagène et de 99 mg de KBr comprimé sous une pression de 10 000 à 

15 000 psi. Les échantillons apparaissent alors comme de fines pastilles transparentes qui 

permettent d’obtenir des spectres avec des valeurs comprises entre 0 et 1,5 unités d’absorbance. 
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Les mesures sont réalisées sur un spectromètre Equinox 55 (Bruker Optics, France) et 

l’acquisition des spectres est effectuée entre 4000 et 400 cm-1 en moyennant 64 accumulations à 

une résolution de 4 cm-1 à l’aide du logiciel OPUS NT (Bruker Optics). L’analyse statistique des 

spectres est réalisée en utilisant le programme IDENT du logiciel OPUS NT.  

 

   b) Spectroscopie Raman 

 

 Les spectres Raman sont enregistrés directement sur les fibres de collagène à l’aide d’un 

microspectromètre Raman (LabRam, Jobin-Yvon HORIBA, France). Une onde de 785 nm issue 

d’un laser de type Ti :Sa est utilisée comme source d’excitation. La puissance du laser sur 

l’échantillon est d’environ 80 mW et les paramètres expérimentaux restent constants pour 

chaque mesure : des séries de 10 acquisitions de 10 secondes chacune ; un microscope (Olympus 

BX40) équipé d’un objectif confocal (X100, ON = 0,9 µm) pour focaliser le laser et collecter la 

lumière diffusée ; un réseau de 950 lignes/mm pour disperser la lumière sur un détecteur type 

CCD. Ces paramètres permettent l’obtention de spectres d’une résolution spatiale de 6 µm et 

d’une résolution spectrale de 6-8 cm-1. Les données Raman sont enregistrées pour une région 

spectrale comprise entre 1800 et 400 cm-1 puis traitées à l’aide du logiciel Labspec 4.04. 

 

II.2.2.7. Méthodes d’étude de l’hélicité du collagène 

 

 Ces études ont été réalisées par le Pr. Véronique Larreta-Garde, du laboratoire 

ERRMECE de l’université de Cergy-Pontoise. 

 La polarimétrie permet de mesurer le pouvoir rotatoire d’une protéine. Ce pouvoir 

rotatoire est spécifique pour le collagène de type I, grâce à sa structure caractéristique en hélice 

de type polyproline, et révèle une structure en hélice gauche adoptée par les chaînes α 

individuelles. La torsion due à la formation de la triple hélice a peu d'effet sur la rotation optique 

mais la dénaturation de la structure individuelle de chaque chaîne α entraîne une diminution 

importante du pouvoir rotatoire. Celui-ci peut également varier avec le pH, la force ionique ou 

une augmentation de température. Par conséquent, la mesure du pouvoir rotatoire permet de 

fournir directement des informations sur l’état de la triple hélice de collagène [Giraudier et al., 

2004] .  

Toutes les expériences ont été réalisées à l’aide d’un polarimètre, muni d’un filtre à 435 

nm et d’une cuve cylindrique thermostatée de 1 cm de trajet optique, piloté par le logiciel 

Spectra Manager. Toutes les mesures sont effectuées à 27°C sur des solutions de collagène à 2 



Matériel et Méthodes 

 83

mg/mL solubilisé dans l’acide acétique 18 mM, préalablement maintenues à cette température 

pendant 2 h avant la mesure.  

 L'appareil utilisé permet une lecture directe de l'angle de rotation αλ exprimé en degrés. 

Cette grandeur est reliée au pouvoir rotatoire par l’équation suivante : 

 
[α]λ = αλ / c. l 

 
où c est la concentration en soluté en g.cm-3 et l la longueur du trajet optique en dm.  

 

Pour toute valeur de α supérieure à 300 nm, l’information fournie par le pouvoir rotatoire 

est constante. Une longueur d’onde de 435 nm est choisie pour les mesures (référence habituelle 

pour le collagène). 

Le taux d’hélices (X) au sein de la molécule de collagène est déterminé en appliquant la 

formule ci-après [Giraudier et al., 2004] :  

 
Χ = [α]λ

obs - [α]λ dénat/ ([α]λ 100% hélices - [α]λ 
dénat ) 

 
Dans nos expériences, la valeur mesurée pour le collagène témoin est considérée comme le taux 

maximum d’hélices. 

 

 II.2.2.8. Microscopie électronique à balayage 

 

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Sandrine Lorimier du 

laboratoire des biomatériaux (INSERM ERM 0203) de la faculté d’odontologie de Reims. 

 Les observations en microscopie électronique à balayage concernent plusieurs 

expériences nécessitant différentes conditions de préparation des échantillons. Ainsi, l’état de 

fibrillation du collagène a été analysé à partir d’un gel de collagène polymérisé sur lamelle de 

verre ; la structure des fibres a été observée à partir de collagène lyophilisé, préalablement 

congelé dans l’azote liquide puis délicatement fracturé ; et enfin, la morphologie des PNN après 

contact avec le collagène a été évaluée après une incubation de 2 h des cellules sur une lamelle 

de verre recouverte d’un tapis de collagène (cf protocole de préparation du tapis de collagène § 

II.2.4.2). 

 Systématiquement, la préparation des échantillons débute par une phase de lavages en 

tampon phosphate PBS suivie d’une étape de fixation par addition d’une solution de 

glutaraldéhyde 2,5 % (v/v) pendant 1 heure à température ambiante. Après plusieurs rinçages en 
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PBS, les échantillons sont déshydratés par passages successifs dans des solutions alcooliques de 

concentration croissante : éthanol à 50 % (v/v), 10 min ; éthanol à 70 % (v/v), 10 min ; éthanol à 

95 % (v/v), 10 min et éthanol à 100 % (v/v), 2 fois 10 min. Les lamelles sont ensuite plongées 

dans une solution d’alcool-acétone (volume à volume) pendant 15 min puis dans une solution 

d’acétone pur pendant 2 fois 10 min. Les prélèvements sont amenés au point critique (41°C, 73 

atmosphères). A volume constant, la température du CO2 liquide est élevée au-dessus de celle du 

point critique permettant un passage continu de la phase liquide à la phase gazeuse et ceci à 

l’aide d’un appareil à point critique. 

 Les échantillons sont finalement métallisés à l’or palladium dans un évaporateur 

cathodique et observées à l’aide d’un microscope électronique à balayage. 

 

 II.2.2.9. Analyse des CB-peptides par électrophorèse bidimensionnelle 

 

  a) Digestion du collagène par le bromure de cyanogène (CNBr) 

 

 Les peptides issus de la dégradation du collagène par le bromure de cyanogène (CB-

peptides) ont été préparé selon le protocole décrit par Epstein et al. [Epstein et al., 1971]. Le 

collagène est solubilisé à une concentration de 10 mg/mL dans l’acide formique 70 % (v/v) puis 

incubé en présence de 5g de CNBr pendant 4 h à 30°C sous agitation douce. L’acide formique 

est évaporé sous azote puis le culot repris par 1 mL d’eau distillée. Les CB-peptides sont ensuite 

lyophilisés et solubilisés dans l’eau distillée à une concentration de 4 mg/mL. 

 

 Les CB-peptides ont été étudiés par électrophorèse bidimensionnelle, technique qui 

permet de séparer les protéines selon leur point isoélectrique ou pHi (première dimension : 

isoélectrofocalisation ou IEF) et leur masse moléculaire (seconde dimension : SDS-PAGE). Elle 

comporte plusieurs étapes : 

 

   b) Réhydratation des bandelettes 

 

 Le support pour l’isoélectrofocalisation est constitué de bandelettes de gels pré-coulés à 

gradient de pH immobilisé (IPG) qui garantissent la reproductibilité des gradients de pH. Les 

bandelettes utilisées lors de nos expériences mesurent 7 cm et permettent d’établir un gradient 

allant de 3 à 10 unités pH. Avant de procéder à l’isoélectrofocalisation, les bandelettes doivent 

être réhydratées en présence de l’échantillon. Pour cela, 300 µg de CB-peptides sont repris par 
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250 µL de tampon de réhydratation (urée 8 M ; CHAPS 4% (m/v) ; ampholytes Bio-Lytes (pH 3-

10) 0,2 % (v/v) ; DTT 200 mM) puis déposés dans le compartiment à IEF. Une bandelette d’IPG 

est mise en contact avec l’échantillon puis recouverte d’huile minérale afin d’éviter toute 

déshydratation. La réhydratation s’effectue sous un courant de 50 V pendant 10 h à température 

ambiante. 

  

  c) Première dimension : isoélectrofocalisation 

 

 Suite à l’étape de réhydratation, des papiers filtres humidifiés sont disposés entre la 

bandelette d’IPG et les électrodes, afin de collecter l’excès de sels, puis la bandelette est à 

nouveau recouverte d’huile minérale. La focalisation s’effectue en trois étapes : le 

conditionnement (250 V pendant 15 min à 20°C), la montée en voltage qui s’effectue de manière 

linéaire jusqu’à 4 000 V et la focalisation finale (20 000 volts/h pendant 5 h). 

 

  d) Etape d’équilibration 

 

 Avant d’effectuer l’électrophorèse, les bandelettes d’IPG sont équilibrées dans un tampon 

d’équilibration (Tris-HCl 375 mM ; urée 6 M ; glycérol 20 % (m/v) ; SDS 2 % (m/v) ; pH 8,8) 

contenant 130 mM de DTT pendant 15 min à température ambiante. Ensuite, afin de minimiser 

la réoxydation des protéines au cours de l’électrophorèse, les bandelettes sont incubées dans le 

tampon d’équilibration contenant 135 mM d’iodoacétamide durant 20 min à température 

ambiante puis rincées plusieurs fois dans le tampon d’équilibration. 

 

  e) Seconde dimension : SDS-PAGE 

 

 Un gel de séparation à 12,5 % (m/v) de polyacrylamide est tout d’abord préparé. La 

bandelette d’IPG est déposée sur le gel puis recouverte d’une solution à 1 % (m/v) d’agarose 

contenant 0,1 % (m/v) de bleu de bromophénol préalablement chauffée. Après refroidissement, 

l’agarose englobe la bandelette pour former un pseudo-gel de concentration. Parallèlement, des 

marqueurs de masse moléculaire sont déposés à une des extrémités de la bandelette. La 

migration s’effectue en tampon Tris-HCl 25 mM ; glycine 192 mM ; SDS 0,1 % (m/v) sous un 

voltage constant de 100 V pendant 15 min pour l’élution des protéines à partir de la bandelette, 

puis à 200 V pendant environ 1 heure. Les protéines sont révélées par coloration au bleu de 

Coomassie R-250. 
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  f) Détermination du pHi des protéines séparées par électrophorèse 2D 

 

 Après coloration, le pHi des protéines isolées peut être déterminé à l’aide du logiciel 

PDQuest®. Pour cela, une électrophorèse bidimensionnelle d’un mélange de protéines connues 

est réalisée parallèlement à l’analyse des échantillons (figure 16). Cette électrophorèse permet la 

calibration du logiciel indispensable pour l’évaluation ultérieure du pHi des protéines ou 

peptides étudiés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Electrophorèse bidimensionnelle des standards protéiques. 
5 µL d’un mélange de protéines de pHi et masse moléculaire connus est soumis à une 
électrophorèse bidimensionnelle (IEF : pHi de 3 à 10 et SDS-PAGE 12,5 % (m/v) 
polyacrylamide). Après coloration au bleu de Coomassie R-250, les différentes 
protéines sont identifiées : (1) : albumine, 66 kDa / pHi : 5,5 ; (2) : conalbumine, 76 
kDa / pHi : 6,3 ; (3) : actine, 43 kDa / pHi : 5,1 ; (4) : glyceraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase, 36 kDa / pHi : 8,3 ; (5) : anhydrase carbonique, 31 kDa / pHi : 6,0 ; 
(6) : inhibiteur de trypsine, 21,5 kDa / pHi : 4,5. Des marqueurs de masse moléculaire 
(HMW) sont déposés parallèlement sur l’extrémité gauche du gel. 

 

 

 II.2.2.10. Purification des CB-peptides par IEF préparative 

 

  a) Principe et description de l’appareil 

 

 L’IEF préparative a été réalisée à l’aide d’un ROTOFOR®, appareil qui permet de séparer 

les protéines en veine liquide selon leur point isoélectrique (pI ou pHi). Cet appareil est constitué 
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d’une chambre de focalisation cylindrique de 55 mL, réfrigérée en son centre par un tube de 

céramique refroidi par circulation d’eau. Cette chambre est divisée en 20 compartiments par 19 

membranes en polyester et entourée par les réservoirs de l’anode (H3PO4 100 mM) et de la 

cathode (NaOH 100 mM). Sous l’effet d’un courant électrique, un gradient de pH est établi grâce 

à des ampholytes de type Bio-Lytes® (pH : 4 à 8). 

 

  b) Isoélectrofocalisation préparative 

 

 Avant d’effectuer le montage, la chambre de focalisation est abondamment rincée à l’eau 

distillée pour éliminer toutes traces d’électrolytes. Dès que le système de focalisation est 

assemblé, la chambre est remplie par 45 mL d’eau distillée, 2 mL de glycérol et 1 mL 

d’ampholytes. Le ROTOFOR est mis sous tension (12 W limitants, ampérage et voltage au 

maximum). Lorsque la tension est stabilisée, la solution de CB-peptides à 10 mg/mL est déposée 

(après arrêt du courant) dans la chambre puis la focalisation se poursuit sous agitation (1 tpm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Gradient de pH obtenu après isoélectrofocalisation préparative. 
Après l’isoélectrofocalisation, les 20 fractions sont récoltées et leur pH respectif est mesuré. La 
linéarité du gradient est vérifiée en traçant la droite pH = f (numéros de fractions). Dans ce cas, 
le coefficient de régression linéaire R² est égal à 0,96. 
 

Lorsque la tension est à nouveau stabilisée, les fractions correspondant aux 

compartiments de la chambre sont recueillies par aspiration dans des tubes à hémolyse. Le pH de 

chacune d’entre elles est mesuré pour vérifier la linéarité du gradient (figure 17). Chaque fraction 
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est dans un second temps analysée par SDS-PAGE. La résolution de la séparation peut être 

améliorée par le biais d’une seconde isoélectrofocalisation réalisée directement à partir de 

fractions sélectionnées (contenant les protéines d’intérêt), ce qui permet d’affiner le gradient de 

pH. 

 

II.2.3. Méthodes d’étude de la sensibilité du collagène vis à vis des protéinases 
 

 II.2.3.1. Etudes de la dégradation du collagène par la collagénase bactérienne 

 

  a) Etude de la dégradation du collagène par dosage de la 4-Hydroxyproline 

 

 Pour ce premier test de dégradation, 2 mL d’une solution de collagène à 2 mg/mL dans 

l’acide acétique 18 mM sont dilués dans un volume identique de tampon Tris-HCl 100 mM ; 

NaCl 300 mM; CaCl2 10 mM ; pH 7,4 contenant 6 unités/mL de collagénase bactérienne 

(extraite de Clostridium histolyticum, qualité CLSPA). Les échantillons sont incubés à 37°C sous 

agitation et des prélèvements sous effectués à différents temps d’incubation. On ajoute, à chaque 

échantillon, quatre volumes d’éthanol 100 % (v/v) pour précipiter le collagène non dégradé. La 

précipitation à 80 % (v/v) d’éthanol qui s’effectue durant une nuit à - 20°C est suivie d’une 

centrifugation (10 000 g ; 30 min ; 4°C). Le surnageant contenant la fraction de collagène 

dégradé est évaporé sous un courant d’azote et repris par 1 mL d’eau distillée. Le culot précipité 

par l’éthanol, contenant le collagène non dégradé, est dissous dans 1 mL d’acide acétique 18 

mM. 

Une hydrolyse acide de chaque fraction (culot et surnageant) est réalisée pour déterminer 

la quantité d’hydroxyproline de chaque échantillon. Pour cela, 200 µL de fraction, mélangés à 

200 µL d’HCl 12 M, sont placés dans une ampoule scellée pendant 18 h à 110°C puis évaporés à 

sec sous azote. Suite à l’hydrolyse acide, chaque échantillon est repris par 2 mL d’eau distillée 

puis le dosage est réalisé sur chaîne Technicon (Laboratoire de Biochimie - CHU Reims). Ce 

dosage est basé sur la réaction d’oxydation du noyau pyrrole de la 4Hyp par la chloramine T en 

solution à 1,75 % (m/v) dans un tampon acétate citrate (Citrate trisodique, 3H2O 136 mM ; acide 

citrique 25 mM ; acétate de sodium 420 mM ; Brij-35 0,1 % (m/v) ; isopropanol 38 % (v/v) ; pH 

6,0) [Szymanowicz et al., 1979]. L’oxydation est arrêtée par ajout d’une solution de para-

diméthylaminobenzaldéhyde (15 % (m/v) ; acide perchlorique 20 % (v/v) ; isopropanol 80 % 

(v/v)) qui réagit avec le noyau pyrrole oxydé en formant un composé de couleur rouge détectable 
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à 550 nm. La concentration en 4Hyp en (exprimée en µg/échantillon) est calculée à l’aide d’une 

gamme d’étalonnage effectuée parallèlement avec une solution commerciale de 4Hyp de 

concentration connue. 

 

  b) Etude de la dégradation du collagène par électrophorèse 

 

 Ce test consiste à analyser, par électrophorèse, les fragments de la protéolyse du 

collagène par la collagénase bactérienne. Pour cela, 5 µg de collagène sont incubés pendant 2, 6 

et 24 heures à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 mM ; NaCl 150 mM; CaCl2 10 mM ; pH 7,4 

contenant 0,2 unités de collagénase bactérienne par µg de collagène. La réaction est stoppée par 

addition d’un volume identique de tampon de Laemmli (cf § II.2.2.1) puis par chauffage (3 min à 

90°C). La dégradation des chaînes α du collagène de type I est mise en évidence par SDS-PAGE 

à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Après coloration du gel, l’analyse densitométrique des 

différentes bandes a été réalisée à l’aide du système d’analyse d’image BioProfil associé au 

logiciel BioCapt. La disparition progressive des bandes correspondant aux chaînes α du 

collagène permet d’établir un pourcentage de dégradation par comparaison avec le collagène non 

dégradé (sans collagénase). 

 

 II.2.3.2. Analyse par zymographie de la dégradation du collagène par les MMP  

 

  a) Principe 

 

 Nous avons utilisé la technique de zymographie pour mettre en évidence des différences 

de sensibilité du collagène carbamylé vis à vis des différentes protéinases. La particularité de 

cette technique d’électrophorèse est l’incorporation d’un substrat protéique (ici le collagène) 

dans le gel de séparation avant sa polymérisation. La séparation électrophorétique des 

protéinases est réalisée en fonction de leur masse moléculaire apparente, comme dans une SDS-

PAGE classique. Les protéinases sont renaturées après élimination du SDS et les gels sont 

incubés 18 h à 37°C dans un tampon permettant le développement de l’activité enzymatique. La 

dégradation du substrat par les protéinases est ensuite mise en évidence, après coloration des gels 

au bleu de Coomassie, par l’apparition de bandes blanches sur fond bleu. L’intensité de 

dégradation est corrélée à la surface de la plage de lyse et donc proportionnelle à la quantité de 

protéinases présentes (dans une certaine zone de linéarité). 

 



Matériel et Méthodes 

 90

  b) Zymographie en gel de collagène 

 

 Dans nos expériences, nous avons reproduit la technique décrite par Gogly [Gogly et al., 

1998] qui consiste à utiliser le collagène comme substrat protéique. L’utilisation de collagène 

comme substrat protéique impose certaines contraintes dans la préparation du gel de séparation. 

En effet, le gel de séparation à 10 % (m/v) de polyacrylamide contenant 0,5 mg/mL de collagène 

est préparé à 4°C puis soniqué pendant 5 secondes pour garantir une bonne homogénéisation du 

mélange sans pour autant dégrader le collagène. Après polymérisation du gel, des quantités 

variables de pro-MMP, diluées dans du tampon de Laemmli (cf § II.2.2.1), sont soumises à 

l’électrophorèse. 

 A la fin de la migration, le gel est rincé deux fois 30 min dans une solution de Triton X-

100 à 2,5 % (m/v) sous agitation puis incubés pendant 18 h à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 

mM, NaCl 200 mM, CaCl2 5 mM, pH 7,6. Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie G-250 

(acide acétique 10 % (v/v) ; méthanol 50 % (v/v) ; bleu de Coomassie G-250 0,5 % (m/v)) puis 

décoloré (acide acétique 10 % (v/v) ; méthanol 20 % (v/v)). 

 

 II.2.3.3. Analyse électrophorétique de la dégradation du collagène par les MMP 

 

  a) Activation des pro-MMP 

 

Les pro-MMP sont préalablement activées par incubation en présence de 2 mM de para-

amino-phényl-mercuriacétate (APMA) pendant 2 h à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 200 mM, CaCl2 5 mM, pH 7,6. Pour l’ensemble des expériences, les concentrations finales 

d’enzyme ont été choisies afin d’obtenir une digestion partielle du collagène, permettant de 

visualiser les fragments issus de la protéolyse en électrophorèse. 

 

  b) Analyse électrophorétique des fragments obtenus après digestion du collagène 

par les MMP 

 

 5 µg de collagène sont incubés pendant 18 heures à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 

mM ; NaCl 150 mM; CaCl2 10 mM ; pH 7,4 avec différentes MMP préactivées par l’APMA 

(concentrations finales : 12,8 nM pour la MMP-1 et la MMP-13 ; 9 nM pour la MMP-8). La 

réaction est stoppée par addition de tampon de Laemmli (cf § II.2.2.1) puis par chauffage (3 min 
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à 90°C). La dégradation des chaînes α du collagène de type I est mise en évidence par SDS-

PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. 

 

 II.2.3.4. Analyse quantitative de la dégradation du collagène par les MMP 

 

  a) Marquage du collagène au [3H]-NaBH4 

 

 Le collagène en solution à 2 mg/mL dans l’acide acétique 18 mM est dialysé pendant une 

nuit à 4°C contre du tampon Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM pH 7,5. La solution est ensuite 

incubée avec du phosphate de pyridoxal (25 mM en concentration finale) pendant 1 h sur la 

glace et à l’abri de la lumière [Harris et Krane, 1972]. Le [3H]-NaBH4 (1 mCi/mg de collagène) 

est ajouté et l’ensemble est incubé pendant 2 h sur la glace. La réaction est stoppée par addition 

d’acide acétique 1,8 M. La radioactivité libre est ensuite éliminée par dialyse intensive contre de 

l’acide acétique 18 mM. L’activité spécifique des différentes préparations de collagène marqué, 

déterminée à l’aide d’un compteur à β-scintillation, est comprise entre 5.106 et 7.106 cpm/mg de 

collagène.  

 

  b) Test quantitatif de dégradation du [3H]-collagène par les MMP 

 

 10 µg de [3H]-collagène mélangés à 40 µg de collagène non marqué sont incubés pendant 

18 h à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 mM ; NaCl 150 mM ; CaCl2 10 mM ; pH 7,4 en 

présence de différentes concentrations de MMP préactivées par l’APMA (concentrations finales : 

76,9 nM pour la MMP-1 et la MMP-13 ; 53,2 nM pour la MMP-8 ; 55,6 nM pour la MMP-2 ; 

21,7 nM pour la MMP-9). Parallèlement, une digestion du collagène par la pepsine est réalisée 

en incubant le collagène en présence de 150 nM de pepsine pendant 18 h à 4°C dans l’acide 

acétique 1,8 M. Les concentrations finales d’enzyme ont été choisies afin d’obtenir une digestion 

partielle du collagène, avoisinant les 50 % de dégradation. 

 A la fin de l’incubation, 150 µg de collagène froid sont ajoutés au milieu réactionnel qui 

est ensuite précipité à l’éthanol à 80 % (v/v) pendant une nuit à - 20°C. Les échantillons sont 

centrifugés (10 000 g ; 30 min ; 4°C) et la radioactivité est comptée dans les surnageants et les 

culots à l’aide du compteur à β-scintillation. La radiolyse spontanée est évaluée, en parallèle de 

chaque expérience, et ne doit pas dépasser 10 % de la radioactivité totale. 
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II.2.4. Méthodes d’étude des interactions entre collagène et polynucléaires 

neutrophiles humains 
 

 II.2.4.1. Préparation des polynucléaires neutrophiles humains 

 

 Les PNN ont été isolés à partir de sang total selon la technique décrite en 1980 par 

Ferrante et Thong [Ferrante et Thong, 1980]. Pour cela, le sang veineux est prélevé en tubes 

contenant de l’héparinate de lithium chez des sujets volontaires sains ayant donné leur 

consentement éclairé. 6 mL de sang total sont déposés délicatement sur 6 mL de 

Polymorphprep® pour obtenir deux phases distinctes. Le Polymorphprep® est un mélange de 

13,8 % (m/v) de métrizoate de sodium et de 8 % (m/v) de dextran 500, dont les caractéristiques 

physico-chimiques sont une densité de 1,113 ± 0,001 g/L et une osmolarité de 460 ± 5 mosm. 

Grâce à ses propriétés physico-chimiques, le Polymorphprep® permet la séparation des cellules 

sanguines en fonction de leur taille. 

 Après centrifugation (750 g ; 30 min ; 20°C), plusieurs phases apparaissent : une phase 

supérieure qui correspond au plasma, une phase intermédiaire contenant les leucocytes et une 

phase inférieure qui représente le culot érythrocytaire (figure 18). La phase intermédiaire se 

divise est deux parties : une bande située à l’interface entre le plasma et le Polymorphprep® 

contenant les cellules mononuclées et un anneau inférieur regroupant les PNN. 

 

Figure 18. Principe de l’isolement des PNN sur Polymorphprep®. 
Le sang total est déposé sur le Polymorphprep® puis centrifugé (750 g ; 30 min ; 20°C). La 
centrifugation permet la séparation des différents types de cellules sanguines et l’apparition d’un 
anneau caractéristique regroupant les PNN. 
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 Le plasma et les cellules mononuclées sont éliminés à l’aide d’une pipette automatique 

puis les PNN sont prélevés et transférés dans un nouveau tube. Les cellules sont lavées par 15 

mL d’une solution de Dulbecco (NaCl 137 mM ; KCl 2,7 mM ; HEPES 30 mM ; glucose 10 

mM ; CaCl2 1,3 mM ; MgCl2 1 mM ; pH 7,5) afin d’éliminer le polymorphprep entourant les 

cellules. Une nouvelle centrifugation (900 g ; 5 min ; 20°C) permet d’obtenir un culot contenant 

les PNN et éventuellement quelques globules rouges (il peut subsister quelques hématies lorsque 

la séparation n’est pas totale). Le surnageant est alors éliminé et le culot repris par 1 mL de 

solution de Dulbecco. Les hématies sont ensuite lysées par choc osmotique par addition de 6 

volumes d’une solution de NH4Cl 15 mM. Les échantillons sont à nouveau centrifugés (900 g ; 5 

min ; 20°C) et le culot de PNN (dépourvu de globules rouges) est remis en suspension dans 3 mL 

de solution de Dulbecco. 

 Les cellules sont comptées à l’aide d’un hémacytomètre de Neubauer. Les suspensions 

cellulaires obtenues présentent une pureté supérieure à 95 % et un taux de viabilité supérieur à 

98 % évalué par le test d’exclusion du bleu Trypan (cf § II.2.4.4.a). 

 

 II.2.4.2. Préparation des plaques de culture 

 

 Dans nos expériences, nous avons utilisé des plaques de culture en plastique de type 

Nuncleon Delta® qui présentent l’avantage de limiter les phénomènes d’adhésion et de 

stimulation non spécifiques des PNN. 

