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Introduction 

       Le processus cancéreux est une dynamique complexe. À l’échelle de l’organisme, il s’agit 

d’une pathologie  issue d’un dysfonctionnement moléculaire exprimé à l’échelle de la cellule. 

Il existe des liens étroits entre le processus cancéreux et le milieu extracellulaire, qui peut 

induire, permettre, favoriser ou au contraire freiner l’échappement métastatique qui 

caractérise l’ invasion tumorale. Cet échappement nécessite une séquence de phases de 

migration, puis de prolifération cellulaire. 

       Le mélanome malin est une tumeur cutanée qui prend naissance à la jonction derme-

épiderme, où sont localisés les mélanocytes. Après une phase de croissance horizontale sans 

risque de métastases pour le patient, il progresse ensuite au cours d'une phase verticale vers 

les couches les plus profondes du derme, en acquérant la compétence métastatique. 

L’ invasion tumorale est la phase clé du processus cancéreux. C’est une cascade d'événements 

complexes permettant aux cellules cancéreuses de se transformer en cellules métastatiques et 

de s'implanter dans les tissus. Au cours de cette cascade tumorale, un remodelage et une 

dégradation des constituants de la matrice sont impliqués. 

L’angiogenèse constitue aussi une étape cruciale pour le développement des tumeurs.  

Les nouveaux vaisseaux apportent les nutriments nécessaires au développement de la tumeur. 

La formation de néo-vaisseaux dépend d’un déséquilibre entre les facteurs pro-angiogéniques 

et les facteurs anti-angiogéniques. 

Les modifications des assemblages moléculaires liant cellules et matrice, ou assemblages 

matricellulaires vont créer les conditions favorables au déclenchement du processus 

métastatique. Ceci fait intervenir la sécrétion puis l’activation d’enzymes protéolytiques, 

comme les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ou le système de la plasmine. 

La membrane basale est le premier rempart contre l’ invasion tumorale. Elle présente des 

structures denses et amorphes. C’est une matrice extracellulaire spécialisée, avec de 

nombreuses propriétés biologiques. Des peptides produits par la protéolyse partielle des 

macromolécules de la matrice, appelés matrikines ou matricryptines, peuvent moduler la 

progression tumorale ou l’angiogenèse.  

Les domaines C-terminaux (domaines NC1) de plusieurs types de collagènes associés à la 

membrane basale (types IV, XV, XVIII et XIX) sont des matrikines à propriétés anti-

tumorales et anti-angiogéniques. C’est le cas de l’endostatine, domaine NC1 de la chaîne α1 

(XVIII), la restine, domaine NC1 de la chaîne α1 (XV), la tumstatine, domaine NC1 de la 
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chaîne α3 (IV), la canstatine, domaine NC1 de la chaîne α2 (IV) et l’arresténe, domaine NC1 

de la chaîne α1 (IV).  

       Récemment, notre laboratoire a montré qu’un collagène mineur présent dans la zone de la 

membrane basale, le collagène de type XIX, est capable d’ inhiber la progression tumorale 

dans un modèle expérimental de mélanome malin dont le mécanisme d’action reste à élucider. 

       Notre travail actuel a pour objectif la caractérisation de la (ou des) séquence(s) 

polypeptidique(s) minimale(s) active(s) du domaine NC1 (XIX), responsable(s) de l’effet 

anti-tumoral et anti-angiogénique, et d’étudier leurs mécanismes d’action sur les cellules 

tumorales. 

Dans la première partie de ce manuscrit, nous décrirons quelques généralités sur la 

progression du mélanome, les cascades protéolytiques impliquées, et la structure des 

principaux constituants des membranes basales. Puis, après la description des principales 

techniques utilisées, nous développerons les résultats obtenus. 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la détermination de la séquence 

minimale active du domaine NC1 (XIX) responsable de l’effet anti-tumoral. Nous avons 

étudié l’effet du domaine NC1(XIX) et ses fragments dérivés (P10, P8 et P6 constitués 

respectivement des 10, 8 et 6 premiers acides