 Après stérilisation et solubilisation, une solution de collagène à 250 µg/mL est déposée 

dans les puits des plaques de culture à raison de 2,5 µL/mm² (soit 125 µg par puits d’une plaque 

24 puits). Les plaques sont placées sous une hotte à flux laminaire stérile jusqu’à évaporation 

totale de l’acide acétique. Chaque puits est ensuite rincé plusieurs fois avec la solution de 

Dulbecco avant l’utilisation des plaques. 

 

 II.2.4.3. Mesure de l’adhésion des PNN par coloration des noyaux au violet cristal  

 

 La quantification des PNN ayant adhéré au collagène a été réalisée grâce à la technique 

de coloration au violet cristal décrite par Kueng et al. [Kueng et al., 1989]. Les PNN sont 

ensemencés dans les plaques 96 puits à raison de 200 000 cellules par puits dans 100 µL de 

solution de Dulbecco et laissés en contact avec le collagène pendant 2 h à 37°C. Les PNN 

n’ayant pas adhéré sont éliminés par trois lavages successifs avec 100 µL de solution de 

Dulbecco. Les cellules adhérentes sont fixées pendant 30 min à température ambiante par 100 
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µL d’une solution de glutaraldéhyde à 1,1 % (v/v) en tampon phosphate 150 mM, pH 7,4. 

L’étape de fixation est suivie d’une série de trois lavages en eau distillée, après lesquels les 

noyaux des cellules fixées sont colorés par addition de 100 µL d’une solution de violet cristal 0,1 

% (m/v) en tampon HEPES 200 mM, pH 6,0 durant 30 min. Le colorant non fixé est éliminé par 

plusieurs lavages en eau distillée et les plaques sont séchées à l’air. La révélation se fait par 

addition de 100 µL d’acide acétique 1,8 M (qui solubilise le colorant) et l’absorbance de la 

solution obtenue est mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaques à une longueur d’onde de 560 

nm. 

 Pour vérifier l’existence d’une corrélation entre le nombre de PNN adhérents et 

l’absorbance à 560 nm, une gamme d’étalonnage a été réalisée avec des quantités croissantes de 

PNN (figure 19). La droite d’étalonnage, dont l’équation est : Absorbance (560 nm) = 0,0016 x 

(Nombre de PNN) - 0,0002, possède un coefficient de corrélation égal à 0,998. Cette méthode de 

coloration au violet cristal permet donc de quantifier de manière fiable l’adhésion des PNN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Droite d’étalonnage entre le nombre de polynucléaires neutrophiles adhérents 
et l’absorbance à 560 nm. 
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C en plaque 96 puits, et le nombre de PNN ayant 
adhéré est déterminé par la méthode de coloration au violet cristal. Les valeurs sont exprimés 
en moyenne ± écart-types (n = 4). 
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 II.2.4.4. Etude de la viabilité cellulaire 

 

  a) Test d’exclusion du bleu Trypan 

 

 Le bleu Trypan est un colorant qui permet de colorer spécifiquement les cellules mortes 

car la cellule vivante est capable de le relarguer dans le milieu extracellulaire. Les suspensions 

de PNN sont incubées en présence d’un quart de volume de bleu trypan 0,4 % (m/v). Après 10 

min d’incubation à température ambiante, le nombre de cellules colorées ou non est évalué par 

comptage à l’aide d’un hémacytomètre de Neubauer, ce qui permet de calculer le pourcentage de 

cellules viables. 

 

  b) Dosage de l’activité lactate déshydrogénase (LDH) 

 

 Le dosage de l’activité lactate déshydrogénase, enzyme intracellulaire, dans les 

surnageants de culture permet de rendre compte de la lyse cellulaire. Les surnageants de culture 

sont prélevés après incubation des PNN en contact avec le collagène pendant 2 h à 37°C. Un 

dosage colorimétrique est ensuite effectué sur analyseur automatique (Hitachi 717 - Roche 

Diagnostics, Meylan, France) au Laboratoire de Biochimie Pédiatrique de l’American Memorial 

Hospital du CHU Reims. Le principe de ce dosage repose sur la transformation du pyruvate en 

lactate par la LDH. Cette transformation s’accompagne de l’oxydation du NADH + H+ en NAD+. 

La vitesse d’oxydation du NADH, mesurée par spectrophotométrie à 340 nm et 546 nm, est 

directement proportionnelle à l’activité LDH. 

 

 II.2.4.5. Mesure de la production d’espèces réactives de l’oxygène par les PNN 

 

a) Technique de réduction du bleu de nitrotétrazolium 

 

 Le bleu de nitrotétrazolium (NBT) est un réactif chimique électrophile capable de capter 

des électrons, ce qui conduit à sa réduction en diformazan (figure 20). Cette réduction nécessite 

l’apport de 2 électrons et de 4 protons : 

 

NBT2+, 2 Cl- + 2 O2
- + 2 H+    Diformazan + 2 HCl 
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 En solution aqueuse, la présence d’espèces réactives de l’oxygène conduit à la réduction 

du NBT, qui entraîne une diminution de sa solubilité et sa précipitation. Cette précipitation 

s’accompagne d’une modification de son spectre d’absorption dans le visible puisqu’il passe 

d’une couleur jaune pour la forme oxydée à une couleur bleue-violette. 

 

Le NBT est capable de diffuser à l’intérieur de la cellule, si bien qu’il rend compte de la 

production d’espèces réactives de l’oxygène dans les milieux intra- et extracellulaires. Cette 

technique de mesure a été adaptée à partir de la méthode décrite par Pick [Pick, 1989]. Le NBT 

est ajouté au milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 167 µM. La production 

d’espèces réactives de l’oxygène par les PNN est mise en évidence par la mesure directe de 

l’absorbance à 560 nm du diformazan, à l’aide d’un lecteur de microplaques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Formule chimique des réactifs utilisés pour mettre en évidence 
la production d’espèces réactives de l’oxygène. 
(A) Bleu de nitrotétrazolium, forme oxydée ; (B) Diformazan, forme réduite 
du NBT ; (C) Luminol. 

N 

N 

N 

N 

CH3O 

+ 
Cl- 

N 

N N 

N 

OCH3 

+ 
Cl- 

NO2 

O2N 

N 

N 

N 

N 

CH3O 

H 

N 

N N 

N 

OCH3 

H 

NO2 

O2N 

NH2 

C 

O 

C 

O 

NH 

NH 

A. 

B. 

C. 



Matériel et Méthodes 

 97

b) Etude de l’activation des PNN par chimiluminescence 

 

 Les espèces réactives de l’oxygène produites dans le milieu extracellulaire par les PNN 

peuvent interagir avec le luminol (figure 20). Cette interaction entraîne l’excitation temporaire 

du luminol, suivie du retour à l’état basal qui s’accompagne d’une émission de photons 

quantifiable et corrélée à la production d’espèces réactives de l’oxygène. 

 L’activation des PNN par le collagène mise en évidence par chimioluminescence a été 

réalisée en suspension ou en plaque sur tapis de collagène [Dechatelet et al., 1982]. Pour cela, les 

PNN sont mis en suspension dans une solution de Dulbecco contenant 28 µM de luminol, puis 

incubés à 37°C en présence de collagène. A la fin de l’incubation, la chimioluminescence est 

mesurée dans les milieux à l’aide d’un luminomètre. Les résultats obtenus sont exprimés en unité 

arbitraires. 

 Cette technique de mesure de la production d’espèces réactives de l’oxygène est 

beaucoup plus sensible que la technique de réduction du NBT mais délivre un signal transitoire 

qui n’est quantifiable qu’avec un luminomètre, ce qui n’est pas adapté à certains types 

d’expériences qui nécessitent une trace d’activation, obtenue dans le cas de la réduction du NBT 

en diformazan  (cf § II.2.4.7). 

 

 II.2.4.6. Evaluation de l’effet « scavenger » du collagène carbamylé 

 

 L’effet « scavenger » du collagène correspond à sa capacité à capter les espèces réactives 

de l’oxygène. Pour mesurer cet effet, nous avons utilisé un système acellulaire de production 

d’ions superoxyde : le système xanthine oxydase-hypoxanthine [Monboisse et al., 1988]. 

 Le milieu réactionnel est composé de tampon phosphate 50 mM, pH 7,8 contenant 0,5 

mM d’hypoxanthine et 1,67 mM d’EDTA. Le dosage est effectué dans une cuve de 

spectrophotomètre dans laquelle sont ajoutés successivement 1 mL de milieu réactionnel, 200 µL 

d’une solution de NBT 1,67 mM, 200 µL de collagène dénaturé à 2 mg/mL et 75 mU/mL de 

xanthine oxydase. Le volume est ensuite ajusté à 2 mL avec du tampon phosphate 50 mM, pH 

7,8. 

 Après incubation à température ambiante durant 10 min, la réduction du NBT est 

mesurée à 560 nm. 
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 II.2.4.7. Méthodes d’étude de l’interaction entre PNN et CB-peptides séparés par 

électrophorèse 

 

 Cette technique, schématisée figure 21, permet d’évaluer l’adhésion et l’activation des 

PNN au contact des CB-peptides de collagène séparés par électrophorèse [Garnotel et al., 1993]. 

 

a) Electrophorèse des CB-peptides et transfert 

 

 Les CB-peptides sont soumis à une SDS-PAGE à 12,5 % (m/v) de polyacrylamide. Après 

migration, le gel est équilibré pendant 20 min dans le tampon de transfert (Tris-HCl 25 mM ; 

glycine 192 mM ; méthanol 7,5 % (v/v) ; pH 8,2). Les protéines sont ensuite transférées sur une 

membrane de polyvinyldifluorate (PVDF) sous une tension de 80 V pendant 1 h à 4°C. Après le 

transfert, la membrane est saturée par incubation dans un tampon TBST (Tris-HCl 50 mM ; 

NaCl 150 mM ; Tween-20 0,05 % (v/v); pH 7,6) contenant 5 % (m/v) d’albumine sérique bovine 

sous agitation douce pendant une nuit à 4°C.  

 

b) Mise en contact des PNN avec la membrane 

 

Après saturation, la membrane est rincée par plusieurs bains de TBST puis par la solution 

de Dulbecco. Parallèlement, les PNN sont isolés à partir de sang total et mis en contact avec la 

membrane pendant 30 min à 37°C, à raison de 250 000 cellules par cm² de membrane. 

 

c) Etude de l’activation 

 

Pour mesurer l’activation des PNN au contact des différents peptides, 167 µM de NBT 

sont ajoutés à la suspension cellulaire. Ainsi, après réduction, le NBT précipite et laisse une trace 

d’activation sur la membrane. Il est ensuite possible d’identifier, par analogie avec 

l’électrophorèse, les peptides responsables de l’activation.  

 

 

 

 

 

 



Matériel et Méthodes 

 99

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Schéma explicatif de la technique d’étude des interactions entre PNN et CB-
peptides séparés par électrophorèse. 
Les CB-peptides sont séparés par électrophorèse puis transférés sur membrane de 
polyvinyldifluorate. Les CB-peptides fixés à la membrane sont incubés en présence des PNN 
durant 30 min à 37°C. L’étude de l’activation est réalisée en présence de NBT, qui lorsqu’il est 
réduit par les espèces réactives de l’oxygène (ROS) forme un précipité (formazan), visualisable 
sur la membrane. L’étude de l’adhésion s’effectue soit à l’aide d’anticorps spécifiques des 
intégrines exprimées par les PNN soit par coloration des cellules au violet cristal. Dans le 
premier cas, la révélation s’effectue grâce à des anticorps secondaires couplés à la peroxydase, 
capable de transformer le 4-chloro-1-naphtol en un précipité révélant l’adhésion des PNN. 
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d) Etude de l’adhésion 

 

L’adhésion au contact des peptides peut être mise en évidence par deux techniques 

différentes : soit par utilisation d’anticorps spécifiques, soit par coloration des cellules au violet 

cristal. 

Dans le premier cas, la membrane est délicatement rincée après l’incubation, pour 

éliminer les cellules non adhérentes puis incubée pendant 1 h à 37°C avec une solution de 

Dulbecco contenant un mélange d’anticorps anti-CD11a, anti-CD11b et anti-CD11c (spécifiques 

des intégrines présentes à la surface des PNN). La membrane est rincée par la solution de 

Dulbecco pour limiter les fixations non spécifiques.  

 

La détection des anticorps liés aux intégrines des PNN est réalisée grâce à un anticorps 

secondaire couplé à la peroxydase. L’activité peroxydasique est révélée par addition d’une 

solution de 4-chloro-1-naphtol. 

L’adhésion peut également être mise en évidence par coloration des cellules au violet 

cristal. Pour cela, après l’incubation, la membrane est rincée par une solution de Dulbecco et les 

cellules adhérentes sont fixées par une solution à 1,1 % (v/v) de glutaraldéhyde en tampon 

phosphate 150 mM, pH 7,4 pendant 30 min à température ambiante. Après plusieurs rinçages, 

les cellules sont colorées par une solution de violet cristal 0,1 % (m/v) en tampon HEPES 200 

mM, pH 6,0 durant 30 min à température ambiante. Le colorant non fixé est éliminé par 

plusieurs lavages en eau distillée puis les membranes sont séchées à l’air. 

 

 II.2.4.8. Mise en évidence de l’implication d’une lysine dans le processus d’activation des 

PNN par le collagène 

 

a) Compétition avec l’acide ε-amino-hexanoïque 

 

L’implication de résidus de lysine dans le processus d’activation des PNN par le 

collagène de type I a été tout d’abord démontrée par l’utilisation d’un analogue de lysine non 

métabolisable par la cellule : l’acide ε-amino-caproïque ou acide 6-amino-hexanoïque (AHA). 

Dans ces expériences, les PNN sont incubés au contact du collagène en présence de NBT (§ 

II.2.4.5.a) et de concentrations croissantes d’AHA (12,5 à 200 mM).  
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b) Activation des PNN par le CB-peptide α1CB6 recombinant muté 

 

La seconde démarche employée pour mettre en évidence l’implication d’un résidu de 

lysine dans l’action des PNN par le collagène, a consisté à produire un peptide α1CB6 

recombinant, muté sur un résidu de lysine situé à proximité de la séquence activatrice des PNN. 

La production de ce peptide a été effectuée en système procaryote après avoir inséré l’ADNc 

codant α1CB6 dans un plasmide de type pGEX4T3, permettant la synthèse d’une protéine de 

fusion GST (protéine couplée à la glutathion-S-transférase). Avant d’aboutir à la purification du 

peptide, plusieurs étapes sont nécessaires : 

 

 Extraction des ARN totaux de fibroblastes dermiques humains : 

 

Les ARN totaux sont extraits à partir de fibroblastes dermiques humains en culture 

primaire, selon la technique décrite par Chomczynski et Sacchi (Chomczynski et Sacchi, 1987). 

Après avoir éliminé le milieu des boîtes de culture, les cellules sont rincées par trois bains de 

PBS. 1 mL de TriReagent®, contenant de l’isothiocyanate de guanidinium et du phénol, est 

introduit dans chacune des boîtes puis la couche de fibroblastes est grattée puis récupérée. Après 

5 min d’incubation à température ambiante, 200 µL de chloroforme sont ajoutés au lysat 

cellulaire puis le mélange est agité vigoureusement pendant 15 s. Après 15 min d’incubation, le 

mélange est centrifugé (12 000 g ; 15 min ; 4°C), ce qui permet la formation de trois phases. La 

phase supérieure est prélevée, puis les ARN qu’elle contient sont précipités par addition de 500 

µL d’isopropanol et incubation de 10 min dans la glace. Après centrifugation (10 000 g ; 10 

min ; 4°C), l’isopropanol est éliminé et le précipité est lavé par 1 mL d’éthanol à 75 % (v/v). 

Après centrifugation (12 000 g ; 5 min ; 4°C), l’éthanol est éliminé et le précipité est séché puis 

solubilisé dans de l’eau distillée traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC). 

La concentration en ARN totaux est calculée après mesure de l’absorbance à 260 nm (une 

unité d’absorbance correspond à 40 µg/mL d’ARN) et l’intégrité des ARN est contrôlée par 

électrophorèse en gel d’agarose. 

 

 Mutagenèse dirigée : 

 

L’étape préalable à la construction du plasmide était la synthèse de l’ADNc codant le 

collagène de type I. Pour cela, nous avons réalisé une transcription inverse (RT) des ARN totaux. 
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La préparation du milieu RT nécessite les réactifs suivants : 4 µL de tampon 10X (KCl 500 mM ; 

Tris-HCl 100 mM ; pH 8,3), 2 µL de MgCl2 100 mM, 16 µL d’un mélange de 4 dNTP à 2,5 nM, 

4 µL de DTT 100 mM, 2 µL de RNasine (10 U/µL), 2 µL de transcriptase inverse (200 U), 2 µL 

d’un mélange d’hexanucléotides dégénérés et 4 µL d’une solution d’ARN (1 µg), préalablement 

dénaturés pendant 3 min à 95°C. La transcription inverse est réalisée à 42°C pendant 45 min 

dans un thermocycleur puis les échantillons sont conservés à - 20°c jusqu’à utilisation. 

 

 L’ensemble de la procédure de mutagenèse dirigée est schématisé sur la figure 22. La 

première étape consiste à amplifier par réaction de polymérisation en chaîne (PCR), à partir du 

milieu RT, un ADNc de 1070 pb comportant la séquence codante de α1CB6 à l’aide d’amorces 

spécifiques, répertoriées dans le tableau 3. L’amplification de cet ADNc est réalisée à partir du 

mélange réactionnel suivant : 2,25 µL de tampon 10 X (KCl 500 mM ; Tris-HCl 100 mM ; pH 

8,3), 0.75 µL de MgCl2 100 mM, 1 µL d’un mélange de 4 dNTP à 2,5 nM, 10,92 µL d’eau 

DEPC, 1,25 µL de DMSO, 1,13 µL de tampon W1 (stabilisateur de la Taq polymérase), 5 µL 

d’amorces spécifiques, 0,2 µL de Taq polymérase (5 U/µL) et 2,5 µL de milieu RT. 

 Les tubes sont ensuite placés dans un thermocycleur pour l’amplification de l’ADNc par 

PCR, qui nécessite 30 à 35 cycles identiques, comprenant chacun une étape de dénaturation 

(92°C ; 30 s), une étape d’hybridation des amorces (température variable selon les amorces, 30 s) 

et une étape d’élongation (72°C ; 30 s à 1 min selon la longueur du fragment à amplifier). 

 

 

Nom de l’amorce Séquence Taille du fragment 
amplifié (pb) 

A1(5) 5’ TGG TCA GAG AGG AGA GAG A 3’ 

A1(3) 5’ TGT CCT TGG GGT TCT TGC T 3’ 
1070 

A2(5) 5’ AAA CAA GGT CCC TCT GGA GCA AGT GGT GAA CGT 3’ 

A2(3) 5’ TAG TAG CGG CCA CCA TCG TGA GCC CCC TCT TGA  3’ 
700 

A3(5) 5’ TCG TGA ATT CAC CTG GAT TGG CTG GA 3’ 

A3(3a) 5’ ATC AGC CCG GTA GTA GCG GCC ACC AT  3’ 
660 

A3(3b) 5’ ACT AAG CGG CCG CTA TCA GCC CGG TA  3’ 675 

 

Tableau 3. Séquence des amorces de PCR utilisées pour l’étape de mutagenèse dirigée. 
Les amorces ont été synthétisées par l’entreprise MWG-Biotech. Leur utilisation est détaillée 
dans la figure 22. 
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Figure 22. Schéma explicatif du protocole de mutagenèse dirigée par la technique de PCR. 

Le fragment d’ADNc de 1070 pb contenant la séquence codant α1CB6 est obtenu après RT-PCR 
réalisée sur les ARN totaux de fibroblastes dermiques humains. La mutation de l’ADNc est 
réalisée à partir du fragment commun de 1070 pb, par l’intermédiaire d’une succession de PCR 
(étapes 2 et 3) utilisant une amorce contenant la mutation. La dernière PCR (étape 4) a pour 
objectif d’ajouter de part et d’autre du fragment d’intérêt les sites de restriction EcoRI et NotI, 
en vue de son insertion dans le plasmide pGEX-4T-3 (étape 5). Pour obtenir le plasmide 
contenant l’ADNc non muté, seules les étapes 1, 4 et 5 sont réalisées. 
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 La première PCR permet d’amplifier un fragment de 1070 pb à partir du milieu RT. Ce 

fragment, qui contient la séquence d’intérêt, est utilisé comme matrice pour la mutagenèse 

dirigée afin de limiter au maximum les réactions non spécifique. L’étape suivante consiste à 

amplifier par PCR le fragment d’intérêt à l’aide d’amorces permettant de générer la mutation. 

Cette étape permet d’obtenir un fragment de 700 pb. Ces amorces ne permettant pas de recouvrir 

la totalité de la séquence d’intérêt, une troisième PCR est effectuée dans le but d’allonger 

l’ADNc codant α1CB6. Enfin, une dernière PCR est réalisée pour ajouter de part et d’autre du 

fragment d’intérêt les sites de restriction EcoRI et NotI, qui permettront son insertion dans le 

plasmide. 

 

 Parallèlement à l’amplification de l’ADNc muté, un ADNc témoin est amplifié par PCR à 

partir du fragment de 1070 pb, en utilisant directement les amorces comportant les sites de 

restriction. 

 

 Insertion du fragment dans le plasmide pGEX-4T-3 : 

 

Après l’amplification des fragments par PCR, l’intégrité de l’ADNc (muté ou non) est 

vérifiée par électrophorèse en gel d’agarose à 1 % (m/v). La bande correspondant au fragment 

d’intérêt est découpée, puis l’ADN est extrait de l’agarose sous l’effet d’un champ électrique à 

l’aide d’un Elutatube® (tube de plastique comportant deux parois constituées d’une membrane de 

dialyse). L’ADN est ensuite précipité par 50 % (v/v) d’isopropanol et 5 % (v/v) d’acétate de 

potassium 3 M pendant une nuit à -20°C, puis est solubilisé dans 10 µL d’eau stérile et digéré 

par 20 U de EcoRI et 20 U de NotI dans un tampon EcoReact3® pendant 2 h 30 à 37°C. 

Parallèlement, le plasmide pGEX-4T-3 est soumis à une digestion enzymatique dans les 

mêmes conditions. Le plasmide est déphosphorylé par 1 U de phosphatase alcaline bactérienne 

pendant 60 min à 60°C. La réaction de ensuite déphosphorylation est stoppée par incubation 

pendant 30 min à 37°C en présence de 35 ng de protéinase K. 

 

La ligation est réalisée selon le protocole « Rapid DNA ligation Kit ». 2 µL de plasmide 

digéré sont mélangés à 8 µL d’insert digéré, 10 µL de tampon de ligation 2X et 5 U de ligase. La 

ligation se déroule à température ambiante durant 20 min. 
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 Transformation des bactéries et sélection des clones : 

 

Le produit de ligation est mélangé à 100 µL de bactéries JM109DE3 rendues 

compétentes par un traitement au CaCl2 100 mM. Après une incubation de 30 min sur la glace, le 

mélange bactéries / produit de ligation subit un choc thermique de 90 s à 42°C, suivi d’un 

refroidissement brutal sur glace. Les bactéries sont pré-incubées pendant 1 h 30 à 37°C dans du 

milieu Luria Bertani (LB, 20 mg/L), puis étalées sur boîte de Petri contenant 10 mL de LB 

composé de 1,5 % (m/v) d’agar et de 100 µg/mL d’ampicilline. Les boîtes de Petri sont placées 

pour la nuit à 37°C. Le lendemain, plusieurs colonies sont prélevées, ensemencées dans 20 mL 

de LB contenant 100 µg/mL d’ampicilline, utilisée pour la sélection des bactéries possédant le 

plasmide, puisque celui-ci apporte à la bactérie le gène de résistance, puis incubées à 37°C pour 

la nuit sous agitation. 

 

 Les plasmides sont ensuite extraits des bactéries issues des colonies sélectionnées, pour 

vérifier la présence de l’insert dans le plasmide. Pour cela, les suspensions bactériennes sont 

centrifugées (900 g ; 15 min ; 4°C) et le culot bactérien est repris par 400 µL de tampon P1 (Tris-

HCl 50 mM ; EDTA 10 mM ; pH 8,0) contenant 100 µg/mL de RNase A auxquels sont ajoutés 

400 µL d’une solution de lyse P2 (NaOH 200 mM ; SDS 1 % (m/v)). Le mélange est laissé         

4 min à température ambiante puis incubé 1 min sur glace. Le milieu est neutralisé par addition 

de 400 µL d’acétate de potassium 3 M ; pH 5,5, puis incubé de nouveau sur glace pendant 10 

min. Après centrifugation (10 000 g ; 10 min ; 4°C), le surnageant est prélevé et transféré dans 

un tube de 2 mL. Le plasmide est alors précipité par addition de 0,7 volume d’isopropanol. Après 

centrifugation (10 000 g ; 15 min ; 4°C), le précipité est lavé par 1 mL d’éthanol 75 % (v/v). 

Enfin, après une nouvelle centrifugation (10 000 g ; 10 min ; 4°C), le culot est séché et le 

plasmide solubilisé dans 50 µL d’eau stérile. 

 

 Afin de vérifier la présence de l’insert dans la plasmide pGEX-4T-3, 1 µg de plasmide est 

digéré par les enzymes EcoRI et NotI. Les fragments obtenus après digestion sont séparés par 

électrophorèse en gel d’agarose à 1 % (m/v) (figure 23). L’électrophorèse permet de confirmer la 

présence de l’insert codant α1CB6 (témoin ou muté) dans les plasmides extraits. 
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Figure 23. Vérification par électrophorèse de la présence de l’insert dans les 
plasmides des bactéries sélectionnées. 
Les bactéries sont mises en présence du produit de ligation puis cultivées sur gélose + 
ampicilline pendant une nuit à 37°C, et les colonies sont sélectionnées puis ensemencées 
en suspension dans du milieu LB. Après multiplication des bactéries, les plasmides sont 
extraits puis digérés par les enzymes de restriction EcoRI et NotI. Le produit de 
dégradation est ensuite analysé par électrophorèse en gel d’agarose à 1 % (m/v) 
contenant du bromure d’éthidium. La visualisation des bandes est réalisée sous lampe 
UV. Abréviations : pb : paires de base ; MT : marqueur de taille ; V : plasmide pGEX-
4T-3 vide ; T : plasmide contenant l’insert témoin ; M : plasmide contenant l’insert muté.

  

 

Pour vérifier à la fois la séquence complète de l’insert et l’efficacité de la mutagenèse 

dirigée, l’insert a été séquencé (société Genome Express), selon la technique de Sanger, à partir 

de 5 µg de plasmide non digéré solubilisé dans 30 µL d’eau stérile. Les résultats ont permis de 

valider la séquence complète de l’insert et de vérifier la mutation (2G pour 2A) qui correspond, 

au niveau de la protéine, à la mutation glycine pour lysine (figure 24).  
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Figure 24. Vérification de l’efficacité de la mutagenèse dirigée par séquençage 
des inserts. 
Le séquençage a été effectué à partir de 5 µg de plasmide non digéré solubilisé dans 
30 µL d’eau stérile.  

 

 Production et purification du peptide recombinant : 

 

Les bactéries JM109DE3, transformées par le plasmide d’expression pGEX-4T-3 

contenant l’insert codant α1CB6, sont mises en pré-culture dans 25 mL de milieu LB contenant 

100 µg/mL d’ampicilline, pendant une nuit et sous agitation à 37°C. Après la pré-culture, la 

suspension bactérienne est diluée dans 100 mL de milieu LB contenant 50 µg/mL d’ampicilline, 

de manière à obtenir une culture dont l’absorbance est égale à 0,15. Les bactéries sont ensuite 

incubées sous agitation à 37°C, jusqu’à ce que l’absorbance à 600 nm soit comprise entre 0,5 et 

0,7. 

L’induction de la synthèse de la protéine recombinante est déclenchée par l’addition 

d’isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) à une concentration finale de 0,4 mM. Après 4h 

d’induction, la suspension est centrifugée (900 g ; 15 min ; 4°C) et le culot de bactéries repris par 

2 mL de tampon Tris-HCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; pH 8,0. Les bactéries sont lysées par trois 

cycles de 15 s de sonication sur glace. Après avoir éliminé les débris cellulaires par 

C C C C C C T T T T A A A A A A A G G G G G G G 
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centrifugation (10 000 g ; 5 min ; 4°C), le lysat est récupéré puis analysé par SDS-PAGE à 10 % 

(m/v) de polyacrylamide puis par western-blot (figure 25), pour vérifier l’expression de la 

protéine de fusion avant de débuter sa purification. 

 Sur l’électrophorèse, on observe qu’une surexpression de la protéine GST seule 

(plasmide vide), sans surexpression de la protéine de fusion GST-α1CB6. C’est pourquoi, la 

surexpression de la protéine de fusion a été vérifiée par western-blot, à l’aide d’un anticorps 

dirigé contre la glutathion-S-transférase (figure 25). 

 

 

Figure 25. Mise en évidence par western-blot de la surexpression de la protéine 
de fusion GST. 
Les bactéries sont mises en culture pendant une nuit à 37°C puis la production de 
protéine recombinante est induite (ou non) par l’IPTG 0,4 mM. Après lyse les 
bactéries par sonication, 10 µg de protéines intracellulaires sont analysées par SDS-
PAGE à 10 % (m/v) d’acrylamide, puis par western-blot avec un anticorps dirigé 
contre la GST. Abréviations : HMW : marqueurs de haute masse moléculaire ; B : 
bactéries JM109DE3 sans plasmide ; V : bactéries possédant le plasmide vide ; T : 
bactéries possédant le plasmide contenant l’insert témoin codant α1CB6 témoin.   

  

 

Pour le western-blot, 10 µg de protéines intracellulaires (2 µg pour les conditions 

« plasmide vide » afin d’éviter une saturation du film au moment de la révélation) ont été 

séparées par SDS-PAGE à 10 % (m/v) de polyacrylamide puis transférées sur une membrane de 

PVDF. La membrane a d’abord été saturée pendant 1 h à température ambiante dans un tampon 
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TBST (Tris-HCl 50 mM ; NaCl 150 mM ; Tween-20 0,05 % (v/v); pH 7,6) contenant 5 % (m/v) 

d’albumine, puis lavée par plusieurs bains de TBST, et incubée pendant une nuit à 4°C en 

présence d’un anticorps monoclonal  anti-GST dilué au 1/2000ème dans du TBST contenant 1 % 

(m/v) d’albumine. Après trois lavages en TBST, la membrane est incubée avec un anticorps 

secondaire (anti-souris) dilué au 1/10 000ème dans du TBST contenant 1 % (m/v) d’albumine. 

Après plusieurs rinçages, la révélation se fait par chimiluminescence. 

 

 Le western-blot montre la surexpression d’une protéine de fusion d’environ 45 kDa après 

induction par l’IPTG, avec quelques formes de dégradation. Même si elle n’est pas visible en 

SDS-PAGE, cette protéine est exprimée par les bactéries et peut donc être purifiée. 

 

 Nous avons choisi de produire de manière recombinante le peptide α1CB6 sous la forme 

d’une protéine de fusion GST-α1CB6 pour faciliter sa purification. En effet, la protéine de fusion 

peut être facilement obtenue par chromatographie d’affinité sur résine de glutathion-sépharose. 

Le peptide d’intérêt peut ensuite être libéré par action de la thrombine sur la protéine de fusion 

(figure 26).  

 

 Le lysat de bactéries est incubé pendant une nuit à 4°C en présence d’1 mL de résine 

glutathion-sépharose. La résine est déposée sur une colonne puis abondamment rincée par 100 

volumes de tampon Tris-HCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; pH 8,0. La protéine de fusion est éluée par 

10 mL d’une solution de Tris-HCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; pH 8,0 contenant 30 mM de 

glutathion réduit, puis quantifiée et incubée en présence de thrombine (20 U/mg de protéine), 

pendant une nuit à température ambiante. Le mélange réactionnel est alors incubé avec la résine 

pour séparer la GST du peptide α1CB6 recombinant. Le peptide recombinant est élué séparément 

de la GST, dialysé pendant trois jours contre de l’eau distillée puis lyophilisé.  
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Figure 26. Purification du peptide recombinant α1CB6. 
Les bactéries sont mises en culture pendant une nuit à 37°C, puis la production de protéine 
recombinante est induite par l’IPTG 0,4 mM pendant 4 h. Le culot bactérien est soumis à 
sonication pour obtenir les protéines intracellulaires ( ). Le lysat est mis en contact avec la 
résine glutathion-sépharose ( ). Après plusieurs lavages, la protéine de fusion GST-α1CB6  
est éluée par compétition avec 30 mM de glutathion réduit libre ( ). La protéine de fusion 
obtenue est quantifiée puis incubée pendant 20 h à température ambiante en présence de 
20 U/mg de thrombine pour libérer le peptide α1CB6 de la GST ( ). Le produit de digestion 
est incubé avec la résine ( ). Le peptide α1CB6 est élué et séparé de GST, retenue par la 
résine ( ). Abréviations : GST : Glutathion-S-transférase.   
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 Un dosage de protéines est réalisé pour déterminer la quantité de peptide purifié, puis      

5 µg de peptide sont analysés par SDS-PAGE à 15 % (m/v) de polyacrylamide (figure 27). 

L’électrophorèse montre d’une part que le peptide est pur et d’autre part, que la taille affichée 

correspond à la taille théorique attendue, c’est-à-dire 22 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Vérification de la pureté du peptide α1CB6 recombinant par SDS-PAGE. 
5 µg de CB-peptide ont été soumis à une électrophorèse à 15 % (m/v) de polyacrylamide en 
conditions réductrices. La révélation des protéines est effectuée par coloration au bleu de 
Coomassie R-250. Abréviations : HMW : marqueurs de haute masse moléculaire ; T : α1CB6 
témoin ; M : α1CB6 muté. 

 

 

 

II.2.5. Analyse statistique 
 

Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata et les résultats sont présentés sous la 

forme moyenne ± écart-type. Les calculs ont été réalisés à l’aide du test t de Student. La 

significativité des différences entre les valeurs des moyennes a été schématisée de la manière 

suivante : NS : différence non significative ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. 
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IIIIII..11..  AANNAALLYYSSEE  SSTTRRUUCCTTUURRAALLEE  DDUU  CCOOLLLLAAGGEENNEE    
DDEE  TTYYPPEE  II  CCAARRBBAAMMYYLLEE  

 
 

 

 Cette première partie a pour objectif de caractériser, grâce à l’utilisation de méthodes 

physiques et biochimiques, les effets de la carbamylation sur les propriétés structurales et 

physico-chimiques du collagène de type I.  

  

III.1.1. Composition en acides aminés du collagène carbamylé 
 

 L’analyse de la composition en acides aminés (AA) permet d’identifier les AA modifiés 

par carbamylation après incubation du collagène en présence d’urée ou de cyanate de potassium 

(KCNO). Cette analyse est réalisée après hydrolyse acide du collagène et consiste en la 

séparation et la quantification des AA par chromatographie liquide haute performance (CLHP) 

échangeuse de cations. 

 La fixation de cyanate sur le groupement α-NH2 ou la chaîne latérale d’un AA entraîne 

un changement de son pHi, responsable d’une modification de son comportement en 

chromatographie échangeuse d’ions. Sur le chromatogramme, ce phénomène se manifeste par la 

disparition progressive du pic correspondant à l’AA carbamylable et par l’apparition d’un 

nouveau pic correspond à l’AA carbamylé. Dans le cas du collagène carbamylé, seuls les résidus 

de lysine constituent une cible pour le cyanate, car les autres AA ne varient pas d’un point de vue 

quantitatif (figure 15). 

 Le collagène témoin est composé de 2,6 % de résidus de lysine, soit 26 résidus par chaîne 

α, constituée d’approximativement 1000 AA (tableau 4). Après carbamylation, la composition 

en AA du collagène révèle l’apparition d’un nouveau résidu d’AA, l’homocitrulline, 

concomitante d’une diminution du nombre de lysines, démontrant la transformation des résidus 

de lysine en résidus d’homocitrulline. Cette transformation est progressive et dépendante du 

temps de carbamylation. En effet, il y a formation de 1, 4 et 11 résidus d’homocitrulline pour des 

temps respectifs de carbamylation de 2, 6 et 24 h avec le KCNO 100 mM. 
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Collagène Traitement Lysine Homocitrulline 

Témoin KCl 100 mM - 24h 26,1 ± 0,8 n.d. 

KCNO 100 mM - 2h 24,6 ± 0,5 1,0   ± 0,2 

KCNO 100 mM - 6h 21,8 ± 0,6 3,9   ± 0,1 

KCNO 100 mM - 24h 14,7 ± 0,3 11,2 ± 0,6 

Urée 50 mM - 3 mois 24,8 ± 0,4 1,5   ± 0,3 

Carbamylé 

Urée 50 mM - 6 mois 23,2 ± 0,5 2,9   ± 0,7 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 Pour estimer la réactivité de l’urée par rapport à celle du cyanate de potassium, nous 

avons également incubé le collagène avec de l’urée à une concentration de 50 mM. Après 3 et 6 

mois de traitement, 1,5 et 3 résidus de lysine, respectivement, sont transformés en 

homocitrulline. Ce processus est plus lent que dans le cas du traitement par le KCNO puisque le 

temps d’incubation pour obtenir un seul résidu homocitrulline est en moyenne de 2 h en présence 

de KCNO (100 mM) et de 2 mois en présence d’urée (50 mM). Pour des raisons pratiques, nous 

avons choisi d’utiliser le plus souvent, dans nos expériences, du collagène de type I carbamylé 

par le KCNO. 

 

 

III.1.2. Propriétés électrophorétiques du collagène carbamylé 
 

 Pour vérifier l’intégrité du collagène après carbamylation, les différentes préparations 

sont soumises à une électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions réductrices (figure 

28). Cette électrophorèse a également pour objectif d’évaluer l’influence de la carbamylation sur 

la mobilité électrophorétique du collagène. 

 

 

Tableau 4. Composition en résidus de lysine et d’homocitrulline des 
différentes préparations de collagène carbamylé. 
Après carbamylation par l’urée ou le KCNO, les collagènes sont soumis à 
une hydrolyse acide puis leur composition en AA est déterminée par CLHP 
échangeuse de cations. Les valeurs représentent les moyennes ± écart-types 
(n=3) calculés à partir de l’analyse complète en AA de chaque préparation de 
collagène et sont exprimés en nombre de résidus pour 1000. Abréviation : 
n.d. : non détectable. 
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 Le collagène de type I natif possède un profil électrophorétique caractéristique qui permet 

de distinguer deux bandes majoritaires correspondant aux chaînes α1(I) et α2(I), ainsi que des 

bandes de plus haute masse moléculaire, représentant des complexes (non dissociés) formés par 

l’association de plusieurs chaînes α.  

Lorsque le collagène est carbamylé pendant 2, 6 ou 24 heures, il présente le même profil 

électrophorétique, avec notamment les bandes caractéristiques correspondant aux chaînes α1(I) 

et α2(I). La carbamylation du collagène n’entraîne donc pas de dégradation du collagène. 

 En revanche, on observe un retard de migration du collagène carbamylé par rapport au 

collagène témoin, proportionnel au temps de carbamylation. 

 

 

 

 

 

Figure 28. Influence de la carbamylation sur la mobilité électrophorétique du collagène. 
5 µg de collagène sont soumis à une électrophorèse à 5 % (m/v) de polyacrylamide en 
conditions réductrices. Les collagènes analysés ont été préalablement incubés à 37°C pendant 
2, 6 et 24 heures respectivement en présence de 100 mM KCl (T2h, T6h et T24h) et de 100 
mM KCNO (C2h, C6h, C24h). La révélation des protéines est effectuée par coloration au bleu 
de Coomassie R-250.  

α1(I) - 
α2(I) - 

C2h T2h T6h C6h C24h T24h 
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III.1.3. Sélectivité du processus de carbamylation 
 

III.1.3.1. Mise en évidence par SDS-PAGE 

 

 L’analyse de la composition en AA montre que la carbamylation du collagène se traduit 

par la transformation de résidus de lysine en résidus d’homocitrulline. Toutefois, même si le 

nombre de résidus modifiés, pour un temps d’incubation donné, est relativement constant, les 

résultats obtenus ne nous permettent pas d’évaluer la sélectivité de cette réaction. 

 Pour répondre à cette question, nous avons digéré le collagène par le bromure de 

cyanogène (CNBr), afin d’évaluer le retard de migration préférentiel de certains peptides (figure 

29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Influence de la carbamylation sur la mobilité électrophorétique des CB-
peptides du collagène de type I. 
50 µg de CB-peptides ont été préparés à partir de collagène témoin (T), carbamylé 2h (C2h), 6h 
(C6h) ou 24h (C24h) puis soumis à une électrophorèse à 12,5 % (m/v) de polyacrylamide en 
conditions réductrices. La révélation des protéines est effectuée par coloration au bleu de 
Coomassie R-250. Abréviation : HMW : marqueurs de haute masse moléculaire. 
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 Le clivage du collagène par le bromure de cyanogène (qui clive après les résidus de 

méthionine) permet la formation de fragments appelés CB-peptides. Dans le cas du collagène de 

type I, la séparation électrophorétique de ces fragments donne lieu à un profil caractéristique 

permettant de distinguer les CB-peptides suivants : α1CB3, α1CB6, α1CB(7-8), α2CB4 et 

α2CB(3-5), qui ont été identifiés par analogie avec les données de la littérature [Butkowski et al., 

1982].  

 Après 24 heures de carbamylation en présence de KCNO, tous les CB-peptides présentent 

un retard de migration électrophorétique. En revanche, pour des temps plus courts de 

carbamylation (c’est-à-dire 2 ou 6 heures), seuls certains CB-peptides migrent moins loin que les 

CB-peptides du collagène témoin, particulièrement les CB-peptides α1CB6 et α1CB(7-8), pour 

lesquels le retard de migration apparaît dès deux heures de traitement. Ces résultats montrent que 

la fixation de cyanate sur les groupements ε-NH2 des résidus de lysine n’est pas un phénomène 

aléatoire et qu’il existe des sites préférentiels de carbamylation au sein de la molécule de 

collagène de type I. 

 

III.1.3.2. Mise en évidence par électrophorèse bidimensionnelle 

 

 L’électrophorèse de la figure 29 a permis de montrer, de manière indirecte, que certains 

CB-peptides étaient préférentiellement carbamylés. Nous avons ensuite caractérisé ces peptides à 

l’aide d’une technique plus résolutive, l’électrophorèse bidimensionnelle. Le principe de cette 

technique est de séparer dans un premier temps les CB-peptides en fonction de leur point 

isoélectrique ou pHi (isoélectrofocalisation ou IEF), avant de les séparer en fonction de leur 

masse moléculaire (SDS-PAGE). L’étape d’isoélectrofocalisation permet de mettre en évidence 

la carbamylation des différents CB-peptides, puisque la modification des groupements ε-NH2 des 

résidus de lysine entraîne une diminution du pHi. Ainsi, plus le nombre de résidus de lysine 

modifiés est important, plus le pHi du peptide est faible, et l’intensité du déplacement des spots 

vers des pHi plus faibles est directement liée au taux de carbamylation du peptide. 

 Les gels obtenus après séparation des CB-peptides par électrophorèse bidimensionnelle 

(figure 30) ont été analysés à l’aide du logiciel PDQuest, qui a permis, à partir de standards 

protéiques (figure 16), de déterminer les pHi des différents spots correspondant aux peptides 

analysés. 
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 Parmi l’ensemble des CB-peptides, α1CB6 est le seul à présenter un déplacement précoce 

de ses spots vers des pHi plus faibles. Nous nous sommes particulièrement intéressé à l’évolution 

du taux de carbamylation de ce peptide, parce qu’il est spécialement impliqué dans l’interaction 

avec les PNN [Monboisse et al., 1990]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La séparation des CB-peptides du collagène témoin fait apparaître quatre spots dont trois 

majoritaires pour α1CB6, deux spots majeurs de pHi 8,1 et 6,6 et deux spots moins prononcés de 

pHi 6,1 et 5,8 (tableau 5). Après 2 h de carbamylation, le nombre de spots visibles passe à cinq. 

Figure 30. Mise en évidence par électrophorèse bidimensionnelle de la carbamylation 
préférentielle du peptide α1CB6. 
300 µg de CB-peptides sont séparés par électrophorèse bidimensionnelle. La première 
dimension est une IEF avec un gradient de pH compris entre 3 et 10, et la seconde 
dimension est une SDS-PAGE à 12,5 % (m/v) de polyacrylamide. Après la migration, les 
gels sont colorés au bleu de Coomassie R-250. Les spots correspondant au peptide α1CB6 
sont entourés en pointillés. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 
2 h ; C6h : collagène carbamylé 6 h ; C24h : collagène carbamylé 24 h. 

T C2h 

C6h C24h 

3 10 3 10 
pHi pHi 
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On retrouve les quatre spots décrits pour le collagène témoin, mais aussi un nouveau, moins 

visible, possédant un pHi plus faible (i.e. 5,5). 

Pour les CB-peptides du collagène carbamylé 6h, les spots caractéristiques du collagène 

témoin deviennent minoritaires, au profit de spots de pHi plus faible, déjà visualisables après 2 h 

de carbamylation. Après 24 h de carbamylation, on note la disparition complète des spots de pHi 

élevé et l’apparition de trois nouveaux spots de pHi respectivement égal à 5,3, 5,1 et 4,9. 

 

CB-Peptides pHi des différents spots 
correspondant à α1CB6 

Collagène témoin 

8,1 
6,6 
6,1 
5,8 

Collagène carbamylé 2h 

8,1 
6,6 
6,1 
5,8 
5,5 

Collagène carbamylé 6h 

8,1 
6,6 
6,1 
5,8 
5,5 

Collagène carbamylé 24h 

6,1 
5,8 
5,5 
5,3 
5,1 
4,9 

 

 

 

Le pHi des autres CB-peptides est peu modifié après carbamylation, hormis pour les CB-

peptides issus du collagène carbamylé 24h, qui présentent tous un taux de carbamylation élevé. 

 Ces résultats montrent que le peptide α1CB6 constitue une cible préférentielle pour la 

réaction de carbamylation, par rapport à d’autres CB-peptides, comme α2CB(3-5) ou α2CB4, 

pour lesquels la carbamylation n’est visible qu’après 24 h de traitement par le KCNO.  

 

 

Tableau 5. Détermination des pHi des différents spots correspondant à α1CB6. 
Les gels obtenus après séparation des CB-peptides par électrophorèse bidimensionnelle 
sont analysés à l’aide du logiciel PDQuest qui permet de déterminer le pHi des CB-
peptides à partir d’un mélange de standards protéiques (figure 16). Légende : les chiffres 
en gras représentent les spots majoritaires et les chiffres en italique les minoritaires. 
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III.1.4. Analyse du collagène carbamylé par dichroïsme circulaire 
 

 Après avoir vérifié et caractérisé la réaction de carbamylation du collagène, nous avons 

évalué son impact structural. Dans un premier temps, la conformation de la triple hélice de 

collagène carbamylé a été déterminée par dichroïsme circulaire (DC). En effet, l’hélice de type 

polyproline formée par les chaînes α du collagène donne un signal caractéristique en DC, si bien 

que toute altération de la structure générale de cette hélice peut être décelée grâce à cette 

technique. 

 

 Les spectres de DC obtenus pour les collagènes carbamylés présentent la même allure 

que le spectre correspondant au collagène témoin, avec des valeurs minimale et maximale 

d’ellipticité molaire (θ) à 198 nm et 221 nm, respectivement, et un point de croisement (« cross-

over ») à 213 nm (figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Analyse du collagène carbamylé par dichroïsme circulaire. 
Les différents spectres de DC représentent la moyenne de deux spectres enregistrés à 
température ambiante à partir de préparations de collagène solubilisé dans l’acide acétique  50 
mM. Le spectre de l’acide acétique 50 mM est ensuite soustrait des spectres correspondant aux 
différents collagènes.  
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Ces spectres sont en accord avec une structure en hélice de type polyproline, en 

particulier la bande à 221 nm qui est couramment utilisée pour caractériser l’hélicité du 

collagène. D’après ces résultats, la carbamylation n’induit pas de dénaturation de la structure en 

hélice, typique du collagène. Cependant, les spectres des collagènes carbamylés présentent 

quelques différences par rapport à celui du collagène témoin, dont des variations des valeurs 

d’ellipticité molaire à 198 nm et 221 nm, qui s’amplifient avec le temps de carbamylation. En 

effet, les collagènes carbamylé 6h et carbamylé 24h présentent un spectre avec une augmentation 

de la bande positive (221 nm) et une diminution de la bande négative (198 nm), par rapport aux 

collagènes témoin et carbamylé 2h. Les modifications les plus visibles interviennent donc entre 

les temps 2h et 6h de carbamylation. En revanche, aucune différence significative n’est observée 

entre les spectres de collagènes carbamylé 6h et carbamylé 24h. 

 

 Pour déterminer si les variations d’éllipticité molaire avaient une incidence sur la stabilité 

de la triple hélice, nous avons testé sa résistance à la température, en prenant comme indicateur 

la température de dénaturation (tableau 6). 

 

Collagène Température de dénaturation (°C) 

Témoin 40,8 

Carbamylé 2h 39,8 

Carbamylé 6h 40,3 

Carbamylé 24h 38,8 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Les températures de dénaturation obtenues pour les collagènes témoin, carbamylé 2h et 

carbamylé 6h sont respectivement 40,8°C, 39,8°C et 40,3°C. Ces valeurs quasiment similaires 

sont légèrement supérieures à la température de dénaturation du collagène carbamylé 24h (i.e. 

38,8°C), indiquant que le collagène carbamylé 24h perd plus rapidement sa structure en triple 

hélice que les autres collagènes sous l’effet d’une augmentation de température. 

Tableau 6. Température de dénaturation des différentes préparations de 
collagènes. 
Pour évaluer la dénaturation de la triple hélice de collagène par la 
température, l’ellipticité molaire à 221 nm est mesurée au cours d’une 
augmentation progressive de température selon un gradient linéaire de 
2°C/min. La température de dénaturation de la triple hélice de collagène est 
déterminée grâce au point d’inflexion des courbes. 
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III.1.5. Analyse du collagène carbamylé par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (IR-TF) 
 

Les informations obtenues en DC ont permis de montrer que le collagène conserve sa 

structure en hélice après carbamylation tout en évoquant de possibles modifications 

conformationnelles « mineures » non détectables avec cette technique, mais ayant une 

répercussion sur la stabilité de la triple hélice. Pour mettre en évidence ces modifications, les 

différents types de collagène carbamylé ont été analysés par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (figure 32). Cette technique de spectroscopie vibrationnelle donne des 

informations structurales à un niveau moléculaire en mesurant les modes et intensités de 

vibration des liaisons covalentes des protéines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Analyse du collagène carbamylé par spectroscopie IR-TF. 
Les spectres IR-TF sont enregistrés sur la région 4000-400 cm-1 à température ambiante à partir 
de pastilles obtenues après compression d’un mélange de collagène et de KBr. 
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L’analyse visuelle des spectres des collagènes témoin et carbamylés obtenus par 

spectroscopie IR-TF ne montre que de très faibles différences. Ces spectres sont même 

superposés au niveau de la région caractéristique des liaisons peptidiques, située entre 1500 et 

1700 cm-1. 

Le calcul des dérivées secondes des spectres permet, après analyse statistique multivariée, 

de déterminer un coefficient d’hétérogénéité entre les différents spectres, et de les classer en 

plusieurs groupes. L’étude statistique, de type HCA (pour « hierarchical cluster analysis » ou 

analyse par répartition hiérarchique), consiste à calculer la distance entre deux spectres sur une 

zone de longueur d’onde donnée, et à représenter les résultats sous forme d’un dendogramme 

faisant apparaître les homologies existant entre les différents groupes de spectres (figure 33). 

Cette approche permet de classer les spectres, même si les différences spectrales ne sont pas 

détectables visuellement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. Dendogramme obtenu après analyse statistique des dérivées secondes des 
spectres IR-TF des différents types de collagène. 
L’analyse statistique de type HCA est effectuée à partir des dérivées secondes des spectres 
normalisés des collagènes témoin, carbamylé 2h, 6h et 24h (4 spectres par type de collagène), 
sur la région amide I (1680-1740 cm-1). La normalisation, qui permet de comparer la même 
quantité de matière, est effectuée sur tous les spectres, après correction de la ligne de base, par 
la méthode vectorielle, qui consiste à amener la surface des spectres à une même valeur 
arbitraire. La répartition en différents groupes est basée sur le calcul de la distance entre les 
spectres, qui permet de définir un coefficient d’hétérogénéité. Abréviation : u.a. : unités 
arbitraires. 
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L’analyse par HCA des dérivées secondes des spectres IR-TF des quatre types de 

collagène a été réalisée sur la région 1680-1740 cm-1. Cette région du spectre est caractéristique 

de la bande amide I, et plus particulièrement de la déformation du groupement C=O de la liaison 

peptidique. Comme le montre le dendogramme de la figure 33, les spectres IR-TF sont répartis 

en deux groupes distincts avec une très nette différenciation entre le collagène carbamylé 24h et 

les autres collagènes, indiquant des modifications spectrales entre ces deux groupes dans la 

région amide I. Au sein du second groupe de spectres, un sous-groupe, formé des collagènes 

carbamylé 2h et carbamylé 6h, peut être différencié du collagène témoin. La reproductibilité des 

résultats de cette analyse statistique réalisée sur 16 spectres (4 par type de collagène, dont la 

moyenne est représentée sur le dendogramme) permet de valider l’existence de modifications du 

mode de vibration de certaines liaisons, dues à un changement conformationnel du collagène 

après carbamylation. 

 

 

III.1.6. Analyse du collagène carbamylé par spectroscopie Raman 
 

 Par rapport à la spectroscopie IR-TF, la spectroscopie Raman permet d’apporter des 

informations complémentaires concernant les modes de vibration de certaines liaisons, plus 

difficilement détectables par la méthode précédente. Ainsi, cette technique permet de mieux 

visualiser toute modification du mode de vibration (c’est-à-dire un déplacement du pic) ou de 

l’intensité relative de vibration d’une liaison covalente, engendrant un changement 

conformationnel ou la dénaturation de la protéine. 

 Pour faciliter l’interprétation, nous avons comparé uniquement le collagène témoin et le 

collagène carbamylé 24h, qui présentent le plus grand degré d’hétérogénéité en spectroscopie IR-

TF. 

 

 Les bandes majoritaires de chaque spectre sont repérées, et un mode de vibration leur est 

attribué à partir des données de la littérature [Badii et Howell, 2003 ; Ikoma et al., 2003]. Dans 

leur ensemble, les variations entre les deux spectres sont de faible importance en terme 

d’intensité et de changement de fréquence (figure 34, tableau 7). 

 

 

 



Résultats 

 125

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Spectres Raman des collagènes témoin et carbamylé 24h. 
Chaque spectre Raman représente la moyenne de trois enregistrements distincts effectués sur la 
région 400-1800 cm-1 puis normalisés. La normalisation est effectuée sur la totalité de la zone 
spectrale en amenant la surface totale de tous les spectres à une même valeur arbitraire. Cette 
figure permet la comparaison entre les spectres Raman du collagène témoin (ligne bleue 
continue) et du collagène carbamylé 24h (ligne rouge en pointillés). Deux régions importantes 
du spectre ont été agrandies : la région amide I et les deux doublets de pics correspondant à la 
vibration du cycle des résidus de proline et d’hydroxyproline. 
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Collagène témoin (cm-1) Collagène carbamylé 24 h (cm-1) Attribution 

1670 1670 Amide I ν(C=O) 

1640 1640 Amide I ν(C=O) 

1606 1606 Phe, Tyr 

1586 1586 Pro, Hyp 

1452 1450 δ(CH2) 

1425 1423 ν(COO-) 

1342 1340 γw(CH2) 

1317 1315 γt(CH2) 

1269 1269 Amide III δ(NH2) 

1244 1244 Amide III δ(NH2) 

1208 1206 Hyp, Tyr 

1178 1179 NH3
+ 

1164 1164 NH3
+ 

1125 1122 ν(C-N) 

1098 1097 ν(C-N) 

1062 1062 Groupement carboxyle OH 

1046 1046 n.a. 

1033 1031 Phe 

1004 1004 Phe 

936 936 ν(C-C) du squelette protéique 

922 922 ν(C-C) du cycle de la Pro 

877 877 ν(C-C) du cycle de l’Hyp 

857 857 ν(C-C) du cycle de la Pro 

816 816 ν(C-O-C) ; ν(C-C) du squelette protéique 

 

 

 

 

Tableau 7. Identification des bandes présentes sur les spectres Raman des collagènes 
témoin et carbamylé 24h.  
Chaque pic constituant les spectres de la figure 34 est repéré puis un type de vibration 
caractéristique lui est attribué sur la base des données de la littérature. Les modes de vibration 
répertoriés dans ce tableau sont les suivants : ν : élongation ; δ: déformation dans le plan ; γw: 
déformation hors du plan ; γt: cisaillement. Les bandes qui apportent des informations 
concernant les modifications conformationnelles induites par la carbamylation sont surlignées 
en gris. Abréviations : n.a. : non attribué ; Hyp : hydroxyproline ; Pro : proline ; Phe : 
phénylalanine ; Tyr : tyrosine. 
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 La comparaison des deux spectres porte sur trois points majeurs : les régions 

représentatives des liaisons peptidiques en général (bandes amide I et III), la vibration de la 

chaîne latérale des résidus de lysine et les vibrations qui témoignent de la conformation générale 

de la triple hélice. 

  

 Parmi les vibrations généralement étudiées pour les protéines, la bande amide I 

correspond à l’élongation du C=O de la liaison peptidique. La présence de cette bande mesurée à 

1670 cm-1 pour les deux spectres permet d’affirmer que la structure générale est relativement 

bien conservée pour le collagène carbamylé 24h, même si l’intensité de vibration de cette bande 

est significativement augmentée. Cette augmentation peut s’expliquer par la présence de 

groupements C=O supplémentaires ou par des différences dans l’arrangement des fibres de 

collagène. La stabilité de la conformation générale de la protéine est confirmée de la même 

manière par la persistance de la bande amide III à 1244-1269 cm-1 pour le collagène carbamylé 

24h.  

 La fixation de cyanate sur la chaîne latérale des résidus de lysine se manifeste par une 

modification du mode de vibration et de l’intensité des bandes correspondant aux groupements 

CH2 (1317, 1352 et 1452 cm-1) et aux liaisons C-N (1098 et 1125 cm-1). Ces décalages de 

fréquence démontrent l’alourdissement de la chaîne latérale des résidus de lysine dû à la fixation 

de cyanate.  

 Par ailleurs, des changements dans l’intensité de vibration des liaisons C-C du squelette 

protéique et des hétérocycles des résidus de proline et d’hydroxyproline sont mis en évidence par 

les bandes situées dans la région 816-936 cm-1 du spectre. Ce phénomène se manifeste par la 

modification du rapport d’intensité des doublets (936/922 et 877/857), traduisant une 

modification de l’environnement local de ces groupements. 

 Tous ces éléments permettent d’affirmer que la carbamylation n’entraîne pas de 

dénaturation du collagène mais génère des modifications conformationnelles « locales » de la 

triple hélice. 

 

 

III.1.7. Mesure de l’hélicité du collagène carbamylé par polarimétrie 
 

 Pour compléter et vérifier les informations structurales fournies par les méthodes 

spectroscopiques, l’hélicité du collagène a été mesurée par polarimétrie. La valeur du pouvoir 
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rotatoire du collagène à 435 nm procure des indications sur l’état de la triple hélice, plus précises 

que celles obtenues en dichroïsme circulaire, et permet de déterminer si le collagène conserve sa 

structure en triple hélice après carbamylation. 

 

 A 27°C, le collagène témoin en solution dans l’acide acétique 18 mM possède un pouvoir 

rotatoire de - 463° ± 9° (tableau 7). Des valeurs comparables sont obtenues pour les collagènes 

carbamylé 2h et carbamylé 6h, alors que le pouvoir rotatoire du collagène carbamylé 24h est de  

- 365° ± 7°, et se rapproche de celui de la gélatine et du collagène dénaturé (i.e. respectivement   

- 222° ± 2° et - 226° ± 5°), qui ont perdu leur structure hélicoïdale. Ces résultats montrent 

qu’entre 6h et 24h de carbamylation, le collagène perd 40 % de sa structure en triple hélice. 

 

Collagène [α]435nm à 27°C Taux d’hélicité 
(en % par rapport au collagène témoin) 

Témoin - 463° ± 9° 100 

Carbamylé 2h - 465° ± 8° 100 

Carbamylé 6h - 473° ± 9° 100 

Carbamylé 24h - 365° ± 7° 60 

Gélatine - 222° ± 6° 0 

Dénaturé 30 min à 60°C - 226° ± 5° 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.1.8. Evaluation de la fibrillogenèse du collagène carbamylé in vitro 
 

 Apres avoir mis en évidence des modifications conformationnelles locales de la triple 

hélice après carbamylation, nous avons testé la capacité du collagène à former des agrégats 

supramoléculaire (ou fibres) dans des conditions bien définies de pH et de température [Wood et 

Keech, 1960]. 

 

 

Tableau 7. Mesure de l’hélicité du collagène par polarimétrie. 

Le pouvoir rotatoire [α] des différentes préparations de collagène, mesuré à 435 
nm et à 27°C, est présenté sous la forme moyenne ± écart-type (n=3) et exprimé en 
degrés. Le taux d’hélices (en pourcentages) de chaque collagène est calculé par 
rapport au collagène témoin (100 %). La gélatine et le collagène dénaturé par 
chauffage à 60°C pendant 30 min sont utilisés comme témoins négatifs. 
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 Le phénomène de fibrillogenèse du collagène peut être suivi par turbidimétrie car la 

formation du gel génère un trouble à 400 nm proportionnel à sa densité. Pour le collagène 

témoin, ce phénomène est caractérisé par une courbe de type sigmoïde et comprend trois phases : 

une phase de latence, une phase exponentielle qui correspond à l’assemblage du gel, et un 

plateau qui reflète la densité et la stabilité du gel formé (figure 35). Un collagène dénaturé (c’est-

à-dire ayant perdu sa structure en triple hélice) est incapable de former des fibrilles et ne présente 

aucune augmentation de la turbidité en fonction du temps d’incubation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pour les collagènes carbamylés, la fibrillogenèse est caractérisée par une réduction de la 

phase de latence, suggérant un assemblage des molécules de collagène plus rapide que pour le 

collagène témoin. De plus, les courbes de fibrillogenèse présentent une très nette diminution de 

la pente de la phase exponentielle, dépendante du temps de carbamylation, ainsi que des valeurs 

maximales de turbidité atteintes au plateau, qui sont, dans le cas des collagènes carbamylés 6h et 

24h, quatre à cinq fois inférieures à celles obtenues pour le collagène témoin. 

Figure 35. Influence de la carbamylation sur le processus de fibrillogenèse du collagène. 
Les solutions de collagène sont diluées dans un tampon phosphate à pH physiologique puis 
incubées à 30°C. La turbidité à 400 nm est régulièrement mesurée pour suivre le processus de 
fibrillogenèse. Chaque point de la courbe représente la moyenne ± écart-types de 3 expériences 
indépendantes. Le collagène dénaturé par chauffage à 60°C pendant 30 min est utilisé comme 
témoin négatif de fibrillogenèse. 
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Ces résultats suggèrent que la carbamylation entraîne un assemblage rapide mais 

anarchique des molécules de collagène, aboutissant à une baisse de densité des gels formés, 

probablement due à une diminution du nombre de fibres.  

 

III.1.9. Mesure de la température de fusion des gels de collagène carbamylé 
 

Pour évaluer la répercussion du défaut de fibrillogenèse sur la stabilité des gels de 

collagène, nous avons testé leur résistance à la température. Des gels de collagène, formés dans 

les mêmes conditions qu’au paragraphe III.1.8., sont soumis à une augmentation croissante de 

température, et la turbidité à 400 nm est régulièrement mesurée (figure 36). Les courbes 

obtenues lors de ces expériences sont caractérisées par un plateau, suivi d’une chute brutale de la 

turbidité, qui marque la dissociation du gel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36. Influence de la carbamylation sur la résistance des gels de collagène à la 
température. 
Les gels de collagène sont soumis à une augmentation progressive de température (+ 2°C/min). 
Le processus de dénaturation par la température est suivi par la mesure de la turbidité à  
400 nm. 
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 La température de fusion, qui correspond à la température pour laquelle la turbidité à   

400 nm est égale à la moitié de sa valeur maximale, est pratiquement similaire pour les gels de 

collagène témoin et carbamylé 2h (i.e. respectivement 46,5°C et 46,0°C). Comme dans le cas du 

test de fibrillogenèse, le changement le plus important se produit entre 2h et 6h de 

carbamylation, car les températures de fusion des gels constitués des collagènes carbamylé 6h et 

carbamylé 24h chutent significativement, atteignant respectivement 41,5°C et 41,0°C. Ces 

résultats montrent que la carbamylation induit une plus grande sensibilité des gels de collagène à 

la température. 

 

III.1.10. Aspect morphologique du collagène carbamylé 
 

III.1.10.1. Etude de la structure des gels de collagène carbamylé 

 

 Les expériences de fibrillogenèse ont montré une baisse de densité des gels de collagène 

carbamylé. Pour savoir si cette baisse était due à une diminution du diamètre des fibres ou à un 

réel défaut d’assemblage et de formation des fibres, l’homogénéité des gels a été évaluée par 

coloration et par microscopie électronique à balayage. 

 

 Des gels de collagènes ont été séchés après polymérisation puis colorés au bleu de 

Coomassie R-250. La coloration permet de rendre compte de l’homogénéité du gel. La figure 

37A montre un gel relativement uniforme pour le collagène témoin, alors que les gels de 

collagène carbamylé apparaissent plus hétérogènes, avec la présence d’amas plus denses. Ce 

phénomène s’intensifie avec le temps de carbamylation, et c’est pour le collagène carbamylé 24h 

que l’hétérogénéité est la plus évidente. 

 

 Ce phénomène a été confirmé par l’observation des gels en microscopie électronique à 

balayage (figure 37B). En effet, pour le collagène carbamylé 24h, la formation du gel est 

relativement incomplète et anarchique par rapport au collagène témoin, comme en témoigne 

l’existence de zones de dissociation apparentées à de véritables trous. 
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III.1.10.2. Aspect morphologique des fibres de collagène carbamylé en microscopie 

électronique à balayage 

 

Comme les résultats précédents montrent un défaut d’assemblage des molécules de 

collagènes, nous avons déterminé si ce phénomène était également lié à une modification de 

l’organisation et de la taille des fibres, par l’observation du collagène carbamylé en microscopie 

électronique à balayage (MEB). 

Les observations en MEB montrent que 2 h de carbamylation n’altèrent pas la structure 

fibrillaire du collagène ni son organisation en réseau en comparaison avec le collagène témoin 

(figure 38). En revanche, l’augmentation du temps de carbamylation induit une modification 

progressive de l’organisation des fibres, plus visible après 24 h de carbamylation. Ces 

changements associent une diminution du diamètre des fibres à une altération du réseau, qui 

apparaît plus serré que dans le cas du collagène témoin. 

 

Figure 37. Influence de la carbamylation sur la structure des gels de collagène. 
(A) : les gels de collagène ont été polymérisés pendant 2 h à 37°C en plaque 24 puits, puis 
séchés et colorés au bleu de Coomassie R-250. (B) : Les gels, formés dans les mêmes 
conditions, sont déshydratés et observés au microscope électronique à balayage.  Abréviations : 
T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : 
collagène carbamylé 24h. 

T C2h C6h C24h 

50 µm 50 µm 

Témoin Carbamylé 24h

A. 

B. 
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 En conclusion, l’analyse structurale a permis de montrer que la carbamylation n’induit 

pas de dénaturation complète du collagène, mais plutôt des modifications locales de la structure 

de la triple hélice, entraînant une perte de son hélicité. Ces anomalies structurales sont modérées 

mais néanmoins responsables d’un problème d’assemblage des molécules de collagène les unes 

par rapport aux autres, à l’origine d’un défaut de fibrillogenèse et d’une plus grande fragilité des 

gels de collagène. 

 

Figure 38. Observation du collagène carbamylé en microscopie électronique à 
balayage. 
Le collagène sous forme lyophilisée est déshydraté puis métallisé pour permettre son 
observation au microscope électronique à balayage. 

Témoin Carbamylé 2h 

Carbamylé 6h Carbamylé 24h 

10 µm 10 µm 
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IIIIII..22..  SSEENNSSIIBBIILLIITTEE  DDUU  CCOOLLLLAAGGEENNEE  CCAARRBBAAMMYYLLEE    
AA  LLAA  PPRROOTTEEOOLLYYSSEE  EENNZZYYMMAATTIIQQUUEE  

 
 

 

 Dans la partie précédente, nous avons montré que la carbamylation entraînait une 

altération de la structure en triple hélice du collagène. Sachant que l’état de la triple hélice est un 

facteur essentiel dans le mécanisme de dégradation du collagène [Lauer-Fields, 2002], nous 

avons déterminé, dans ce deuxième chapitre, les conséquences de la carbamylation sur la 

sensibilité du collagène à la protéolyse enzymatique. 

  

III.2.1. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase bactérienne 
 

 La collagénase bactérienne est une enzyme peu spécifique capable de cliver les 

collagènes en petits fragments. Nous l’avons utilisée en première approche pour mettre en 

évidence une éventuelle différence de sensibilité du collagène carbamylé à la protéolyse 

enzymatique. 

 

 III.2.1.1. Mise en évidence par électrophorèse 

 

 Le collagène, après incubation pendant 2, 6 et 24 heures à 37°C avec la collagénase 

bactérienne extraite de Clostridium histolyticum (qualité CLSPA), est soumis à une 

électrophorèse de type SDS-PAGE. La quantification des bandes correspondant aux chaînes α 

permet d’établir le pourcentage de dégradation. Pour ces expériences, nous avons choisi de tester 

le collagène carbamylé 6h, et les quantités d’enzyme ajoutées ont été déterminées de manière à 

n’obtenir qu’une digestion partielle du collagène, permettant la quantification. 

 

 Le collagène témoin présente une disparition progressive des bandes correspondant à 

α1(I) et α2(I) jusqu’à 24 h d’incubation (figure 39A). En revanche, l’intensité des bandes du 

collagène carbamylé 6h ne varie pratiquement pas, même au temps d’incubation 24 h. La 

quantification densitométrique confirme la digestion progressive du collagène témoin avec le 

temps d’incubation (figure 39B). Son taux de dégradation est de 38 % après 2 h d’incubation, et 



Résultats 

 135

atteint 57 % après 24 h. Le pourcentage de dégradation du collagène carbamylé est 

significativement plus faible dès 2 h d’incubation (23 % ; p < 0,01), et évolue peu avec le temps 

comparativement au collagène témoin. Après 24 h d’incubation, la dégradation du collagène 

témoin est 2,5 fois plus importante que celle du collagène carbamylé 6h. Ces résultats indiquent 

une plus grande résistance du collagène carbamylé 6h, par rapport au collagène témoin, à 

l’action de la collagénase bactérienne.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase bactérienne : 
SDS-PAGE. 
Le collagène est soumis à l’action de la collagénase bactérienne (Clostridium 
histolyticum, qualité CLSPA) à 37°C pendant 2, 6 et 24 h selon le protocole décrit 
dans le chapitre « matériel et méthodes ». (A) : SDS-PAGE à 5 % (m/v) de 
polyacrylamide des chaînes α du collagène. (B) : Quantification par densitométrie des 
bandes correspondant aux chaînes α1(I) et α2(I). Les résultats sont exprimés en 
moyennes ± écart-types (n=3). Significativité : ** : p < 0,01. Abréviations : T : 
collagène témoin ; C6h : collagène carbamylé 6h. 
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 III.2.1.2. Dosage de la 4-Hydroxyproline 

 

 Après incubation du collagène avec la collagénase bactérienne, le dosage de la 4Hyp, AA 

caractéristique du collagène, est réalisé dans les culots (collagène non dégradé) et les surnageants 

(petits fragments libérés lors de la protéolyse), permettant le calcul d’un pourcentage de 

dégradation. 

 Ces résultats confirment que le collagène carbamylé 6h est plus résistant à la dégradation 

par la collagénase bactérienne que le collagène témoin (figure 40). Ainsi, 10 % du collagène 

témoin est dégradé après 2 h d’incubation, contre seulement 3 % du collagène carbamylé 6h      

(p < 0,05). Le taux de dégradation augmente progressivement avec le temps d’incubation pour 

les deux types de collagène. Le collagène témoin reste plus sensible que le collagène carbamylé 

6h à tous les temps de l’expérimentation. Après 24 h d’incubation, le collagène témoin est 

dégradé à 65 % contre seulement 44 % pour le collagène carbamylé 6h (p < 0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ces deux expériences différentes nous ont permis de montrer que la carbamylation du 

collagène le rendait plus résistant à la digestion par la collagénase bactérienne. 

 

Figure 40. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase bactérienne : 
quantification. 
Le collagène est soumis à l’action de la collagénase bactérienne à 37°C pendant 2, 6 et 
24 h, puis le collagène non dégradé est précipité à l’éthanol 80 % (v/v). Après 
centrifugation et hydrolyse, la 4Hyp est dosée dans le culot et dans le surnageant. Les 
résultats de pourcentage de dégradation sont exprimés en moyennes ± écart-types 
(n=3). Différences significatives : * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Abréviations : T : 
collagène témoin ; C6h : collagène carbamylé 6h. 
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III.2.2. Dégradation du collagène carbamylé par les collagénases interstitielles 

(MMP-1, MMP-8 et MMP-13) 
 

 Afin de mieux comprendre les conséquences de la carbamylation sur le catabolisme du 

collagène in vivo, nous avons mesuré la résistance du collagène carbamylé à l’action d’enzymes 

plus physiologiques, les MMP. Dans un premier temps, les tests ont été réalisés avec les 

collagénases interstitielles MMP-1, MMP-8 et MMP-13. 

 

 III.2.2.1. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase-1 (MMP-1) 

 

 Différents tests ont été utilisés pour caractériser la sensibilité du collagène carbamylé à la 

MMP-1. 

 

a) Mise en évidence par zymographie 

 

 Cette technique consiste à incorporer, dans un gel de polyacrylamide, le substrat de 

l’enzyme testée, ici le collagène de type I, et à utiliser ce support pour l’électrophorèse de 

quantités définies de proMMP-1 recombinante. Son activité a été évaluée vis à vis de deux 

substrats distincts : le collagène témoin et le collagène carbamylé 6h. La sensibilité du collagène 

à l’action de la proMMP-1 est déterminée indirectement par le seuil de détection de l’action de 

l’enzyme et par l’intensité des plages de lyse. 

 

Les zymogrammes mettent en évidence plusieurs bandes : une bande majoritaire de 

proMMP-1 et trois bandes minoritaires de taille inférieure, correspondant aux formes actives de 

la MMP-1 (figure 41). Les deux gels présentent un profil pratiquement identique, avec un seuil 

de détection situé à 2 ng d’enzyme pour le collagène témoin comme pour le carbamylé 6h. 

Cependant, l’intensité des bandes apparaît plus importante dans le cas du gel constitué de 

collagène témoin, tant pour la forme pro-MMP-1 que pour les formes actives. 
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b) Mise en évidence par SDS-PAGE 

 

Nous avons également évalué la dégradation du collagène par la MMP-1, par 

électrophorèse, qui permet de suivre l’apparition des fragments de dégradation qui résultent, 

dans un premier temps, d’un clivage du collagène aux trois quarts de sa longueur, générant deux 

fragments dégradés par la suite en peptides de plus petite taille. 

 

L’effet du temps d’incubation en présence de MMP-1 a été testé sur les collagène témoin 

et carbamylé 6h (figure 42). 

 Dans le cas du collagène témoin, les fragments de clivage des chaînes α par la MMP-1 

sont visibles dès 2 h d’incubation puis s’accumulent avec le temps. Après 24 h en présence de 

l’enzyme, plusieurs fragments deviennent majoritaires par rapport aux chaînes α, et en 

particulier à la chaîne α2(I), qui a totalement disparu. L’apparition des fragments de dégradation 

du collagène carbamylé 6h, qui augmente également avec le temps d’incubation, est plus tardive 

que celle du collagène témoin. Ainsi, après 24 h d’incubation, deux fragments seulement sont 

générés par le clivage du collagène carbamylé 6h, au lieu de cinq pour le collagène témoin. De 

Figure 41. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-1 : zymographie. 
Des quantités décroissantes (20 à 2 ng) de proMMP-1 recombinante sont soumises 
à une électrophorèse en gel de polyacrylamide à 10 % (m/v) contenant 0,5 mg/mL 
de collagène témoin ou carbamylé 6h. Après incubation pendant 18 h à 37°C, 
l’activité enzymatique est mise en évidence par l’apparition de plages de lyse après 
la coloration du gel au bleu de Coomassie G-250. 
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plus, une bande correspondant à la chaîne α2(I) persiste. Ces données indiquent une plus grande 

résistance du collagène carbamylé à l’action de la MMP-1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pour déterminer si la résistance dépend du taux de carbamylation, nous avons testé 

comparativement les collagènes préalablement carbamylés pendant 2, 6 et 24 h (figure 43). Cette 

expérience montre un profil de dégradation identique après 24 h d’incubation pour le collagène 

carbamylé 2h et le collagène témoin, alors qu’une plus grande résistance à la dégradation est 

visible à l’électrophorèse pour le collagène carbamylé 6h. Le collagène carbamylé 24h apparaît 

plus résistant que le collagène carbamylé 6h, puisque pratiquement aucun fragment de 

dégradation n’est produit par l’action de la MMP-1, même en 24 h. Ces résultats montrent que la 

carbamylation induit une résistance du collagène à la protéolyse par la MMP-1, proportionnelle à 

son intensité. 

 

 

 

Figure 42. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-1 : SDS-PAGE. 
Après incubation du collagène en présence de 12,8 nM de MMP-1 active pendant 
2, 6 ou 24 h à 37°C, l’apparition des produits de dégradation est mise en évidence 
par SDS-PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : collagène 
témoin ; C6h : collagène carbamylé 6h; * : fragments ¾ obtenus après clivage du 
collagène. 
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Figure 43. Influence du taux de carbamylation sur la résistance du collagène carbamylé à 
la MMP-1. 
Les collagènes témoin et carbamylés 2h (A), 6h (B) et 24h (C) sont incubés en présence de 
MMP-1 active pendant 24 h à 37°C. Les produits de dégradation sont mis en évidence par 
SDS-PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : 
collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h; * : 
fragments ¾ obtenus après clivage du collagène. 
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c) Dégradation du collagène marqué 

 

La résistance du collagène carbamylé à la MMP-1 a été confirmée par un test quantitatif 

basé sur l’incubation de collagène marqué au tritium en présence de MMP-1. Le comptage de la 

radioactivité permet de calculer un pourcentage de dégradation. Nous avons choisi des 

concentrations d’enzyme entraînant au maximum 50 % de dégradation du collagène, conditions 

permettant une analyse quantitative optimale. 

 

 Dans les conditions utilisées, le taux de dégradation du collagène témoin est de 42 % 

(figure 44). Aucune variation significative n’est constatée avec le collagène carbamylé 2h, alors 

que le collagène carbamylé 6h présente un taux de dégradation significativement plus faible que 

celui du collagène témoin (29 % ; p < 0,05). La résistance augmente avec l’intensité de 

carbamylation, étant deux fois plus importante pour le collagène carbamylé 24h, qui n’est 

dégradé qu’à 19 % (p < 0,01), que pour le collagène témoin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-1 : quantification. 
Le collagène tritié est soumis à l’action de la MMP-1 durant 18 h à 37°C puis la 
réaction est stoppée par précipitation à l’éthanol 80 % (v/v) du collagène non dégradé. 
Après centrifugation, le comptage de la radioactivité est effectué dans le culot 
(collagène non dégradé) et le surnageant (fragments de collagène dégradé), ce qui 
permet de calculer un pourcentage de dégradation. Les résultats sont exprimés en 
moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non 
significative ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : 
collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 
24h. 
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 Ces diverses expériences montrent que le collagène carbamylé est plus résistant à l’action 

de la MMP-1, de façon proportionnelle au degré de carbamylation. 

 

 

 III.2.2.2. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase-2 (MMP-8) 

 

La résistance du collagène carbamylé a également été étudiée vis à vis d’une autre 

collagénase interstitielle, la collagénase des neutrophiles (ou MMP-8). Nous avons utilisé les 

mêmes techniques que celles décrites dans le paragraphe III.2.2.1., sauf la zymographie, dont la 

sensibilité s’est révélée insuffisante. 

 

a) Mise en évidence par SDS-PAGE 

 

 La dégradation du collagène par la MMP-8 fournit des fragments de taille comparable à 

ceux obtenus après clivage par la MMP-1, et s’accumulent avec le temps d’incubation (figure 

45). On remarque une apparition plus tardive des fragments de clivage pour le collagène 

carbamylé 6h, ainsi qu’une moins grande abondance de peptides de faible masse moléculaire, 

notamment après 24 h d’incubation. 

 

 

 Le degré de carbamylation du collagène influe directement sur la résistance à la MMP-8 

(figure 46). La dégradation du collagène carbamylé 2h est pratiquement identique à celle du 

collagène témoin, alors qu’une différence de dégradation visible à l’électrophorèse apparaît pour 

les préparations de collagène carbamylé pendant 6 h et 24 h. Cependant, les profils 

électrophorétiques obtenus à partir des collagènes carbamylés 6h et 24h sont quasiment 

identiques, et l’effet apparaît moins prononcé que vis à vis de la MMP-1 (§ III.2.2.1.b). 
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Figure 45. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-8 : SDS-PAGE. 
Après incubation du collagène en présence de MMP-8 active pendant 2, 6 ou 24 h 
à 37°C, l’apparition des produits de dégradation est mise en évidence par SDS-
PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : collagène témoin ; C6h : 
collagène carbamylé 6h ; * : fragments ¾ obtenus après clivage du collagène. 
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Figure 46. Influence du taux de carbamylation sur la résistance du collagène 
carbamylé à la MMP -8. 
Les collagènes témoin et carbamylés 2h (A), 6h (B) et 24h (C) sont incubés en 
présence de MMP-8 active pendant 24 h à 37°C. Les produits de dégradation sont 
mis en évidence par SDS-PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : 
collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; 
C24h : collagène carbamylé 24h; * : fragments ¾ obtenus après clivage du 
collagène. 
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b) Dégradation du collagène marqué 

 

 Le test de dégradation du collagène marqué ne montre pas de différence significative du 

taux de dégradation entre le collagène carbamylé 2h (50 %) et le collagène témoin (47 %) (figure 

47). Pour les taux de carbamylation plus élevés, les collagènes sont moins sensibles à la 

dégradation. 

L’effet n’est pas significatif pour le collagène carbamylé 6h (42 %), mais la diminution 

est significative pour le collagène carbamylé 24h, dont le pourcentage de dégradation est de      

34 % (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats montrent que le collagène carbamylé est plus résistant que le collagène 

témoin à l’action de la MMP-8, mais de façon moins prononcée que dans le cas de la MMP-1. 

 

Figure 47. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-8 : quantification.
Le collagène tritié est soumis à l’action de la MMP-8 durant 18 h à 37°C puis la 
réaction est stoppée par précipitation à l’éthanol 80 % (v/v) du collagène non 
dégradé. Après centrifugation, le comptage de la radioactivité est effectué dans le 
culot (collagène non dégradé) et le surnageant (fragments de collagène dégradé), ce 
qui permet de calculer un pourcentage de dégradation. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non 
significative ; * : p < 0,05. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène 
carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h. 
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 III.2.2.3. Dégradation du collagène carbamylé par la collagénase-3 (MMP-13) 

 

 L’action de la MMP-13 sur le collagène carbamylé a été testée dans les mêmes conditions 

que pour la MMP-8. 

 

a) Mise en évidence par SDS-PAGE 

 

 La MMP-13 clive le collagène en petits fragments non détectables en SDS-PAGE, ce qui 

explique que la dégradation se traduise par la disparition des bandes caractéristiques du 

collagène (figure 48). Les profils électrophorétiques obtenus après 2 h et 6 h d’incubation sont 

comparables, hormis l’apparition de deux bandes de faible intensité correspondant à des produits 

de dégradation du collagène témoin après 6 h d’incubation. Des différences importantes sont 

notées après 24 h d’incubation, avec la disparition pratiquement complète des chaînes α du 

collagène témoin, et seulement une baisse d’intensité des bandes de chaînes α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-13 : SDS-PAGE . 
Après incubation du collagène en présence de MMP-13 active pendant 2, 6 ou 24 h à 
37°C, l’apparition des produits de dégradation est mise en évidence par SDS-PAGE à 
6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : collagène témoin ; C6h : collagène 
carbamylé 6h. 
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Figure 49. Influence du taux de carbamylation sur la résistance du collagène 
carbamylé à la MMP -13. 
Les collagènes témoin et carbamylés 2h (A), 6h (B) et 24h (C) sont incubés en 
présence de MMP-13 active pendant 24 h à 37°C. Les produits de dégradation sont 
mis en évidence par SDS-PAGE à 6 % (m/v) de polyacrylamide. Abréviations : T : 
collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; 
C24h : collagène carbamylé 24h. 
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 La figure 49 montre que toutes les préparations de collagène carbamylé sont plus 

résistantes à l’action de la MMP-13 que les préparations de collagène témoin. On note dans tous 

les cas une forte diminution, voire une disparition quasi totale, des bandes de chaînes α du 

collagène témoin, contrastant avec leur persistance pour les collagènes carbamylés, qui augmente 

avec le taux de carbamylation. 

 

b) Dégradation du collagène marqué 

 

 Le test a montré une diminution significative du pourcentage de dégradation pour les 

collagènes carbamylés 6h et 24h, qui sont respectivement de 39 % et 37 % (p < 0,01), pour une 

valeur de 56 % avec le collagène témoin (figure 50). La différence entre le collagène témoin et le 

collagène carbamylé 2h n’est pas significative.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Dégradation du collagène carbamylé par la MMP-13 : quantification. 
Le collagène tritié est soumis à l’action de la MMP-13 durant 18 h à 37°C puis la 
réaction est stoppée par précipitation à l’éthanol 80 % (v/v) du collagène non dégradé. 
Après centrifugation, le comptage de la radioactivité est effectué dans le culot (collagène 
non dégradé) et le surnageant (fragments de collagène dégradé), ce qui permet de 
calculer un pourcentage de dégradation. Les résultats sont exprimés en moyennes ± 
écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non significative ; ** : p < 
0,01. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : 
collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h. 
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 Ces résultats montrent une augmentation de la résistance du collagène carbamylé à la 

dégradation par la MMP-13, même si on note une variation d’amplitude des différences selon le 

test utilisé. 

 

 

III.2.3. Dégradation du collagène carbamylé par les gélatinases (MMP-2 et 

MMP-9) 
 

 Nos analyses structurales ayant montré que la carbamylation du collagène interférait sur 

la stabilité de la triple hélice, entraînant progressivement un état de dénaturation, nous avons 

testé le comportement du collagène carbamylé vis à vis de deux gélatinases, la MMP-2 et la 

MMP-9, dont le substrat préférentiel est le collagène dénaturé ou gélatine. 

 

 III.2.3.1. Mise en évidence par zymographie 

 

 Les diverses préparations de collagène ont été incorporées dans des gels de 

polyacrylamide, puis différentes quantités de gélatinases (proMMP-2 ou proMMP-9) ont été 

soumises à l’électrophorèse. Après incubation pendant 18 h à 37°C, les gels sont colorés puis 

analysés. En fonction de la quantité d’enzyme déposée, l’apparition ainsi que l’intensité des 

plages de lyse permettent de définir la sensibilité relative des collagènes à la digestion 

enzymatique. 

 

 Pour le collagène témoin, la quantité minimale d’enzyme permettant d’observer une 

plage de lyse est de 100 pg pour la proMMP-2 et de 10 pg pour la proMMP-9 (figure 51). 

Lorsque le collagène est carbamylé pendant 2 h, cette valeur ne varie pas pour la proMMP-9, 

mais passe à 50 pg pour la proMMP-2. Quand le taux de carbamylation est plus élevé, la 

sensibilité du collagène aux gélatinases est plus grande, car seulement 20 pg de proMMP-2 et     

4 pg de proMMP-9 sont suffisants pour obtenir un signal. Aucune différence n’est observée entre 

les collagènes carbamylés 6h et 24h. 
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 III.2.3.2. Dégradation du collagène marqué 

 

 La dégradation du collagène carbamylé par les gélatinases a été étudiée à l’aide du test 

utilisant le collagène tritié. La dégradation par la MMP-2 est significativement augmentée         

(p < 0,05) pour l’ensemble des collagènes carbamylés par rapport au collagène témoin, dont le 

taux basal de dégradation est de 23 % (figure 52). Cependant, il n’existe aucune différence de 

sensibilité entre les différentes préparations de collagènes carbamylés, puisque les pourcentages 

de dégradation des collagènes carbamylés 2h, 6h et 24h sont respectivement de 33 %, 36 % et  

34 %. 

 Dans le cas de la MMP-9, des résultats similaires sont obtenues pour le collagène témoin 

(26 % de dégradation) et le collagène carbamylé 2h (31 % de dégradation). En revanche, la 

dégradation est significativement plus importante pour les collagènes carbamylé 6h et carbamylé 

24h, avec des pourcentages de dégradation respectivement de 44 % et 45 % (p < 0,05). 

Figure 51. Dégradation du collagène carbamylé par les gélatinases : 
zymographie. 
Des quantités décroissantes de proMMP-2 ou proMMP-9 sont soumises à une 
électrophorèse en gel de polyacrylamide à 10 % (m/v) contenant 0,5 mg/mL des 
différents types de collagène. A la suite de l’incubation pendant 18 h à 37°C, 
l’activité enzymatique est mise en évidence par l’apparition de plages de lyse après 
la coloration du gel au bleu de Coomassie G-250. Abréviations : T : collagène 
témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : 
collagène carbamylé 24h. 

Quantité 
déposée (pg) : 

T 

C6h 

C24h 

C2h 

200 100 50 20 40 20 10 4 

proMMP-2 proMMP-9 



Résultats 

 151

Cependant, aucune différence n’est observée entre ces deux préparations malgré leur différence 

de carbamylation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ces expériences montrent que la carbamylation augmente la sensibilité du collagène à 

l’action des gélatinases (MMP-2 et MMP-9). 

D’une manière générale, la carbamylation induite par une incubation de 6 h avec le 

KCNO (soit 0,4 % de résidus modifiés) semble réunir les conditions minimales pour que le 

collagène présente des différences de sensibilité à la protéolyse enzymatique par les gélatinases, 

mais également par les collagénases. 

 

 

 

 

Figure 52. Dégradation du collagène carbamylé par les gélatinases : quantification. 
Le collagène tritié est soumis à l’action de la MMP-2 ou MMP-9 durant 18 h à 37°C puis 
la réaction est stoppée par précipitation à l’éthanol 80 % (v/v) du collagène non dégradé. 
Après centrifugation, le comptage de la radioactivité est effectué dans le culot (collagène 
non dégradé) et le surnageant (fragments de collagène dégradé), ce qui permet de calculer 
un pourcentage de dégradation. Les résultats sont exprimés en moyennes ± écart-types 
(n=3). Test de significativité : NS : différence non significative ; * : p < 0,05. 
Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène 
carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h. 
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III.2.4. Dégradation du collagène carbamylé par la pepsine 
 

 Nous avons également testé la susceptibilité du collagène carbamylé à la digestion par 

une protéinase non spécifique, la pepsine. La triple hélice confère au collagène une résistance à 

la pepsine, propriété susceptible d’être modifiée après carbamylation.  

 Le pourcentage de dégradation du collagène témoin par la pepsine est relativement faible 

(i.e. 7 %), et correspond au clivage des télopeptides (figure 53). Les collagènes carbamylé 2h et 

carbamylé 6h présentent un pourcentage pratiquement équivalent, restant inférieur à 10 % et 

statistiquement non différent. En revanche, la dégradation du collagène carbamylé 24h est 

beaucoup plus importante, atteignant 27 %. Cette augmentation est significative par rapport au 

témoin (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53. Dégradation du collagène carbamylé par la pepsine : quantification. 
Le collagène tritié est soumis à l’action de la pepsine durant 18 h à 4°C puis la 
réaction est stoppée par précipitation à l’éthanol 80 % (v/v) du collagène non 
dégradé. Après centrifugation, le comptage de la radioactivité est effectué dans le 
culot (collagène non dégradé) et le surnageant (fragments de collagène dégradé) ce 
qui permet de calculer un pourcentage de dégradation. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non 
significative ; * : p < 0,05. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène 
carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h. 
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 Ce chapitre a permis de mettre en évidence des différences de sensibilité du collagène 

carbamylé à la protéolyse enzymatique. Ces différences se manifestent par une augmentation de 

la résistance à la collagénase bactérienne et aux collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8 et 

MMP-13), parallèlement à une plus grande sensibilité aux gélatinases (MMP-2 et MMP-9) et à la 

pepsine (dans le cas d’un taux important de carbamylation).  
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IIIIII..33..  IINNFFLLUUEENNCCEE  DDEE  LLAA  CCAARRBBAAMMYYLLAATTIIOONN  SSUURR  LLEESS  
IINNTTEERRAACCTTIIOONNSS  EENNTTRREE  CCOOLLLLAAGGEENNEE  EETT  PPNNNN  

  
 

 

 Les résultats présentés dans les chapitres précédents ont démontré l’altération des 

propriétés structurales et physico-chimiques du collagène carbamylé. Sachant que la fonction 

d’une protéine est intimement liée à sa structure et que le collagène de type I est capable de 

réguler les fonctions d’adhésion et d’activation des polynucléaires neutrophiles humains (PNN) 

[Monboisse et al., 1990], nous avons étudié l’influence de la carbamylation sur les interactions 

entre collagène et PNN. 

 

 

III.3.1. Adhésion des polynucléaires neutrophiles au collagène carbamylé 
 

 L’adhésion est la première étape du contact entre les PNN et le collagène de type I. Nous 

avons utilisé le test de coloration au violet cristal pour déterminer l’influence de la carbamylation 

sur l’adhésion des PNN au collagène. Pour cela, les cellules sont incubées au contact du 

collagène pendant 2 h à 37°C. Après plusieurs lavages pour éliminer les cellules non adhérentes, 

les PNN sont fixés à la glutaraldéhyde puis les noyaux colorés au violet cristal. Le colorant est 

solubilisé dans l’acide acétique et l’absorbance à 560 nm, proportionnelle au nombre de cellules 

adhérentes, est mesurée.  

 

 La mesure de l’absorbance à 560 nm montre que l’adhésion des PNN ne varie pas de 

manière significative lorsqu’ils adhérent aux collagènes carbamylés 2h, 6h ou 24h par rapport au 

collagène témoin (figure 54). La carbamylation n’a donc pas d’influence sur l’adhésion des PNN 

au collagène, quel que soit le degré de carbamylation. 
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III.3.2. Activation des polynucléaires neutrophiles par le collagène carbamylé 
 

 Les PNN adhérent au collagène de type I et l’utilisent comme support pour leur 

déplacement, mais ils peuvent également être activés par ce contact. Après avoir montré que 

l’adhésion n’était pas influencée par la carbamylation du collagène, nous avons déterminé la 

capacité du collagène carbamylé à activer les PNN. 

 

 La production d’espèces réactives de l’oxygène (RLO) par les PNN en fonction du temps 

d’incubation au contact du collagène a été étudiée par chimioluminescence et par réduction du 

NBT (figure 55). 

 

 

 

Figure 54. Influence de la carbamylation sur l’adhésion des polynucléaires 
neutrophiles au collagène. 
200 000 PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C en plaque 96 puits sur 25 µg de 
collagène. Les cellules adhérentes sont fixées à la glutaraldéhyde puis colorées au 
violet cristal. Les résultats sont exprimés en moyennes d’absorbance à 560 nm ± 
écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non significative par 
rapport au collagène témoin. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène 
carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h ; 
u.a. : unités arbitraires. 
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Figure 55. Cinétique d’activation des polynucléaires neutrophiles par le collagène 
carbamylé. 
Les PNN sont incubés à 37°C avec le collagène et leur activation est évaluée soit par 
réduction du NBT suivie par la mesure de l’absorbance à 560 nm (A), soit par mesure de la 
chimioluminescence en présence de luminol (B). Les résultats sont exprimés en moyennes ± 
écart-types (n=3). Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; 
C6h : collagène carbamylé 6h ; C24h : collagène carbamylé 24h ; u.a. : unités arbitraires. 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 1 2 3 4

 

Temps d’incubation (h) 

R
éd

uc
tio

n 
du

 N
B

T 
(A

bs
or

ba
nc

e 
à 

56
0 

nm
) 

T 

C2h 

C6h 

C24h 

A. 

B. 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 10 20 30 40 50 60

T 
C2h 
C6h 
C24h 

In
te

ns
ité

 d
e 

lu
m

in
es

ce
nc

e 
(u

.a
.) 

Temps d’incubation (min) 



Résultats 

 157

 L’accumulation de diformazan provenant de la réduction du NBT en fonction du temps, 

est caractérisée par une phase exponentielle qui atteint un plateau après 2 h d’incubation. 

L’aspect général des courbes obtenues avec les collagènes témoin et carbamylés est comparable. 

Leur comparaison révèle une inhibition de la production de RLO par le collagène carbamylé dès 

30 min d’incubation. Celle-ci reste relativement constante tout au long de la période d’étude, 

quel que soit le taux de carbamylation du collagène (figure 55A). 

 Lorsque la production de RLO est suivie par chimiluminescence, (figure 55B), les 

courbes obtenues sont biphasiques, et mettent en évidence un pic de production après 10 min de 

stimulation, pour revenir ensuite à un niveau basal après une heure d’incubation. L’allure de la 

courbe est identique pour les collagènes carbamylés, avec une amplitude du pic moins 

importante. 

 La différence d’allure de courbe est due au caractère temporaire de l’excitation du 

luminol alors que dans le cas du NBT, le diformazan est un précipité stable qui s’accumule dans 

les cellules avec le temps.  

Ces expériences ont permis de montrer que les cinétiques de libération de RLO sont 

identiques quel que soit le type de collagène. Pour étudier en détail l’effet de la carbamylation du 

collagène sur la production de RLO par les PNN, nous avons choisi de décrire ce phénomène au 

temps d’incubation 2 h pour le NBT et au bout de 10 min de stimulation pour le test au luminol. 

 

 III.3.2.1. Etude de l’activation des PNN par réduction du NBT 

 

 Les espèces réactives de l’oxygène produites par les PNN peuvent réduire le bleu de 

nitrotétrazolium (NBT), en diformazan, quantifiable par mesure de l’absorbance à 560 nm. 

 

 Pour cette expérience, les PNN ont été incubés pendant 2 h à 37°C au contact du 

collagène et en présence de NBT (figure 56). Le collagène témoin active les PNN, l’absorbance à 

560 nm étant de 0,19 après 2 h, alors que cette valeur ne dépasse pas 0,05 lorsqu’ils adhérent sur 

plastique, ce qui reflète le niveau basal d’activation des PNN. L’activation par le collagène est 

proche de celle observée après stimulation par le tripeptide fMet-Leu-Phe à 10-7 M (i.e. 0,26), 

utilisé comme témoin positif d’activation. 
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 Dès 2 h de carbamylation, on observe une inhibition significative de 30 % de l’activation 

des PNN par le collagène carbamylé (p < 0,01). Ce phénomène s’amplifie lorsque le taux de 

carbamylation du collagène augmente, les pourcentages d’inhibition atteignant respectivement 

45 % et 64 % pour les collagènes carbamylé 6h et carbamylé 24h. L’inhibition est presque totale 

pour le collagène carbamylé 24h, si l’on prend en considération le taux d’activation basal et non 

spécifique des cellules. Ces résultats ont été confirmés par une autre technique de dosage des 

RLO. 

 

 III.3.2.2. Etude de l’activation des PNN par chimiluminescence 

 

 La mise en évidence de la production de RLO par chimiluminescence a été réalisée dans 

les mêmes conditions expérimentales que précédemment, le NBT étant remplacé par le luminol 

Figure 56. Effet de la carbamylation du collagène sur l’activation des 
polynucléaires neutrophiles (Test de réduction du NBT). 
200 000 PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C en plaque 96 puits sur 25 µg de 
collagène en présence de NBT. L’activation des PNN est mise en évidence par la 
réduction du NBT, déterminée par l’absorbance à 560 nm. L’activation sur 
plastique témoigne du taux d’activation basal des PNN et l’utilisation de fMet-
Leu-Phe (10-7 M final) comme agent stimulant sert de contrôle positif d’activation. 
Les résultats sont exprimés en moyennes ± écart-types (n=3). Test de 
significativité par rapport au collagène témoin : ** : p < 0,01. Abréviations : T : 
collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 2h ; C6h : collagène carbamylé 6h ; 
C24h : collagène carbamylé 24h. 
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qui, lorsqu’il est excité par les RLO, émet des photons. La quantification du nombre de photons 

émis est effectuée à l’aide d’un luminomètre. 

 L’activation des PNN par le collagène témoin est mise en évidence par une intensité de 

luminescence environ sept fois supérieure à celle des PNN non stimulés (tableau 9). Le potentiel 

d’activation des PNN est vérifié par la réponse au fMet-Leu-Phe (10-7 M), utilisé comme 

contrôle positif, qui est ici de l’ordre de trente-cinq fois supérieure à la valeur basale. 

 

 Intensité de luminescence 
(unités arbitraires) 

Pourcentage d’inhibition  
(par rapport au collagène témoin) 

Sans effecteur 97 ± 12 - 

fMet-Leu-Phe 3510 ± 219 - 

Collagène témoin 670 ± 33 - 

Collagène carbamylé 2h 509 ± 48 ** 24 % 

Collagène carbamylé 6h 428 ± 32 ** 36 % 

Collagène carbamylé 24h 200 ± 22 ** 70 % 

 

 

  

 

 

 

 

  

 La comparaison des différents collagènes carbamylés avec le collagène témoin montre 

une inhibition de l’intensité de luminescence proportionnelle au degré de carbamylation. En 

effet, le collagène carbamylé 2h perd 24 % (p < 0,01) de sa capacité d’activation des PNN. Ce 

pourcentage d’inhibition passe à 36 % (p < 0,01) pour le collagène carbamylé 6h et atteint 70 % 

(p < 0,01) pour le collagène carbamylé pendant 24 h. 

 Ces résultats confirment l’inhibition de l’activation des PNN par le collagène carbamylé, 

de façon dépendante du taux de carbamylation. 

 

 

  

 

Tableau 9. Détermination par chimiluminescence de l’effet de la carbamylation 
du collagène sur l’activation des polynucléaires neutrophiles. 
106 PNN sont incubés pendant 10 min à 37°C avec le collagène en présence de 
luminol. L’activation des PNN est mise en évidence par la mesure de la 
luminescence produite par le luminol excité par les RLO. L’incubation en présence 
de fMet-Leu-Phe (10-7 M final) comme agent stimulant sert de contrôle positif 
d’activation. Les résultats sont exprimés en moyennes ± écart-types (n=3). Test de 
significativité par rapport au collagène témoin : ** : p < 0,01. 
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 III.3.2.3. Activation des PNN au contact du collagène carbamylé par l’urée 

 

 Pour se rapprocher des conditions rencontrées in vivo, nous avons testé la réponse des 

PNN à un contact avec du collagène carbamylé par l’urée au lieu de KCNO. Pour cela, le 

collagène a été soumis à une incubation de 3 et 6 mois en présence d’urée 50 mM, entraînant la 

modification de respectivement 1,5 et 3 résidus de lysine en homocitrulline (tableau 4). 

 Une préparation de collagène témoin a été incubée pendant 3 mois à 37°C dans un 

tampon phosphate. Ce collagène conserve son potentiel activateur des PNN, mais celui-ci 

diminue néanmoins significativement après 6 mois d’incubation, ce qui indique que le collagène 

perd une partie de son effet biologique après une trop longue incubation à 37°C en tampon 

phosphate (figure 57). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57. Influence de la carbamylation du collagène par l’urée sur l’activation 
des polynucléaires neutrophiles. 
200 000 PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C en plaque 96 puits sur 25 µg de 
collagène en présence de NBT. L’activation des PNN est mise en évidence par la 
réduction du NBT déterminée par l’absorbance à 560 nm. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité par rapport au collagène 
témoin correspondant : * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Abréviations : T-3mois et T-
6mois : collagène témoin incubé pendant 3 mois ou 6 mois en tampon phosphate à 
37°C ; U-3mois et U-6mois : collagène carbamylé, incubé à 37°C pendant 3 mois ou 
6 mois dans un tampon phosphate contenant 50 mM d’urée ;  T : collagène témoin 
non incubé dans le tampon phosphate ; C24h : collagène carbamylé 24h par le 
KCNO. 
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 Le collagène incubé pendant 3 mois avec de l’urée 50 mM provoque une inhibition de   

40 % de l’activation des PNN par rapport au témoin (p < 0,01). Après 6 mois d’incubation, la 

préparation garde un effet inhibiteur de 30 % (p < 0,05). 

Ces résultats montrent que le collagène carbamylé par l’urée possède les mêmes 

propriétés inhibitrices sur la production de RLO que le collagène carbamylé par le KCNO. 

 

 III.3.2.4. Morphologie des PNN après contact avec le collagène carbamylé 

 

 Nous avons complété l’étude biochimique de l’activation des PNN par une analyse 

morphologique par microscopie électronique à balayage. Les PNN ont été incubés sur un tapis de 

collagène pendant 2 h à 37°C puis soumis à l’observation microscopique (figure 58). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les clichés montrent une adhésion des PNN au collagène témoin, mise en évidence par 

l’enroulement des PNN autour des fibres. Cette interaction s’accompagne de l’activation des 

PNN, qui présentent une surface membranaire hétérogène laissant apparaître de nombreuses 

invaginations, reflet des activités d’exocytose et de dégranulation des PNN. 

 

 En revanche, l’interaction des PNN avec le collagène carbamylé conduit à une activation 

beaucoup plus faible. La surface membranaire des PNN reste quasiment homogène, ce qui 

Figure 58. Modification de la morphologie des polynucléaires neutrophiles après 
interaction avec le collagène carbamylé. 
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C avec le collagène puis les échantillons sont préparés 
pour permettre l’observation au microscope électronique à balayage. 
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montre l’absence ou la diminution de leur activité sécrétoire, sans que la viabilité de la cellule 

n’apparaisse affectée. 

 Ces résultats montrent donc l’existence d’une corrélation entre la morphologie des PNN 

et l’inhibition de la production de RLO induite par le collagène carbamylé.  

 

 III.3.2.5. Contrôle des préparations de collagène 

 

 Nous avons vérifié qu’après stérilisation, les préparations de collagène ne contenaient pas 

d’endotoxines bactériennes, capables d’activer les PNN. Le dosage d’endotoxines a été réalisé au 

laboratoire d’Hématologie du Pr. Nguyen (CHU de Reims). 

 

 Le dosage a également été effectué en parallèle sur une solution de concentration connue 

(5 µg/mL) de lipopolysaccharide (LPS), utilisée comme étalon pour déterminer la quantité 

d’endotoxines présentes dans les solutions de collagène (tableau 10). 

 

   Endotoxines 
(u.e./mL) 

LPS 215 600 

Collagène témoin 0,87 

Collagène carbamylé 2h 1,36 

Collagène carbamylé 6h 1,49 

Collagène carbamylé 24h 1,33 

 

 

  

 

 

 

 

 

 La concentration d’endotoxines dans la solution étalon de LPS est de 215 600 u.e./mL. 

Pour qu’une solution soit considérée comme dépourvue d’endotoxines, il faut que cette 

concentration soit inférieure à 2,1 u.e./mL, ce qui correspond à une concentration de 0,05 ng/mL 

de LPS [Gretzer et al., 2002]. Etant donné que toutes les solutions de collagène testées possèdent 

Tableau 10. Dosage des endotoxines dans les différentes 
préparations de collagène. 
Le collagène est solubilisé à 2 mg/mL dans l’acide acétique  
18 mM stérile, puis le dosage d’endotoxines est effectué au 
laboratoire d’Hématologie du Pr. Nguyen (CHU de Reims). La 
solution de lipolysaccharide (LPS) à 5 µg/mL est utilisée comme 
étalon. Abréviation : u.e. : unités d’endotoxines. 



Résultats 

 163

une concentration d’endotoxines inférieure à 1,5 u.e./mL, les solutions de collagène ont été 

considérées comme dépourvues d’endotoxines, ce qui permet de vérifier que l’activation des 

PNN par le collagène est indépendante d’un effet éventuel des endotoxines bactériennes. 

 

 

III.3.3. Mécanisme d’inhibition par le collagène carbamylé de la production 

de radicaux libres oxygénés par les polynucléaires neutrophiles 
 

 Nous avons voulu expliquer par quel mécanisme le collagène carbamylé entraînait une 

inhibition de la production de RLO par les PNN. Dans un premier temps, nous avons procédé à 

certaines vérifications, comme l’étude de la viabilité cellulaire, puis nous avons déterminé les 

séquences du collagène responsables de cet effet. 

 

 III.3.3.1. Evaluation de la viabilité des PNN au contact du collagène carbamylé 

 

 Nous avons vérifié que le collagène carbamylé n’exerçait pas d’effet toxique sur les 

PNN, de deux manières différentes : soit par le test d’expulsion du bleu Trypan, qui permet de 

colorer les cellules mortes, soit par dosage de l’activité lactate déshydrogénase (LDH), enzyme 

intracellulaire libérée au cours de la lyse cellulaire (tableau 11). 

 

 D’après le comptage des cellules mortes après coloration au bleu Trypan, on trouve une 

viabilité cellulaire supérieure à 95 %, quelle que soit la préparation de collagène. Aucune 

différence significative n’a été constatée entre le collagène témoin et les différentes préparations 

de collagène carbamylé. Ces résultats sont confirmés par la mesure de l’activité LDH dans les 

surnageants de culture, car les valeurs ne dépassent pas 14 UI/L quel que soit le collagène avec 

lequel les cellules ont été incubées, alors que cette activité atteint 228 UI/L pour le témoin 

positif. 
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Test au bleu Trypan 
(pourcentage de cellules viables) 

Activité LDH 
(exprimée en UI/L) 

Témoin positif (cellules lysées) - 228 ± 11 

Collagène témoin 98 ± 2 % 10 ± 3 

Collagène carbamylé 2h 98 ± 1 % NS 12 ± 5  NS 

Collagène carbamylé 6h 95 ± 5 % NS 8   ± 6  NS 

Collagène carbamylé 24h 96 ± 4 % NS 14 ± 4  NS 

 

 

 Ces deux tests de viabilité cellulaire montrent que le collagène carbamylé n’exerce pas 

d’effet toxique direct sur les PNN. 

 

III.3.3.2. Effet « scavenger » du collagène carbamylé 

 

 Après avoir vérifié que le collagène carbamylé n’entraînait pas de baisse de viabilité des 

PNN, nous avons mesuré sa capacité à capter les RLO, autrement dénommée effet « scavenger » 

du collagène. Pour cela, nous avons utilisé un système acellulaire de production d’ions 

superoxide, le système hypoxanthine-xanthine oxydase. La production d’ions superoxide a été 

suivie par la technique de réduction du NBT. 

 

 Ni le collagène témoin, ni le collagène carbamylé 24h ne modifient de manière 

significative la production d’ions superoxide dans ce système (figure 59). L’inhibition de la 

libération de RLO par les PNN en présence de collagène carbamylé ne s’explique donc pas par 

un effet scavenger direct de ce collagène sur les RLO produits par les cellules. 

 

 

 

 

 

Tableau 11. Effet du collagène carbamylé sur la viabilité des polynucléaires 
neutrophiles. 
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C sur un tapis de collagène, puis la viabilité 
cellulaire est évaluée soit par comptage des cellules mortes après coloration au bleu 
Trypan, soit par dosage de l’activité LDH. Les résultats sont exprimés en moyennes ± 
écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non significative par rapport au 
collagène témoin. Abréviation : LDH : lactate déshydrogénase. 
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III.3.3.3. Rôle de la carbamylation du peptide α1CB6 dans l’interaction entre collagène et 

polynucléaires neutrophiles 

 

 Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré que le collagène de type I stimulait la 

libération de RLO par les PNN par l’intermédiaire d’une séquence spécifique (DGGRYY), située 

au niveau du télopeptide C-terminal de la chaîne α1 du collagène [Monboisse et al., 1990]. Cette 

séquence activatrice est contenue dans le peptide α1CB6, qui constitue une cible préférentielle de 

carbamylation (§ III.1.3.2).  

Pour déterminer le rôle de la carbamylation de ce peptide dans l’inhibition de l’activation 

des PNN, nous avons reproduit une technique d’étude de l’interaction entre les CB-peptides et 

les PNN, mise au point au laboratoire [Garnotel et al., 1993]. Les CB-peptides sont séparés par 

électrophorèse puis transférés sur membrane. Après incubation des PNN avec la membrane, les 

fonctions d’adhésion et d’activation des PNN au contact des différents CB-peptides sont 

analysées (cf protocole schématisé par la figure 21). 

 

 

 

Figure 59. Influence du collagène carbamylé sur la production d’ions 
superoxide en système acellulaire. 
Les ions superoxide sont produits in vitro par le système acellulaire hypoxanthine-
xanthine oxydase et quantifiés par la technique de réduction du NBT en  tampon 
phosphate (témoin), en présence ou non de collagène. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité : NS : différence non 
significative par rapport au témoin. Abréviations : T : collagène témoin ; C24h : 
collagène carbamylé 24 h. 
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 Dans une première expérience, nous avons testé les CB-peptides provenant des 

collagènes témoin, carbamylé 6h et pepsiné. Les CB-peptides du collagène pepsiné, dépourvu de 

ses télopeptides, servent de contrôle négatif d’activation. En effet, le peptide α1CB6, qui contient 

la séquence activatrice des PNN, se trouve à l’extrémité C-terminale du collagène, éliminée par 

l’action de la pepsine. 

 Un gel d’électrophorèse, réalisé en parallèle, est utilisé comme référence pour 

l’identification des CB-peptides (figure 60). Ce gel permet de vérifier le retard de migration dû à 

la carbamylation du peptide α1CB6 et l’efficacité de la digestion pepsique, illustrée par la 

diminution de taille du peptide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 60. Rôle de la carbamylation du peptide α1CB6 sur l’adhésion et l’activation 
des polynucléaires neutrophiles. 
50 µg de CB-peptides ont été séparés par SDS-PAGE à 12,5 % (m/v) de polyacrylamide 
puis transférés sur membrane de PVDF. L’adhésion et l’activation des PNN ont été 
étudiées selon le protocole décrit au § II.2.4.7.  Abréviations : HMW : marqueurs de 
haute masse moléculaire ; T : collagène témoin ; C6h : collagène carbamylé 6 h ; P : 
collagène pepsiné. 
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 Ni la carbamylation, ni la digestion par la pepsine ne modifient les propriétés d’adhésion 

des PNN à l’ensemble des CB-peptides, notamment α1CB6. 

 

L’activation des PNN par les préparations de collagène témoin est sélectivement observée 

sur le CB-peptide α1CB6. On note cependant une seconde bande, de plus haute masse 

moléculaire, également capable d’activer les PNN, qui doit correspondre à une forme de 

digestion incomplète du collagène. En revanche, on observe une très nette inhibition de 

l’activation des PNN par le peptide α1CB6 du collagène carbamylé 6h, puisque seul un très 

faible signal d’activation est détecté. Par ailleurs, le peptide α1CB6 du collagène pepsiné est 

incapable d’activer les PNN. 

 

 La carbamylation du peptide α1CB6 joue donc un rôle dans l’inhibition de la libération de 

RLO par les PNN. Pour déterminer si cette propriété était liée au degré de carbamylation, nous 

avons reproduit le test d’activation avec des CB-peptides issus des collagènes témoin, carbamylé 

2h, carbamylé 6h et carbamylé 24h (figure 61). 

 

 La figure 61A montre que l’inhibition de l’activation des PNN est concomitante d’une 

augmentation du taux de carbamylation du peptide α1CB6. Les signaux obtenus ont été 

quantifiés par densitométrie à partir de trois expériences indépendantes. Si aucune différence 

significative n’est observée entre les collagènes témoin et carbamylé 2h, on note une inhibition 

de 60 % de l’activation des PNN pour le collagène carbamylé 6h. L’inhibition est pratiquement 

totale en présence du peptide α1CB6 du collagène carbamylé 24h (figure 61B). 

 

 Ces expériences montrent que l’effet inhibiteur du collagène carbamylé est la 

conséquence de la carbamylation spécifique du peptide α1CB6, et que le degré de l’inhibition est 

dépendant du taux de carbamylation. 
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Figure 61. Influence du degré de carbamylation du peptide α1CB6 sur l’activation 
des polynucléaires neutrophiles. 
(A) 50 µg de CB-peptides ont été séparés par SDS-PAGE à 12,5 % (m/v) de 
polyacrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. L’activation des PNN a été 
étudiée selon le protocole décrit au § II.2.4.7. (B) Quantification densitométrique de 
l’activation des PNN rapportée à la quantité de CB-peptide. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types. Test de significativité : NS : différence non significative ; * : 
p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Abréviations : T : collagène témoin ; C2h : collagène carbamylé 
2 h ; C6h : collagène carbamylé 6 h ; C24h : collagène carbamylé 24 h. 
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III.3.3.4. Relation entre degré de carbamylation et activité du peptide α1CB6 

 

 Après avoir mis en évidence l’implication de la carbamylation du peptide α1CB6, nous 

avons voulu déterminer le degré minimal de carbamylation permettant d’obtenir l’inhibition de 

l’activation des PNN. 

Or, dans chaque préparation de collagène carbamylé étudiée, le taux de carbamylation du 

peptide α1CB6 est hétérogène, ce qui traduit l’apparition de plusieurs spots en électrophorèse 

bidimensionnelle. Nous devions donc disposer d’un ensemble de peptides α1CB6 ayant un taux 

de carbamylation identique, ce qui nous a conduit à séparer, par isoélectrofocalisation 

préparative, les différents peptides α1CB6, dans le but de tester leur capacité à activer les PNN 

selon leur degré de carbamylation.  

 

 L’IEF a permis la séparation de trois peptides α1CB6 à partir du collagène témoin et cinq 

à partir du collagène carbamylé 6h (figure 62). Parmi les trois peptides α1CB6 obtenus du 

collagène témoin, seul les deux peptides de pHi plus élevé (i.e. 6,8 et 7,7) sont capables d’activer 

les PNN. Les cinq peptides issus du collagène carbamylé 6h possèdent un pHi plus faible (i.e. de 

6,8 à 5,2), corrélé à l’apparition progressive du retard caractéristique de mobilité 

électrophorétique. Parmi eux, seul celui de pHi est égal à 6,8 est capable d’activer les PNN. 

Cependant, l’activation est plus faible que pour le peptide de pHi équivalent isolé à partir du 

collagène témoin. 

 

La même expérience a été réalisée avec des CB-peptides préparés à partir de collagène 

carbamylé 24h (figure 63). Les résultats obtenus pour le collagène témoin confirment que seuls 

les deux peptides de pHi plus élevé (i.e. 6,8 et 7,7) induisent la libération de RLO par les PNN. 

En revanche, aucune des différentes formes du peptide α1CB6 du collagène carbamylé 24h n’est 

capable d’activer les PNN. Ce résultat concorde avec celui de l’expérience précédente car le 

peptide ayant un pHi égal à 5,2 qui possède plus d’un résidu modifié, est incapable de stimuler la 

libération de RLO par les PNN. 

 

Ces expériences montrent que la carbamylation d’un seul résidu de lysine du peptide 

α1CB6 suffit à conférer l’effet inhibiteur sur l’activation des PNN. 
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Figure 62. Effet inhibiteur des différents peptides α1CB6 issu du collagène 
carbamylé 6h. 
(A) Les CB-peptides, séparés par IEF préparative, sont soumis à une SDS-PAGE à 
12,5 % (m/v) d’acrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. L’activation des 
PNN au contact des différents CB-peptides a été étudiée selon le protocole décrit au 
§ II.2.4.7. (B) Quantification densitométrique du signal d’activation des PNN 
rapporté à la quantité de CB-peptide déposée. Les résultats sont exprimés en 
moyennes ± écart-types effectuées à partir de trois expériences indépendantes. 
Abréviations : T : collagène témoin ; C6h : collagène carbamylé 6 h ; u.a. : unités 
arbitraires. 
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Figure 63. Effet inhibiteur des différents peptides α1CB6 issu du collagène 
carbamylé 24h. 
(A) Les CB-peptides, séparés par IEF préparative, sont soumis à une SDS-PAGE à 
12,5 % (m/v) d’acrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. L’activation des 
PNN au contact des différents CB-peptides a été étudiée selon le protocole décrit au 
§ II.2.4.7. (B) Quantification densitométrique du signal d’activation des PNN 
rapporté à la quantité de CB-peptide déposée. Les résultats sont exprimés en 
moyennes ± écart-types effectuées à partir de trois expériences indépendantes. 
Abréviations : T : collagène témoin ; C6h : collagène carbamylé 6 h ; u.a. : unités 
arbitraires. 
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 III.3.3.5. Mise en évidence de l’implication d’un résidu de lysine dans l’activation des 

polynucléaires neutrophiles par le collagène de type I 

 

 Les résultats précédents indiquent que la carbamylation des résidus de lysine est 

responsable de l’altération des interactions entre PNN et collagène de type I, suggérant 

l’implication d’un résidu de lysine dans l’activation des PNN par le collagène. Pour le confirmer, 

nous avons utilisé une approche différente consistant, dans un premier temps, à réaliser des 

expériences de compétition avec un composé de structure très proche de la lysine et non 

métabolisable par la cellule, l’acide 6-amino-hexanoïque (AHA). 

 

 L’AHA inhibe l’activation des PNN induite par le collagène de type I de manière dose 

dépendante. L’effet est significatif à partir de 12,5 mM d’AHA (- 30 %, p < 0,01), et l’inhibition 

devient totale pour une concentration de 100 mM (figure 64). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 64. Effet de l’acide 6-amino-hexanoïque sur l’activation des polynucléaires 
neutrophiles par le collagène de type I.  
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C avec le collagène en présence d’acide 6-
amino-hexanoïque. L’activation des PNN est mise en évidence par la réduction du NBT, 
déterminée par l’absorbance à 560 nm. L’activation sur plastique reflète le taux 
d’activation basal des PNN tandis que l’utilisation de fMet-Leu-Phe (10-7 M final) 
comme agent stimulant sert de contrôle positif d’activation. Les résultats sont exprimés 
en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité par rapport au collagène témoin : 
** : p < 0,01. Abréviations : Pt : plastique ; AHA : acide 6-amino-hexanoïque ; fMLF : 
fMet-Leu-Phe ; T : collagène témoin. 

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

P l ast i que P l ast  + AHA
0, 2M

CAS T  +
f M LP

CAS T emoi n 12, 5mM 25mM  50mM 100mM 200mM

R
éd

uc
tio

n 
du

 N
B

T 
(A

bs
or

ba
nc

e 
à 

56
0 

nm
) 

T Pt Pt 
+ AHA 
200 mM 

fMLF 12,5 25 50 100 200 

T + AHA (mM) 

** 
** 

** 

** 
** 



Résultats 

 173

 En revanche, l’AHA ne modifie pas l’adhésion des PNN au collagène, quelle que soit la 

concentration utilisée (figure 65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 Nous avons évalué l’éventuel effet toxique de l’AHA sur les PNN par dosage de l’activité 

LDH dans les surnageants de culture. Ce dosage montre que l’AHA n’est pas toxique pour les 

PNN, même à une concentration de 200 mM (tableau 12). 

 

 

 

 

Figure 65. Effet de l’acide 6-amino-hexanoïque sur l’adhésion des polynucléaires 
neutrophiles au collagène. 
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C avec le collagène en présence d’acide 6-amino-
hexanoïque. L’adhésion des PNN au collagène est mise en évidence par coloration des 
cellules au violet cristal, puis mesure de l’absorbance à 560 nm. Les résultats sont 
exprimés en moyennes ± écart-types (n=3). Test de significativité par rapport au collagène 
témoin : NS : différence non significative. Abréviations : Pt : plastique ; AHA : acide 6-
amino-hexanoïque ; fMLF : fMet-Leu-Phe ; T : collagène témoin. 
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 Activité LDH 
(exprimée en UI/L) 

Témoin positif (cellules lysées) 230 ± 21 

Plastique 16 ± 3 

Plastique + AHA 200 mM 15 ± 5 

fMet-Leu-Phe (10-7 M) 17 ± 8 

Collagène témoin 19 ± 6 

Collagène témoin + AHA 12,5 mM 20 ± 5    NS 

Collagène témoin + AHA 25 mM 20 ± 3    NS 

Collagène témoin + AHA 50 mM 21 ± 4    NS 

Collagène témoin + AHA 100 mM 24 ± 2    NS 

Collagène témoin + AHA 200 mM 23 ± 5    NS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ces expériences de compétition avec l’AHA montrent l’implication d’un résidu de lysine 

dans le processus d’activation des PNN par le collagène de type I. Pour localiser plus 

précisément le site de carbamylation responsable de l’effet biologique, nous avons recherché les 

résidus de lysine du peptide α1CB6 situés à proximité de la séquence activatrice des PNN, et 

susceptibles d’être carbamylés. L’alignement des séquences d’AA du peptide α1CB6 de 

différentes espèces met en évidence la conservation d’un résidu de lysine situé 3 AA en amont 

de la séquence DGGRYY (figure 66). 

 

 
 
 
 
 

Tableau 12. Effet de l’acide 6-amino-hexanoïque sur la viabilité 
des polynucléaires neutrophiles. 
Les PNN sont incubés pendant 2 h à 37°C sur collagène en présence 
de différentes concentrations d’acide 6-amino-hexanoïque, puis la 
viabilité cellulaire est évaluée par dosage de l’activité LDH. Les 
résultats sont exprimés en moyennes ± écart-types (n=3). Test de 
significativité par rapport au collagène témoin : NS : différence non 
significative. Abréviations : AHA : acide 6-amino-hexanoïque ; LDH : 
lactate déshydrogénase. 
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 Ces données nous ont amené à émettre l’hypothèse que cette lysine, située en position 

1208, pouvait jouer un rôle important dans l’activation des PNN par le collagène de type I. Pour 

la tester, nous avons produit un peptide α1CB6 recombinant, dans lequel la lysine1208 a été mutée 

en glycine. 

 

 Des peptides recombinants ont donc été produits en système procaryote (E-coli - souche 

JM109DE3) sous la forme de protéines de fusion GST, selon le protocole décrit au paragraphe 

II.2.4.8b. L’activation des PNN par les peptides α1CB6 purifiés possédant ou non la mutation a 

été mesurée par chimiluminescence (tableau 13).  

 

 Le peptide α1CB6 recombinant témoin présente un potentiel d’activation des PNN 

inférieur de 39 % à celui de la molécule de collagène entière. La mutation de la lysine1208 en 

glycine entraîne une inhibition significative de 53 % (p < 0,01) de la capacité du peptide à 

stimuler la libération de RLO par les PNN. 

 

 

 

 

Figure 66. Alignement des séquences d’AA de l’extrémité C-terminale des 
peptides α1CB6 de différentes espèces (D’après Monboisse et al., 1990). 

L’alignement des séquences en AA des peptides α1CB6 met en évidence la 
conservation d’une séquence PGPPQE (entourée en rose), dont la fonction est 
encore inconnue, de la séquence activatrice des PNN (entourée en jaune), et 
d’un résidu de lysine (en position 1208) situé entre ces deux séquences 
(entourée en bleu). Abréviation : ∆ : délétion.  
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 Intensité de luminescence 
(unités arbitraires) 

Pourcentage d’inhibition  
(par rapport à α1CB6 témoin) 

Sans effecteur 72 ± 13 - 

fMet-Leu-Phe 7391 ± 313 - 

Collagène de type I 495 ± 58 - 

α1CB6 recombinant témoin 303 ± 10 - 

α1CB6 recombinant muté 141 ± 28 ** 53 % 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 Ces expériences permettent de démontrer qu’en complément de la séquence DGGRYY, 

d’autres résidus, comme le résidu de lysine en position 1208, peuvent moduler l’activation des 

PNN par le collagène de type I. 

 

Tableau 13. Mesure par chimiluminescence de l’activation des polynucléaires 
neutrophiles par les peptides α1CB6 recombinants. 
106 PNN sont incubés pendant 10 min à 37°C, en suspension avec 50 µg de peptides 
α1CB6 recombinants. L’activation des PNN est mise en évidence par la mesure de la 
luminescence produite par le luminol. L’incubation en présence de fMet-Leu-Phe 
(10-7 M final) et de collagène de type I, comme agents stimulants, sert de contrôle 
positif d’activation. Les résultats sont exprimés en moyennes ± écart-types (n=3). 
Différence significative par rapport au peptide α1CB6 témoin : ** : p < 0,01. 
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 Dans certains contextes physiopathologiques, les protéines des organismes vivants sont la 

cible de modifications post-traductionnelles tardives, qui se caractérisent par la fixation de 

métabolites simples sur les groupements NH2 des protéines [Harding et al., 1989]. La 

glycoxidation des protéines, qui est amplifiée au cours du diabète sucré et impliquée dans le 

développement de complications à long terme caractéristiques de cette pathologie, demeure 

parmi les modifications post-traductionnelles les mieux connues à ce jour [Paul et Bailey, 1996 ; 

Vlassara, 1997]. Plus récemment, une autre réaction du même type a été identifiée : la 

carbamylation, qui correspond à la fixation non enzymatique de cyanate, métabolite dérivé de la 

décomposition de l’urée, sur les groupements NH2 libres des AA ou des protéines, et plus 

particulièrement les groupements ε-NH2 des résidus de lysine. In vivo, cette modification post-

traductionnelle est une des conséquences de l’IRC, puisque son intensité augmente avec la 

concentration sérique d’urée [Kraus LM et Kraus AP, 2001]. Le processus de carbamylation a 

été mis en évidence chez les patients urémiques pour des protéines circulantes (hémoglobine et 

protéines plasmatiques) [Balion et al., 1998 ; Wynckel et al., 2000], mais également pour des 

protéines de la matrice extracellulaire, au niveau des reins de patients atteints d’insuffisance 

rénale chronique (IRC) [Kraus et al., 2001]. Bien que peu de données bibliographiques soient 

disponibles à ce sujet, les protéines de la matrice extracellulaire sont susceptibles de présenter un 

taux de carbamylation plus élevé que les protéines circulantes, étant donné que la durée de vie de 

la protéine est un paramètre déterminant pour la modification post-traductionnelle d’une 

protéine. 

 

 La fixation de métabolites simples sur les groupements aminés des protéines peut induire 

des altérations de leurs propriétés structurales et fonctionnelles, conduisant à des perturbations de 

leurs interactions avec les cellules environnantes, à l’origine directe de processus 

physiopathologiques in vivo. Dans ce travail, nous avons choisi d’étudier la carbamylation du 

collagène de type I qui, non seulement joue un rôle crucial dans l’architecture du tissu conjonctif, 

mais est également impliqué dans la régulation des fonctions de nombreux types cellulaires, en 

particulier les cellules inflammatoires telles que les polynucléaires neutrophiles. L’IRC est une 

pathologie qui se caractérise par une atteinte progressive et irréversible des fonctions rénales, 

dont la première conséquence est la non élimination des déchets métaboliques. Au cours de 

l’IRC, contexte pathologique qui favorise la carbamylation, en raison de l’augmentation de 

l’urémie, les patients présentent des troubles infectieux et inflammatoires importants, d’origine 

multifactorielle. Le but de notre travail a été de déterminer l’impact de la carbamylation sur les 



Discussion 

 179

propriétés structurales du collagène de type I, puis d’étudier son rôle sur l’interaction entre 

collagène carbamylé et PNN, dans le contexte des complications de l’IRC. 

 

Analyse structurale du collagène de type I carbamylé 
 

Caractérisation de la réaction de carbamylation : 

 Le collagène de type I a été carbamylé in vitro par incubation à 37°C pendant 2, 6 ou 24 

heures en présence de 0,1 M KCNO, selon les conditions décrites dans la littérature [Qin et al., 

1992]. L’analyse de la composition en AA révèle que seuls les résidus de lysine sont carbamylés, 

et transformés en résidus d’homocitrulline, qu’aucune modification du groupement α-NH2 de 

l’AA en position N-terminale n’a été mise en évidence. Le pourcentage de résidus modifiés 

atteint au maximum 1,1 % du nombre total d’AA après 24 heures de traitement, ce qui est en 

accord avec le taux de carbamylation des protéines sériques (i.e. 1 %) obtenu par Shaykh et al. 

en 1999 [Skaykh et al., 1999]. Bien qu’il n’existe pas de données bibliographiques permettant de 

connaître le taux de carbamylation des protéines tissulaires in vivo, le collagène avec lequel ont 

été réalisées les expériences présente un degré de modification tout à fait envisageable in vivo, si 

l’on considère sa demi-vie, estimée à plus de 15 ans [Verzijl et al., 2000], et si l’on se réfère, par 

analogie, à la réaction de glycoxidation, pour laquelle l’accumulation de produits de glycation 

avancés dans les tissus de patients diabétiques a été largement démontrée [Paul et Bailey, 1996].

 Cependant, le KCNO n’étant pas un agent de carbamylation physiologique, nous avons 

carbamylé en parallèle du collagène par 50 mM d’urée. Nos résultats montrent que la réaction 

est, dans ce cas, beaucoup plus lente mais réelle avec un taux de modification d’un résidu tous 

les deux mois (l’équivalent de deux heures de carbamylation par le KCNO 0,1 M), ce qui peut 

représenter une modification conséquente si l’on extrapole à la durée de vie estimée de la 

protéine. Par conséquent, nous pouvons considérer que le collagène carbamylé utilisé au cours de 

nos expériences possède un degré de modification compatible avec ce qui peut être rencontré in 

vivo, et renforce la pertinence biologique de l’expérimentation. 

 

Analyse électrophorétique du collagène carbamylé : 

 Dans un premier temps, pour vérifier l’impact de la carbamylation à la fois sur l’intégrité 

du collagène et sur sa mobilité électrophorétique, le collagène carbamylé a été soumis à une 

électrophorèse de type SDS-PAGE. Le gel obtenu montre que le collagène carbamylé présente 

les bandes caractéristiques correspondant aux chaînes α1(I) et α2(I). Cependant, les chaînes α du 
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collagène carbamylé présentent un retard de migration électrophorétique par rapport aux chaînes 

α du collagène témoin, dépendant du temps de carbamylation. Ce phénomène ne peut pas 

s’expliquer par une augmentation de la masse moléculaire, puisque le groupement ajouté est 

constitué de seulement quelques atomes, mais plutôt par un changement conformationnel des 

chaînes α. En effet, il est acquis que les protéines fibrillaires, comme les collagènes, se 

comportent de manière différente des protéines globulaires en électrophorèse de type SDS-

PAGE [Furthmayr et Timpl, 1971 ; Ricard-Blum et al., 1988]. Par ailleurs, ce type de retard de 

migration électrophorétique est également rencontré lorsque le collagène présente un taux 

d’hydroxylation anormalement élevé [Hirota et al., 2003 ; Torre-Blanco et al., 1992]. D’autres 

études ont mis en évidence une augmentation de l’encombrement stérique, et plus 

particulièrement du rayon de Stokes, de l’albumine après carbamylation, avec comme 

conséquence une modification de son comportement en chromatographie d’exclusion-diffusion 

[Fazili et al., 1993 ; Mir et al., 1992]. Toutes ces données permettent donc d’envisager qu’une 

modification de la conformation de la chaîne α du collagène est responsable de ce retard de 

migration électrophorétique. 

 

Sélectivité du processus de carbamylation : 

Avant de caractériser l’impact de la carbamylation sur la structure typique en hélice 

formée par les chaînes α, nous avons entrepris de localiser les sites de carbamylation afin de 

déterminer la sélectivité de ce processus. Pour cela, nous avons utilisé la technique de clivage par 

le bromure de cyanogène (CNBr), qui clive après les résidus de méthionine. Les peptides 

obtenus, appelés CB-peptides, ont été analysés par électrophorèse, qui a mis en évidence 

l’apparition du retard de migration des différents CB-peptides variable selon le degré de 

carbamylation, permettant de déterminer, de manière indirecte, la localisation des résidus de 

lysine préférentiellement carbamylés. Les CB-peptides α1CB(7-8), α1CB6 et, dans une moindre 

mesure α1CB3, présentent une réduction de leur mobilité électrophorétique dès les temps les plus 

courts de carbamylation. Pour démontrer de manière plus précise l’existence de sites 

préférentiels de carbamylation, nous avons séparé les CB-peptides par électrophorèse 

bidimensionnelle, qui nous apporta des arguments supplémentaires. La première étape de cette 

technique, la séparation des protéines selon leur pHi, est classiquement utilisée pour mettre en 

évidence l’ensemble des modifications post-traductionnelles des protéines, car elle permet de 

détecter la modification d’un seul AA par le déplacement d’un spot. [Gianazza, 1995]. Par 



Discussion 

 181

exemple, Qin et al. ont utilisé l’isoélectrofocalisation pour déterminer les sites spécifiques de 

carbamylation de l’α-crystalline bovine [Qin et al., 1992]. 

 L’électrophorèse bidimensionnelle des CB-peptides du collagène témoin a révélé la 

présence inattendue de quatre spots pour le peptide α1CB6, au lieu d’un seul. L’apparition de ces 

spots supplémentaires ne peut pas être expliquée par la carbamylation du peptide au cours de 

l’étape de réhydratation de la bandelette en présence d’urée 8 M car une étude a démontré 

l’absence de carbamylation au cours de l’IEF, même pendant de longues périodes de 

réhydratation [Mc Carthy et al., 2003]. De plus, ce profil électrophorétique est très reproductible 

d’une préparation de collagène à l’autre. Plusieurs hypothèses sont envisageables comme 

l’implication d’autres modifications post-traductionnelles ou encore la dégradation partielle du 

peptide, puisque l’élimination d’un seul résidu peut suffire à modifier le pHi du peptide. 

Cependant, ces hypothèses ne justifient pas réellement le fait que la présence de ces quatre spots 

soit très reproductible. Au cours de la carbamylation du collagène, de nouveaux spots de pHi 

plus faible apparaissent au fur et à mesure de l’augmentation du temps d’incubation. 

L’apparition de nouveaux spots correspondant au CB-peptide α1CB6 est détectable dès 2 h de 

carbamylation, alors que pour d’autres, le changement de profil n’est visible qu’au bout de 24 h 

de carbamylation. Ces données indiquent que le peptide α1CB6 est une cible privilégiée et 

possède un ou plusieurs sites préférentiels de carbamylation. 

Ces résultats suggèrent que les premiers résidus de lysine à être carbamylés sont 

principalement localisés sur la chaîne α1 du collagène, ce qui augmente l’impact potentiel de la 

carbamylation sur la structure de la triple hélice de collagène puisqu’il est composé de deux 

chaînes α1 et d’une chaîne α2. Cependant, nous ne pouvons pas savoir si les deux chaînes α1 sont 

carbamylées simultanément et de la même façon. 

 

Pour déterminer si le degré de carbamylation est en relation avec le nombre de résidus de 

lysine par CB-peptides, nous avons tenté de localiser théoriquement les résidus de lysine 

susceptibles d’être carbamylés à partir de l’analyse de la séquence primaire des CB-peptides les 

plus affectés par la carbamylation. Bien que les CB-peptides α1CB(7-8), α1CB6 et α1CB3 

contiennent respectivement vingt-deux, six et cinq résidus de lysine, certains de ces résidus 

appartiennent à la séquence consensus Gly-X-Lys, ce qui en font des cibles potentielles 

d’hydroxylation [Kielty et Grant, 2002] (figures 67 et 68). 
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QLSYGYDEKSTGGISVPGPMGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR

GPPGPPGKNGDDGEAGKPGRPGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGD

AGPAGPKGEPGSPGENGAPGQMGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTG

PAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGPRGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAK

GANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGV

QGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGLPGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPG

PAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR

GQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGVPGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGE

QGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPG

PAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPK

GADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGESGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGP

AGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPPGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAG

PPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGPAGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPP

GPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGP

SGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGAEGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPG

APGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPVGPAGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDR

GIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGP

PGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSAGFDFSFLPQPPQEKAHDGGRYYRA 

 

Figure 67. Séquence primaire en acides aminés de la chaîne α1 du collagène de type I 
humain (Source : Base de données Swiss Prot, entrée P02452). 
Les séquences d’intérêt sont représentées en gras (RGD et DGGRYY) ou soulignées 
(séquences consensus d’hydroxylation des résidus de lysine). Tous les résidus de lysine et de 
méthionine ont été surlignés respectivement en jaune et bleu. Le clivage de la protéine par le 
bromure de cyanogène est réalisé après chaque résidu de méthionine.  
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QYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEPGEPGQTGPAGARGPAGPP

GKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRGHNGLDGLKGQPGAPGV

KGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSVGPVGPAGPNGSAGPPG

FPGAPGPKGEIGAVGNAGPTGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLTGAKGAAGLP

GVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNKGEPGSAGPQGPPGP

SGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPPGSRGASGPAGVRG

PNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPIGPAGARGEPGNI

GFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQGGKGEQGPDGP

PGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAAGPTGPIGSRG

PSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEPGLRGEIGNP

GRDGARGAHGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPAGPNGFAGP

AGAAGQPGAKGERGGKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDGGPPGMTG

FPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPPGFAGEK

GPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGEPGPLGIAGPPGA

RGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAAGAPG

PHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLPGFK

GHNGLQGLPGIAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIRGP

QGHQGPAGPPGPPGPPGPPGV 

 

Figure 68. Séquence primaire en acides aminés de la chaîne α2 du collagène de type I 
humain (Source : Base de données Swiss Prot, entrée P08123). 
Sur cette séquence, les séquences d’intérêt sont représentées en gras (RGD) ou soulignées 
(séquences consensus d’hydroxylation des résidus de lysine). Tous les résidus de lysine et de 
méthionine ont été surlignés respectivement en jaune et bleu. Le clivage de la protéine par le 
bromure de cyanogène est réalisé après chaque résidu de méthionine.  
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Comme le cyanate ne peut pas interagir avec des lysines hydroxylées, il ne reste que six 

résidus de lysine pouvant être carbamylés dans α1CB(7-8) et seulement trois dans α1CB6 et 

α1CB3. Ces deux derniers peptides contiennent donc le même nombre de résidus de lysine 

capables de réagir avec le cyanate, mais, d’après les résultats de l’électrophorèse, α1CB6 semble 

être modifié de manière plus importante que α1CB3. Le taux de carbamylation d’une séquence 

donnée n’est donc pas directement corrélé au nombre de résidus de lysine potentiellement 

carbamylables. D’autres facteurs entrent en jeu pour moduler l’affinité du cyanate vis à vis de tel 

ou tel groupement ε-NH2. Parmi les facteurs favorisants, les mieux décrits dans la littérature sont 

l’accessibilité du groupement ainsi que son pKa [Qin et al., 1992]. En effet, bien qu’il ne 

s’agisse pas d’une réaction enzymatique, la fixation de cyanate sur les résidus de lysine ne se fait 

pas de manière aléatoire. Il en est de même pour la glycation du collagène, dont les sites 

préférentiels sont situés sur les CB-peptides α1CB3 et α2CB(3-5) [Fu et al., 1994 ; Reiser et al., 

1992]. Cependant, la sélectivité est dépendante de la protéine étudiée puisque, dans le cas de 

l’αA-crystalline, la carbamylation peut affecter tous les résidus de lysine à des taux toutefois 

différents [Qin et al., 1992], alors dans le cas de la γII-crystalline, le groupement α-NH2 de la 

glycine en position N-terminale représente le principal site de carbamylation [Martin et Harding, 

1989]. Ces données bibliographiques, ajoutées à nos résultats expérimentaux, nous permettent 

d’affirmer qu’il existe différentes cibles préférentielles de carbamylation pour le collagène de 

type I. La suite de notre étude a donc eu pour but de déterminer le degré d’implication de ces 

résidus de lysines dans l’assemblage structural de la protéine. 

 

Analyse structurale du collagène carbamylé : 

La première technique utilisée pour l’analyse des caractéristiques structurales du 

collagène carbamylé a été le dichroïsme circulaire (DC). Plusieurs études ont rapporté 

l’utilisation de cette technique pour caractériser l’impact de la carbamylation d’autres protéines 

telles que l’hémoglobine et l’α-crystalline bovine [Simons et al., 1976 ; Beswick et al., 1984]. 

Les spectres de DC obtenus pour les collagènes témoin et carbamylés présentent la même allure, 

avec des caractéristiques communes : un minimum et un maximum à respectivement 198 et    

221 nm, et un point de croisement à 213 nm. Ces résultats sont en accord avec les spectres 

décrits dans la littérature et permettent de valider le fait que les chaînes α du collagène 

carbamylé conservent une structure en hélice de type polyproline II [Bhatnagar et Gough, 1996 ; 

Piez et Sherman, 1970]. La présence de la bande positive à 221 nm, qui disparaît au cours de la 
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dénaturation du collagène, témoigne du maintien de la structure en triple hélice [Brown et al., 

1994]. Cependant, l’intensité du signal des bandes positive et négative varie de manière 

proportionnelle au taux de carbamylation du collagène, ce qui, selon Bhatnagar et Gough, 

pourrait refléter un changement de la conformation des triples hélices et de leur arrangement en 

polymères (ou fibres) [Bhatnagar et Gough, 1996]. 

Le suivi de la disparition de la bande positive à 221 nm sous l’effet d’une augmentation 

de température a permis de mesurer la température de fusion du collagène carbamylé, reflet de la 

stabilité de la triple hélice. Jusqu’à six heures de carbamylation (i.e. l’apparition de quatre 

résidus d’homocitrulline pour 1000), aucune variation significative de la température de fusion 

n’est observée. En revanche, la température de fusion du collagène carbamylé 24h est abaissée. 

Ce résultat suggère que le collagène, modifié sur 1 % du total de ses AA, conserve globalement 

une structure en triple hélice, qui est néanmoins déstabilisée à certaines endroits. Ces zones 

présentent probablement une structure en triple hélice moins « ordonnée », ce qui suffit à 

fragiliser la protéine et à la rendre plus sensible à la température. 

 

Pour préciser les données obtenues en DC, le collagène carbamylé a été analysé par 

spectroscopie Raman et IR-TF. Ces techniques de spectroscopie vibrationnelle sont 

complémentaires et fournissent des informations sur la structure des protéines, à un niveau 

moléculaire, en comparant les modes et intensités de vibration des liaisons covalentes. Ces deux 

paramètres varient considérablement lorsque la protéine subit des changements conformationnels 

importants [Parker, 1983]. 

Les informations spectrales obtenues pour la région des protéines, c’est-à-dire concernant 

les bandes amide I et II (Données IR-TF) et amide I et III (données Raman), confirment que la 

triple hélice de collagène n’est que très peu modifiée par la carbamylation [Ikoma et al., 2003 ; 

Juszczak, 2004]. Cependant, des différences minimes existent, comme le montre l’analyse 

statistique des dérivés secondes des spectres IR-TF, et permettent de distinguer les formes 

carbamylées des contrôles. Ces différences se répercutent également sur le spectre Raman, avec 

une intensité de vibration de la bande amide I augmentée pour collagène carbamylé. Ainsi, 

même si cette bande est conservée, ce qui indique l’absence de dénaturation de la protéine, la 

variation d’intensité de vibration du groupement C=O de la liaison peptidique témoigne d’une 

« tension » inhabituelle au sein de la structure en hélice du collagène [Parker, 1983]. 

D’autres modifications, plus prévisibles, sont également observées, comme les 

changements de modes de vibration des groupements NH2 et CH2 et des liaisons C-N, qui 

reflètent la fixation du cyanate sur la chaîne latérale des résidus de lysine. 
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En revanche, les variations de l’intensité de vibration des liaisons C-C du squelette 

protéique et des hétérocycles des résidus de proline et d’hydroxyproline, observées dans la 

région 857-936 cm-1 du spectre, sont plus inattendues. En effet, elles laissent envisager des 

répercussions sur le squelette protéique dans son ensemble, de modifications conformationnelles 

de la triple hélice que l’on peut qualifier de « locales ». Ces résultats, cependant, peuvent 

s’expliquer de manière logique, si l’on se réfère à la structure de l’hélice formée par la chaîne α 

du collagène. Nous avons indiqué dans l’introduction que la séquence primaire du collagène, 

formée de l’enchaînement d’un triplet caractéristique constitué en majorité de résidus de glycine 

(30 %), de proline et d’hydroxyproline (10 % chacun), conduisait à la formation d’une structure 

secondaire caractéristique en hélice de type polyproline. Cette hélice fait l’objet d’un équilibre 

très strict puisque la mutation d’un seul résidu (souvent la substitution d’une glycine) peut suffire 

à perturber sa structure et l’enroulement correct des trois chaînes, comme cela a été décrit dans 

de nombreuses pathologies dont les exemples les plus connus sont l’ostéogenèse imparfaite ou 

les syndrômes d’Ehlers-Danlos [Myllyharju et Kivirikko, 2001]. Par conséquent, l’addition d’un 

groupement cyanate sur la chaîne latérale d’un résidu de lysine peut perturber localement 

l’équilibre de cette structure hélicoïdale particulière. De plus, lorsque le nombre de résidus 

modifiés augmente, la possibilité de retrouver deux zones de « déstabilisation » côte à côte 

augmente également, ce qui pourrait expliquer la plus grande fragilité et la plus grande 

sensibilité à la température pour les temps de carbamylation les plus élevés. 

Si cette hypothèse est correcte, le collagène carbamylé peut se présenter globalement sous 

forme d’une structure en triple hélice, avec certaines zones ayant perdues cet enroulement 

caractéristique. Afin de le vérifier, nous avons mesuré les propriétés d’hélicité du collagène par 

polarimétrie, technique plus adaptée et plus sensible que les précédentes pour mesurer le taux 

d’hélicité du collagène. La mesure du pouvoir rotatoire à 435 nm a mis en évidence une baisse 

de 40 % du taux d’hélicité du collagène carbamylé 24h par rapport au collagène témoin, alors 

que les collagènes carbamylé 2h et carbamylé 6h ne présentent aucune différence significative. 

Ces résultats confirment notre hypothèse qui fait référence à l’existence de plusieurs zones non 

arrangées en triple hélice au sein du collagène carbamylé 24h, avec modification de la structure 

en hélice de type polyproline, en raison de la carbamylation des chaînes latérales de certains 

résidus de lysine. Il faut noter que le pouvoir rotatoire est beaucoup plus élevé à pH et 

température physiologiques, conditions que nous n’avons pas pu appliquer en raison de 

problèmes techniques liés à la carbamylation du collagène. Vu son défaut de fibrillogenèse, il est 

envisageable que la perte d’hélicité du collagène carbamylé 24h soit plus importance dans ces 

conditions. Toutefois, dans les conditions utilisées, cette technique nous a apporté des 
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informations supplémentaires confirmant la perte progressive de la structure en triple hélice avec 

l’augmentation du degré de carbamylation. 

 Cependant, les résultats de polarimétrie conduisent à une interprétation différente de celle 

effectuée à partir des résultats de DC, qui rapportaient l’absence de dénaturation du collagène 

même après 24 h de carbamylation. Ces divergences peuvent s’expliquer par le fait que la 

polarimétrie est une technique plus appropriée et plus spécifique que le DC pour l’évaluation du 

taux d’hélicité du collagène. Toutefois, la baisse de 40 % du taux d’hélicité mesurée est d’une 

importance telle qu’il est difficilement envisageable que celle-ci ne soit pas visible en DC, ce qui 

peut remettre en cause la fiabilité du calcul du taux d’hélicité. En effet, cette approche semi-

quantitative ne prend pas en considération la présence de zones non hélicoïdales (les 

télopeptides) lors du calcul, augmentant ainsi le pourcentage d’incertitude. Pour ces raisons, 

notre interprétation se limitera à affirmer que la structure en triple hélice du collagène est 

progressivement « fragilisée » avec l’augmentation du degré de carbamylation, sans toutefois 

présenter de signe majeur de dénaturation. 

 

Influence de la carbamylation sur la structure des fibres de collagène : 

Nous nous sommes ensuite intéressé à la capacité propre au collagène de s’assembler 

spontanément sous forme de fibres. Au vu des résultats précédents, nous pouvions envisager que 

la perte d’hélicité des molécules de collagène interférait sur leur assemblage supramoléculaire. 

Les expériences de fibrillogenèse in vitro ont montré que la carbamylation du collagène 

conduisait à une diminution progressive de sa capacité à former des fibres. Ce ralentissement de 

la fibrillogenèse du collagène a déjà été décrit par Delorenzi et al. au cours d’une étude où le 

collagène avait été incubé en présence de différents ions monovalents dont SCN- [Delorenzi et 

al., 1996]. Il est difficile de déterminer, dans notre cas, s’il s’agit d’un retard de fibrillogenèse ou 

un réel défaut d’arrangement des molécules les unes par rapport aux autres. Cependant, l’étude 

morphologique tend à démontrer que la formation des gels de collagène carbamylé, totalement 

désorganisés, est caractérisée par un arrangement anarchique des fibres plutôt que par un simple 

retard de fibrillogenèse. Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse avancée plus haut, puisque 

les modifications de la triple hélice et la perte d’hélicité peuvent être considérées comme 

l’élément perturbateur de l’arrangement des molécules de collagènes les unes par rapport aux 

autres. Ce défaut de fibrillogenèse peut avoir d’importantes conséquences in vivo, puisque la 

présence de collagène carbamylé pourrait perturber l’addition et l’intégration de molécules de 

collagène néosynthétisées aux réseaux préexistants, engendrant une désorganisation générale de 
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l’architecture du tissu concerné. Ce phénomène pourrait être amplifié par la plus grande 

sensibilité du collagène carbamylé à la température, et se répercuter in vivo sur les propriétés 

mécaniques des tissus. 

Etant donné que des défauts de fibrillogenèse sont généralement associés à une 

diminution du diamètre des fibres [Delorenzi et al., 1996 ; Torre-Blanco et al., 1992], nous 

avons analysé l’aspect du réseau de fibres formé par les différents types de collagène en 

microscopie électronique à balayage. Pour des raisons techniques et à cause de la faible 

résistance des gels de collagène carbamylé à la manipulation, cette observation a été effectuée 

directement sur le collagène lyophilisé. Toutefois, cette observation a montré que le diamètre des 

fibres formées par le collagène diminuait au fur et à mesure de l’augmentation du taux de 

carbamylation. Le réseau formé est certes plus dense, mais constitué de fibres qui apparaissent 

beaucoup plus fines et fragiles. Il est envisageable que ce phénomène soit accentué dans des 

conditions réelles de fibrillogenèse, qui favorisent l’agencement des molécules de collagène et la 

formation des fibres. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que les changements conformationnels de la triple 

hélice de collagène induits par la carbamylation, perturbent l’agencement des molécules de 

collagène les unes par rapport aux autres en raison d’une augmentation de l’encombrement 

stérique, ce qui conduit à une baisse du diamètre des fibres et à une incapacité à former un gel de 

collagène correctement organisé et suffisamment résistant. 

 

Récapitulatif de l’analyse des propriétés structurales du collagène carbamylé : 

Les différentes techniques utilisées pour déterminer l’impact de la carbamylation sur les 

propriétés structurales du collagène de type I ont fourni un ensemble d’informations 

complémentaires. Le regroupement de toutes ces informations nous a permis d’imaginer les 

conséquences de la carbamylation du collagène à plusieurs niveaux : au niveau de la chaîne α, au 

niveau de la triple hélice puis lors de l’assemblage des molécules de collagène en fibres. (figure 

69). 

Ainsi, lorsque le collagène est carbamylé, la première structure à être affectée est la 

chaîne α. En effet, la modification de quelques charges de l’hélice de type polyproline suffit à 

modifier légèrement son équilibre, même si elle reste globalement sous cette conformation (DC). 

Cependant, les informations spectrales (Raman et IR-TF) ont montré des tensions au sein du 

squelette protéique qui peuvent se traduire par un changement conformationnel et engendrer, par 
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exemple, un encombrement stérique différent, ce qui expliquerait le retard de migration 

électrophorétique. 

Ces changements conformationnels constatés au sein des chaînes α se répercutent 

directement sur la structure en triple hélice, qui peut perdre par endroits ses propriétés 

caractéristiques d’hélicité (Polarimétrie). Des données bibliographiques permettent de confirmer 

la déstabilisation de la triple hélice après carbamylation. Persikov et al. ont démontré que les 

résidus de lysine participaient largement à la stabilité de la triple hélice par le biais d’interactions 

électrostatiques avec d’autres résidus chargés environnants [Persikov et al., 2005]. La 

carbamylation du groupement ε-NH2, qui engendre une modification de sa charge, perturberait 

ainsi la mise en place de ces interactions électrostatiques, entraînant la fragilisation de la triple 

hélice. 

 
Figure 69. Schéma explicatif de l’impact de la carbamylation sur les propriétés 
structurales du collagène de type I. 
Sur cette figure sont regroupées toutes les informations obtenues dans les différentes 
expériences, qui ont permis d’expliquer les changements structuraux du collagène induits par 
la carbamylation, au niveau de la structure des chaînes α, de la triple hélice et des fibres de 
collagène. 
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Enfin, lors de l’arrangement tridimensionnel en fibres, les défauts structuraux de la triple 

hélice se traduisent par une association plus précoce mais anarchique des molécules de collagène 

entre elles, les empêchant de former des fibres correctes (MEB et expériences de fibrillogenèse). 

 

 En conclusion, la carbamylation, qui n’affecte finalement que quelques groupements      

ε-NH2 (1,1 % du nombre total d’AA), contrairement à la glycation qui aboutit notamment à la 

formation de liaisons croisées, n’entraîne pas de dénaturation du collagène, qui conserve 

globalement sa structure en triple hélice, mais génère néanmoins des modifications 

conformationnelles « locales » de la protéine. Ces changements structuraux  modérés sont 

cependant associés à de lourdes répercussions sur les propriétés physico-chimiques du collagène 

de type I et sur sa capacité à former des fibrilles. In vivo, ces anomalies peuvent induire une 

désorganisation significative de la matrice extracellulaire et altérer son renouvellement au sein 

de différents tissus. 

 

Sensibilité du collagène carbamylé à la protéolyse enzymatique 
 

 La structure en triple hélice du collagène est un élément déterminant pour sa dégradation 

spécifique par les collagénases [Fields, 1995]. Les modifications conformationnelles induites par 

la carbamylation peuvent donc interférer sur les processus de dégradation. Une modification de 

la dégradation, qu’elle soit favorisée ou inhibée, peut avoir d’importantes conséquences in vivo 

en altérant le remodelage du collagène au sein des tissus, et en conduisant à différentes 

manifestations pathologiques, comme par exemple la fibrose. Ce type de conséquence a été bien 

décrit pour une autre modification post-traductionnelle, la glycation, qui entraîne une plus grande 

résistance du collagène glyqué à la dégradation enzymatique et son accumulation dans les tissus, 

perturbant ainsi leur organisation architecturale [DeGroot et al., 2001 ; Rittié et al., 1999 ; van 

der Slot-Verhoeven et al., 2005]. Notre objectif a donc été de déterminer la sensibilité du 

collagène carbamylé à deux grandes catégories de protéinases : les gélatinases et les 

collagénases, pour extrapoler au renouvellement de ce collagène modifié au sein de la matrice 

extracellulaire. Pour cela, nous avons mis au point plusieurs tests de dégradation pour évaluer, 

qualitativement et quantitativement, la résistance du collagène carbamylé à ces différentes 

protéinases. 

 Avant de commenter les résultats, il est important de préciser que d’une manière 

générale, il est difficile de comparer les activités protéolytiques des différentes enzymes car 
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celles-ci présentent  de grosses différences d’activité spécifique. Nous nous contenterons donc de 

comparer uniquement les collagènes témoin et carbamylé pour une enzyme et un test donnés. 

 

 Nous avons montré, dans un premier temps, que le collagène carbamylé était plus 

résistant à la dégradation par les collagénases, que ce soit la collagénase bactérienne ou les 

MMP-1, MMP-8 et MMP-13. Pour tenter d’expliquer cette plus grande résistance, plusieurs 

hypothèses sont envisageables. Tout d’abord, l’inhibition du clivage du collagène carbamylé par 

l’enzyme pourrait s’expliquer par la carbamylation d’un résidu de lysine situé à proximité du site 

habituel de coupure du collagène en fragments ¾ - ¼ (dans le cas des MMP). En effet, la chaîne 

latérale des résidus de lysine peut avoir une importance toute particulière dans l’interaction 

enzyme-substrat. Une étude réalisée en 1979 par Luo et al., a montré la contribution des 

groupements ε-NH2 des résidus de lysine comme points d’ancrage pour la fixation non covalente 

d’enzymes au collagène, notamment en procédant à la carbamylation de ce groupement [Luo et 

al., 1979]. 

 Par ailleurs, le clivage de la chaîne α1 par la collagénase entre les résidus de glycine et 

d’isoleucine, respectivement en position 953 et 954, est dépendant des AA environnants 

occupants les différentes positions dénommées sites « P1 à P4 » (en amont) et « P1’ à P8’ » (en 

aval). Chaque AA a un rôle très précis dans l’interaction avec l’enzyme et toute mutation peut 

modifier la sensibilité du collagène à la collagénase [Hasty et al., 1993 ; Krane et Jaenisch, 

1992]. Même si aucune lysine n’a été répertoriée parmi les AA occupant ces sites, d’autres 

régions de la protéine, contenant des résidus de lysine, pourraient intervenir dans cette 

interaction. Toutefois, cette hypothèse, faisant de la chaîne latérale de lysine un site accepteur 

pour l’enzyme, ne permet pas d’expliquer les résultats obtenus avec la collagénase bactérienne, 

qui clive le collagène en petits fragments. En effet, l’action de la collagénase bactérienne 

s’exerce en de nombreux sites de la protéine, contrairement à des collagénases plus 

physiologiques, comme la MMP-1, qui commencent à dégrader le collagène toujours par le 

même site (après la glycine953). 

 

 Une approche légèrement différente, qui prend en compte la structure en triple hélice du 

collagène, peut être envisagée pour expliquer les variations de sensibilité aux collagénases. En 

effet, le mécanisme de dégradation du collagène par les collagénases est de mieux en mieux 

connu (surtout pour la MMP-1) et fait état d’une première étape de déroulement de la triple 

hélice avant le clivage proprement dit. La collagénase procède, par le biais d’une activité 

hélicase, à la déstabilisation et à l’orientation de la molécule de collagène pour favoriser son 
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clivage [Chung et al., 2004 ; Lauer-Fields et al., 2002]. Par conséquent, l’intégrité structurale de 

la triple hélice est indispensable à l’interaction avec l’enzyme et au bon déroulement du 

processus de dégradation. Plusieurs travaux ont mis en évidence le lien entre la structure de la 

triple et l’efficacité de la dégradation, comme par exemple ceux de Minond et al. qui ont montré 

que la capacité des MMP à dégrader des peptides en triple hélice était dépendante de leur 

stabilité [Minond et al., 2004]. Autrement dit, les AA constituants la séquence consensus du site 

de clivage du collagène par les collagénases adoptent une structure en triple hélice qui va 

déterminer l’affinité de l’enzyme pour son substrat et constituer le point déterminant du 

processus de dégradation du collagène. 

 En 2003, Stultz et Edelman ont mis au point un modèle structural pour expliquer les 

effets de l’hyperglycémie sur la collagénolyse et, parallèlement, montrer l’importance de la 

conformation de la protéine dans ce processus [Stultz et Edelman, 2003]. Dans cette étude, les 

auteurs montrent que la glycation du collagène (sans formation de liaisons croisées) entraîne le 

passage du collagène d’une conformation native à une conformation dite « vulnérable », dans 

laquelle la triple hélice s’éloigne de sa conformation d’origine. Ce changement conformationnel 

n’affecte que quelques régions de la protéine mais suffirait à altérer sa résistance à la dégradation 

par les collagénases. Si l’on effectue le parallèle avec la carbamylation, on se rend compte que, 

dans les deux cas, on observe une perte de l’hélicité du collagène en certains endroits de la 

molécule, qui pourrait donc être la cause principale de la résistance du collagène carbamylé aux 

collagénases. En effet, l’altération de la triple hélice peut perturber l’interaction avec le domaine 

de la collagénase chargé de dérouler la triple hélice avant son clivage (activité hélicase), si bien 

que la dégradation du collagène par l’enzyme devient moins efficace en raison d’une baisse 

d’affinité de l’enzyme pour son substrat (figure 70A). 

 

 Nous avons montré dans la première partie des résultats, que le collagène carbamylé n’est 

pas dénaturé. Cependant, il était légitime de se poser la question est de savoir si ce collagène 

était ou non plus sensible aux gélatinases en raison de ses modifications structurales, qui 

l’éloignent, en terme d’affinité, de la condition de substrat préférentiel des collagénases. Nous 

avons donc déterminé la résistance du collagène carbamylé aux gélatinases, MMP-2 et MMP-9, 

et montré sa plus grande sensibilité à leur action, par rapport au collagène témoin. 

 Lors des expériences de dégradation du collagène par les gélatinases, nous observons une 

activité collagénolytique pour la MMP-2 et la MMP-9, alors que les données de la littérature 

indiquent que seule la MMP-2 est capable de dégrader le collagène de type I [Nagase et Fields, 

1996]. On peut supposer que le collagène subit une légère dénaturation au cours des différents 
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traitements expérimentaux (incorporation au gel de zymographie et marquage au 3H), ce qui 

expliquerait le signal de dégradation obtenu avec la MMP-9. Toutefois, cet inconvénient a pu 

être minimisé en n’interprétant les résultats que sur la base de la comparaison entre collagènes 

témoin et carbamylé. 

 La plus grande sensibilité du collagène carbamylé à la dégradation par les gélatinases 

s’explique probablement par une meilleure accessibilité à l’enzyme, contrairement au collagène 

témoin, qui n’est pas le substrat spécifique (figure 70B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 70. Schéma explicatif de l’impact de la carbamylation sur la sensibilité du 
collagène à la dégradation enzymatique. 
Cette figure représente la dégradation des collagène témoin et carbamylé par trois catégories 
d’enzymes : les collagénases (A), les gélatinases (B) et la pepsine (C). 

 

 La structure en triple hélice du collagène lui permet également d’être résistant, dans 

certaines conditions, aux protéinases non spécifiques telles que la pepsine. Nos résultats 

expérimentaux ont montré une augmentation de la sensibilité à la pepsine après 24 heures de 

carbamylation du collagène, conditions dans lesquelles des modifications des propriétés 
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d’hélicité du collagène sont mesurables. Ainsi, la modification de la structure de la triple hélice 

rend le collagène plus sensible à l’activité protéolytique de la pepsine à certains endroits, ce qui 

explique la diminution de sa résistance à cette enzyme (figure 70C). 

 

 Ces résultats nous ont permis de confirmer le rôle majeur de la structure en triple hélice 

dans le processus de dégradation enzymatique du collagène. Leur interprétation nous a amené à 

émettre l’hypothèse selon laquelle les modifications liées à la carbamylation, même d’intensité 

modérée, engendrent d’importantes conséquences sur l’affinité des enzymes (comme les 

collagénases ou les gélatinases) pour ce collagène, qui sont à l’origine des différences de 

sensibilité observées. In vivo, ce phénomène peut avoir un retentissement néfaste pour les tissus. 

En effet, la plus grande sensibilité du collagène aux gélatinases, après carbamylation, peut 

accélérer sa dégradation et bouleverser l’équilibre de son renouvellement au sein de la matrice 

extracellulaire, conduisant à une désorganisation architecturale du tissu. D’un point de vue 

clinique, ce phénomène peut par exemple se traduire par l’installation d’un état fibrotique 

résultant d’une augmentation de l’activité de synthèse des composés matriciels. 

 

Influence de la carbamylation sur les interactions entre collagène et PNN 
 

 La matrice extracellulaire ne représente pas un simple support pour l’adhésion des 

cellules, mais est également capable de réguler de multiples fonctions cellulaires, et par ce biais 

jouer un rôle crucial dans de nombreux processus biologiques [Juliano et Haskill, 1993]. Les 

activités cellulaires sont donc dépendantes des interactions avec les différents constituants 

matriciels, si bien que toute modification de ces derniers peut entraîner l’altération des fonctions 

des cellules environnantes. Ce phénomène a déjà été largement décrit dans le cas de la glycation 

du collagène [Krishnamurti et al., 1997 ; Monboisse et al., 2000]. 

Notre équipe de recherche est spécialisée de l’étude de ce type d’interaction dans un 

contexte physiologique dit « normal » et dans certains contextes pathologiques au cours desquels 

les protéines matricielles sont modifiées [Lefevre et al., 2002 ; Rittié et al., 2002]. Des travaux 

antérieurs menés au laboratoire ont permis de montrer que le collagène de type I est capable de 

réguler les fonctions d’adhésion et d’activation des PNN [Monboisse et al., 1990]. Parmi les 

complications caractéristiques de l’IRC, les processus infectieux et inflammatoires participent 

aux causes majeures de morbidité et de mortalité des patients urémiques. Ce phénomène est 

incontestablement lié à une dysrégulation, d’origine multifactorielle, des fonctions des cellules 
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phagocytaires, et notamment des PNN. Le but de cette dernière partie a donc été d’étudier 

l’influence de la carbamylation du collagène sur ses interactions avec les PNN, pour ensuite 

discuter de sa participation éventuelle in vivo à l’apparition des complications infectieuses et 

inflammatoires de l’IRC. 

 

 Les expériences ont été réalisées sur des PNN isolés de sang total provenant des donneurs 

différents. Si ces conditions entraînent une hétérogénéité importante des propriétés d’adhésion et 

d’activation des PNN entre les manipulations, elles permettent de généraliser les conclusions. 

Cependant, il est très difficile de pouvoir comparer les différentes expériences entre elles. 

 

Effet du collagène carbamylé sur l’adhésion et l’activation des PNN : 

 Nous avons d’abord déterminé l’influence de la carbamylation du collagène sur 

l’adhésion, étape initiale de l’interaction entre PNN et collagène de type I, sans mettre en 

évidence de modification significative en présence de collagène carbamylé, et ce quel que soit le 

degré de carbamylation. 

 En revanche, la capacité du collagène carbamylé à activer les PNN est diminuée de 

manière significative, de façon dépendante du taux de carbamylation. Deux tests différents ont 

été utilisés dans ces expériences. Le test au NBT est utilisé classiquement pour sa simplicité, et 

parce qu’il permet de suivre, durant toute l’incubation, la production de RLO, par l’accumulation 

de formazan. Cependant, cette technique est relativement peu sensible mais surtout très peu 

spécifique des RLO produits. Nous avons donc confirmé les résultats à l’aide d’une technique 

beaucoup plus sensible et plus spécifique, la détection de la libération de RLO par le luminol, qui 

rend compte de la production extra- et intracellulaire d’O2
- par les PNN [Dahlgren et Karlsson, 

1999]. Ce test permet de mettre en évidence la libération de RLO après un temps relativement 

court (d’environ 10 min) suivant le contact des PNN avec le collagène. L’activation des PNN a 

également été illustrée par l’observation en MEB de leur aspect morphologique. Sur collagène 

témoin, les PNN présentent une surface membranaire déformée, avec de nombreuses 

invaginations, témoignant notamment de la dégranulation et de la libération de RLO. Cette 

activité est fortement inhibée quand les PNN sont en contact avec le collagène carbamylé, 

présentant alors une morphologie régulière sans déformations membranaires. 

 

 Pour établir une corrélation avec la carbamylation in vivo, où l’agent de carbamylation est 

l’urée, nous avons reproduit l’expérience concernant l’activation des PNN avec du collagène 
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carbamylé par de l’urée. Nous avons confirmé ainsi l’effet inhibiteur du collagène carbamylé car 

l’inhibition subsiste, quelle que soit la durée d’incubation du collagène avec l’urée. Cependant, 

dans ces expériences, l’inhibition n’est pas directement proportionnelle au taux de 

carbamylation, comme dans le cas de la carbamylation par le KCNO. On note aussi que le 

potentiel activateur du collagène témoin diminue après incubation à 37°C dans un tampon 

phosphate pendant de longues périodes. On peut supposer que le collagène subit une certaine 

dégradation durant l’incubation qui diminue sa faculté à activer les PNN. Cette expérience 

complémentaire nous a cependant permis d’établir que le collagène carbamylé inhibait 

l’activation des PNN, quel que soit l’agent de carbamylation (KCNO ou urée). 

 

 Avant de tenter d’expliquer cet effet biologique, nous avons éliminé différentes causes de 

modifications de l’activation des PNN, indépendantes de leur interaction avec le collagène. 

Ainsi, nous avons vérifié que les différentes préparations de collagène ne contenaient pas 

d’endotoxines bactériennes. Nous avons également vérifié que le collagène carbamylé n’exerçait 

pas d’effet toxique sur les PNN. Enfin, comme les espèces réactives de l’oxygène sont capables 

d’interagir avec les protéines [Nguyen et al., 2005], et que l’effet biologique aurait pu être 

expliqué par une augmentation de l’affinité des RLO pour le collagène carbamylé, nous avons 

mesuré l’effet « scavenger » direct du collagène sur la production de RLO par un système 

acellulaire, et montré que le collagène carbamylé en était dépourvu. 

 

Mécanisme responsable des effets biologiques du collagène carbamylé : 

Ces diverses vérifications effectuées, plusieurs hypothèses sont envisageables pour 

expliquer la différence d’effet du collagène carbamylé sur l’adhésion et l’activation des PNN. 

L’adhésion fait intervenir des séquences spécifiques RGD, présentes en nombre important sur les 

chaînes α du collagène [Di Lullo et al., 2002], qui représentent donc de multiples possibilités de 

fixation pour les PNN. La carbamylation de quelques uns de ces sites n’est probablement pas 

suffisante pour entraîner une différence d’adhésion. La technique utilisée peut aussi ne pas être 

assez sensible pour la mise en évidence de si faibles modifications. Une autre possibilité est que 

le tripeptide RGD ne nécessite pas une conformation aussi stricte qu’une séquence plus longue 

comme la séquence activatrice des PNN (DGGRYY) pour exercer son action. 

 Le problème de l’activation est différent puisqu’il n’existe, au sein de la chaîne α1(I), 

qu’une seule séquence DGGRYY, impliquée dans l’activation des PNN [Monboisse et al., 

1990]. Cette séquence constitue sans doute une zone plus sensible sur le plan conformationnel 
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que la séquence RGD, et sa présence en un seul exemplaire explique que toute modification de 

celle-ci peut avoir une répercussion directe sur l’activation des PNN. Un raisonnement identique 

peut s’appliquer au fait que l’inhibition d’activation des PNN est dépendante du degré de 

carbamylation. Plus celui-ci est important, plus la probabilité de modifier le collagène à 

proximité de la séquence DGGRYY est élevée. Cependant, les conditions utilisées pour réaliser 

les expériences d’activation ne nous permettaient pas de savoir si l’effet était dû à une 

modification conformationnelle de cette séquence ou à la carbamylation d’un résidu de lysine 

précis impliqué dans l’interaction avec les PNN. 

 

 Pour répondre à cette question, la première étape était de déterminer si le CB-peptide 

contenant la séquence DGGRYY, c’est-à-dire α1CB6, était non seulement carbamylé, mais 

surtout prioritairement par rapport aux autres CB-peptides. Les résultats de l’électrophorèse 

bidimensionnelle ont permis de démontrer que ce peptide était une cible préférentielle de 

carbamylation. L’étape suivante de notre travail a consisté à établir une corrélation entre la 

carbamylation de ce peptide et l’effet biologique observé. 

 Dans ce but, nous avons utilisé une technique mise au point au laboratoire, permettant 

d’évaluer l’activité des CB-peptides séparés par électrophorèse, sur les fonctions des PNN 

[Garnotel et al., 1993]. Comme nous l’avons mentionné plus haut, les séquences RGD sont 

réparties sur toute la longueur de la molécule de collagène, ce qui explique que les PNN puissent 

adhérer à tous les CB-peptides indifféremment, et qu’aucune différence ne soit visible après 

carbamylation du collagène. En revanche, nous avons montré que seul α1CB6 était capable 

d’activer les PNN. L’effet est inhibé après carbamylation de α1CB6, de manière dépendante du 

taux de carbamylation. Ces résultats nous permettent d’affirmer que la carbamylation du peptide 

α1CB6 est en partie responsable de l’inhibition de la production de RLO par les PNN. Cette 

inhibition pourrait s’expliquer par un changement conformationnel de la séquence d’activation, 

empêchant son interaction avec les récepteurs des PNN. Cette modification conformationnelle 

pourrait intervenir suite à la carbamylation d’un résidu de lysine à proximité de la séquence 

DGGRYY, ou comme répercussion de la perte de l’hélicité dans certaines régions de la molécule 

de collagène proches du télopeptide (qui n’est pas sous forme triple hélicoïdale). Cependant, 

cette hypothèse est peu envisageable dans notre cas, puisque, dans cette technique, les peptides 

ont en partie perdu leur conformation d’origine lors de l’électrophorèse. Par conséquent, la 

conformation structurale de la séquence DGGRYY joue un rôle mineur dans le processus 

d’activation des PNN. Si l’explication ne fait pas appel à des caractéristiques structurales, la 
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carbamylation d’un résidu de lysine situé à un site important pour l’interaction avec le récepteur 

pourrait constituer le facteur essentiel du mécanisme d’inhibition de l’activation des PNN par le 

collagène carbamylé. 

 

Détermination du taux minimal de carbamylation de α1CB6 pour obtenir l’effet biologique :   

 Pour déterminer le nombre de résidus de lysine carbamylés entraînant des propriétés 

d’inhibition de l’activation des PNN, nous avons testé individuellement des peptides α1CB6  

possédant un taux de carbamylation équivalent après séparation par IEF. Dans les expériences 

précédentes, nous avons utilisé un mélange de peptides α1CB6 avec un taux de carbamylation 

hétérogène. Les résultats du test d’activation ont montré que, seuls les deux spots du peptide 

α1CB6 du collagène témoin étaient capables d’activer les PNN. En revanche, dans le cas du 

peptide α1CB6 du collagène carbamylé 6h, un seul spot parmi les cinq isolés était capable 

d’activer les PNN. Ce spot possède un pHi équivalent à celui d’un des peptides du collagène 

témoin. Ces résultats montrent que l’inhibition est quasi totale dès un niveau minime de 

carbamylation. L’hypothèse a été confirmée par l’incapacité des différents peptides α1CB6 issus 

du collagène carbamylé 24h à activer les PNN. En d’autres termes, ces expériences ont permis de 

montrer que l’inhibition de l’activation des PNN par le collagène obéit à la loi du tout ou rien. En 

effet, un seul résidu de lysine semble être important pour l’activation, puisque la perte du 

potentiel activateur du peptide est totale suite à la carbamylation de ce résidu. De plus, il semble 

que celui-ci soit parmi les premiers résidus d’α1CB6 à être carbamylés, puisque l’inhibition 

intervient après la carbamylation d’une seule lysine. 

 

Implication d’un résidu de lysine dans l’activation des PNN par le collagène : 

 Dans une dernière série d’expériences, nous avons utilisé une autre approche, pour 

confirmer l’implication d’un résidu de lysine dans le processus d’activation des PNN par le 

collagène de type I, en déterminant l’effet compétiteur de l’acide 6-aminohexanoïque (AHA) sur 

cette interaction. L’AHA est un analogue de lysine, non métabolisable par la cellule, qui entre en 

compétition avec les résidus de lysine. Ce composé entraîne une inhibition significative de 

l’activation des PNN par le collagène de type I, pour une concentration de 12,5 mM, alors que 

les concentrations habituellement décrites dans la littérature sont de l’ordre de 200 mM, comme 

dans le cas de l’inhibition des sites de liaison aux lysines de l’apolipoprotéine A [Hoover-Plow et 

al., 1996]. En revanche, l’AHA n’a aucun effet sur l’adhésion des PNN au collagène et n’altère 

pas la viabilité cellulaire, même à la concentration de 200 mM. Ces résultats, qui montrent de 
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façon indirecte, l’importance d’un ou plusieurs résidus de lysine pour l’activation des PNN par le 

collagène de type I, élimine l’hypothèse faisant de la modification structurale de la triple hélice 

le point central de l’inhibition de l’activation des PNN par le collagène carbamylé. Ces 

expériences ont en effet été réalisées en présence de collagène témoin ayant conservé sa structure 

en triple hélice intacte. 

 

 La suite de notre travail était destinée à l’identification du ou des résidus de lysine du 

collagène intervenant dans l’activation des PNN. Dans cette optique, nous avons recherché, dans 

des bases de données, la présence de résidus de lysine, au sein de la séquence primaire de la 

chaîne α1 du collagène, à proximité de la séquence DGGRYY. Un résidu de lysine (en position 

1208), situé trois résidus en amont de la séquence DGGRYY, est très conservé parmi les 

différentes espèces. Compte tenu de ces données, notre objectif a été de produire un peptide 

recombinant α1CB6, muté pour ce résidu. L’utilisation de peptides synthétiques était 

inenvisageable, car ces peptides peuvent uniquement exercer un effet compétiteur en présence de 

collagène et n’ont pas d’effet propre : il est nécessaire que l’ensemble de α1CB6 interagisse avec 

le PNN pour obtenir l’activation [Monboisse et al., 1990]. Nous avons choisi de remplacer le 

résidu de lysine par un résidu de glycine pour déterminer le rôle de la chaîne latérale de ce 

résidu, qui peut être essentielle à l’interaction avec le récepteur par son encombrement stérique 

ou par la charge de son groupement ε-NH2. La mutation idéale aurait été le remplacement par un 

résidu d’homocitrulline, mais cet AA, formé par une réaction post-traductionnelle, ne fait bien 

entendu pas partie des AA incorporés lors de la synthèse protéique. 

 Après avoir mis au point la production des peptides recombinants par l’intermédiaire de 

la synthèse d’une protéine de fusion GST, nous avons testé leur capacité à activer les PNN. Le 

peptide recombinant α1CB6 non muté est capable d’activer les PNN, avec cependant une 

intensité plus faible que pour le collagène de type I entier. Comme la séquence activatrice se 

situe à l’extrémité C-terminale du peptide, cette différence peut s’expliquer par la dégradation 

partielle du peptide au cours de sa purification. Toutefois, la mutation entraîne une inhibition 

significative, de l’ordre de 50 %, de l’activation des PNN. Ces résultats démontrent que ce résidu 

de lysine, même s’il n’est pas indispensable, est essentiel au processus d’activation des PNN par 

le collagène. Cependant, cette expérience ne permet pas de savoir si l’inhibition obtenue est due 

réellement à la perte de la lysine ou plutôt à une modification conformationnelle de la structure 

de la séquence DGGRYY, provoquée par l’absence de la chaîne latérale du résidu de lysine.  
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 En conclusion, notre travail a permis de montrer que la carbamylation du collagène 

n’entraîne pas sa dénaturation, mais est responsable de l’apparition de modifications 

conformationnelles locales caractérisées par la perte de la structure en triple hélice. Ces 

modifications sont associées à un défaut d’association des molécules de collagène, aboutissant à 

la formation de fibres plus fines et moins résistantes que dans le cas du collagène témoin. Ces 

changements structuraux sont également à l’origine de différences de sensibilité du collagène 

carbamylé à la digestion enzymatique, et plus précisément une plus grande résistance aux 

collagénases et une plus grande sensibilité aux gélatinases et à la pepsine. La dernière partie de 

notre travail, destinée à étudier les interactions collagène-PNN, a mis en évidence l’inhibition de 

la capacité du collagène à activer les PNN. La recherche du mécanisme responsable de cette 

inhibition nous a permis de démontrer l’implication d’un résidu de lysine dans le processus 

d’activation des PNN par le collagène. 
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  La majorité des études réalisées in vitro, ayant pour but de caractériser la structure ou les 

fonctions d’une protéine, ne tiennent généralement pas compte de l’état de cette protéine in vivo 

et accordent en particulier peu d’importance à son évolution au cours de sa vie biologique. 

Pourtant, de nombreux processus peuvent participer au « vieillissement » des protéines in vivo, 

comme les modifications post-traductionnelles tardives, caractérisées par la fixation de 

métabolites simples sur les groupements réactifs des protéines. L’objectif de notre travail était de 

déterminer l’influence de la carbamylation, réaction physiologique amplifiée au cours de l’IRC, 

sur les propriétés structurales et fonctionnelles de la protéine la plus abondante de l’organisme 

humain, le collagène de type I, connu pour sa capacité à réguler les fonctions cellulaires. 

 

 Bien que la carbamylation n’aboutisse pas à la formation de liaisons croisées et ne 

concerne qu’au maximum 1 % des résidus du collagène (dans nos conditions expérimentales), 

nous avons montré une altération de la structure typique en triple hélice après carbamylation. 

Cette altération est associée à des modifications des propriétés physico-chimiques du collagène, 

qui se manifestent par une baisse de sa température de fusion et la perte progressive de sa 

capacité à s’assembler sous forme de fibres. Ces troubles s’accompagnent d’une différence de 

sensibilité du collagène à la protéolyse enzymatique. En effet, le collagène carbamylé est plus 

résistant que le collagène témoin aux collagénases, mais plus sensible aux gélatinases et à la 

pepsine. In vivo, ces propriétés peuvent entraîner des troubles du renouvellement équilibré du 

collagène au sein des tissus et générer progressivement des situations pathologiques. 

 Pour déterminer l’implication de la carbamylation dans l’apparition des troubles 

infectieux et inflammatoires au cours de l’IRC, nous avons étudié les interactions entre collagène 

carbamylé et PNN. Ces expériences nous ont permis de montrer que la carbamylation altérait 

l’activation des PNN par le collagène de type I. La recherche du mécanisme impliqué dans ce 

processus a révélé l’importance d’un résidu de lysine (en position 1208) du collagène, 

potentiellement carbamylable, dans le processus d’activation des PNN. Ces résultats suggèrent 

que la carbamylation du collagène peut contribuer à la dysrégulation des processus infectieux et 

inflammatoires observés au cours de l’IRC. 

 

 Pour compléter ces informations, plusieurs perspectives de travail sont envisageables. En 

ce qui concerne l’analyse structurale du collagène carbamylé, il serait intéressant de simuler, par 

modélisation moléculaire, l’effet de la carbamylation de quelques résidus de lysine sur la 

structure en triple hélice du collagène, ce qui permettrait de valider l’hypothèse émise suite à 
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l’interprétation des résultats expérimentaux. Ensuite, en ce qui concerne l’étude de la 

dégradation du collagène par différentes protéinases, l’étude de l’interaction (ou plus 

particulièrement de l’adhésion) entre les MMP et le collagène carbamylé apporterait de 

nouveaux éclaircissements sur le mécanisme impliqué et pourrait conforter le rôle de la triple 

hélice dans le processus de dégradation du collagène. 

 En ce qui concerne l’étude de l’interaction entre collagène carbamylé et PNN, plusieurs 

expériences complémentaires sont à envisager, comme la localisation précise des résidus 

d’homocitrulline sur le collagène carbamylé ou encore la modélisation du peptide α1CB6 muté 

pour évaluer l’effet de la mutation (et également de la carbamylation) sur la conformation de la 

séquence activatrice des PNN. Par ailleurs, l’essentiel de notre travail a été orienté vers la 

caractérisation des évènements structuraux du collagène carbamylé impliqués dans l’inhibition 

de l’activation des PNN, mais peu d’expériences ont été réalisées pour mieux définir le 

comportement des PNN après un contact avec le collagène carbamylé. Dans cette optique, 

d’autres fonctions des PNN pourraient être explorées, comme la capacité de phagocytose ou le 

chimiotactisme. Parallèlement, il serait intéressant de procéder à l’analyse des voies de 

signalisation impliquées dans l’activation des PNN, à commencer par la vérification de 

l’implication de l’intégrine LFA-1 (CD11a/CD18) dans l’interaction avec le collagène 

carbamylé, pour suivre, par la suite, différents événements intracellulaires comme la 

phosphorylation de p125FAK et de la PKC ou l’activation des sous-unités cytoplasmiques de la 

NADPH-oxydase.  

 

Tous ces points permettraient de mieux définir l’impact de la carbamylation du collagène 

sur la régulation des fonctions des PNN pour établir précisément, d’un point de vue 

physiopathologique, un lien avec les complications de L’IRC, dans l’optique du développement 

d’éventuelles stratégies thérapeutiques. D’autre part, la valorisation de notre travail expérimental 

nécessite une meilleure caractérisation de la carbamylation des protéines matricielles in vivo. En 

effet, même si de nombreux éléments permettent d’envisager sérieusement l’existence de 

collagène carbamylé, à un moment donné, au sein des tissus, nous ne disposons à l’heure actuelle 

d’aucune méthode de dosage suffisamment sensible et spécifique pour le démontrer. Notre 

priorité est donc de développer une technique, en s’appuyant sur des moyens plus modernes tels 

que la spectroscopie IR-TF, pour mettre en évidence la carbamylation des protéines tissulaires in 

vivo dans des modèles animaux d’insuffisance rénale chronique, dans un premier temps, et 

ensuite chez l’homme. 
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JAISSON Stéphane 
 
Influence de la carbamylation sur les propriétés structurales du collagène de type I et ses 
interactions avec les polynucléaires neutrophiles humains. 
 
RESUME 

La carbamylation est une modification post-traductionnelle caractérisée par la fixation non enzymatique 
de cyanate, un dérivé réactif de l’urée, sur les groupements NH2 libres des protéines, affectant plus 
particulièrement les résidus de lysine, transformés en homocitrulline. Les modifications post-
traductionnelles conduisent dans la majorité des cas à une altération des propriétés structurales et 
fonctionnelles des protéines et de leurs interactions avec les cellules. Au cours de l’insuffisance rénale 
chronique, contexte pathologique favorisant la réaction de carbamylation, les patients présentent des 
troubles infectieux et inflammatoires importants, d’origine multifactorielle. Notre travail traite de 
l’influence de la carbamylation sur les caractéristiques structurales et fonctionnelles du collagène de type 
I, protéine de la matrice extracellulaire impliquée dans l’architecture du tissu conjonctif mais également 
dans la régulation des fonctions cellulaires, notamment celles des polynucléaires neutrophiles.  
Après carbamylation in vitro (au cours de laquelle seulement 1 % des acides aminés sont transformés), le 
collagène conserve une structure en hélice de type polyproline II, mais présente, par analyse 
spectroscopique et polarimétrique, une légère fragilisation de sa conformation dans certaines régions. Ces 
changements conformationnels, même mineurs, sont responsables d’une incapacité du collagène 
carbamylé à s’associer sous forme de fibres, ainsi que d’une altération de sa sensibilité à la dégradation 
enzymatique : le collagène carbamylé est plus résistant aux collagénases et plus sensible aux gélatinases et 
à la pepsine. Par ailleurs, la carbamylation entraîne une inhibition de l’activation des polynucléaires 
neutrophiles par le collagène de type I. La recherche du mécanisme impliqué dans ce processus a permis 
de montrer que le peptide α1CB6, contenant la séquence activatrice des polynucléaires neutrophiles, 
constituait une cible préférentielle de carbamylation. D’autre part, des expériences de mutagenèse dirigée 
ont révélé l’importance du résidu de lysine en position 1208, situé à proximité de cette séquence, pour 
l’activation des polynucléaires neutrophiles par le collagène de type I. 
Ces résultats montrent que la carbamylation du collagène peut être considérée comme un évènement 
favorisant la progression de l’insuffisance rénale chronique. En effet, les modifications des propriétés 
structurales du collagène observées après carbamylation peuvent entraîner un trouble du renouvellement 
du collagène au sein de la matrice extracellulaire et une désorganisation architecturale de différents tissus 
comme la paroi vasculaire ou le rein. Par ailleurs, l’incapacité du collagène carbamylé à stimuler les 
fonctions oxydatives des polynucléaires neutrophiles peut contribuer à l’apparition d’infections, une des 
causes majeures de morbidité et de mortalité des patients urémiques. 
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Collagène de type I - Insuffisance rénale chronique - Carbamylation - Modifications post-traductionnelles 
des protéines - Granulocyte neutrophile. 
 
COMPOSITION DU JURY 

Rapporteurs :  Pr Sylvie RICARD-BLUM (Lyon)  
Pr Eric RONDEAU (Paris) 

Examinateurs : Dr Roselyne GARNOTEL (Reims) 
Dr Patricia SANSILVESTRI-MOREL (Paris) 
Dr William HORNEBECK (Reims) 
Pr Philippe NGUYEN (Reims) 

Directeur de thèse : Pr Philippe GILLERY (Reims)  
 
COORDONNEES 
Adresse personnelle :  Adresse du laboratoire : 

Appt 15 Laboratoire de Biochimie Médicale et Biologie Moléculaire 
 115 Rue Lesage CNRS UMR 6198 - IFR 53 Biomolécules 
 51100 REIMS UFR Médecine - 51 Rue Cognacq-Jay 
  51095 REIMS Cedex 
   : stephane.jaisson@univ-reims.fr  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




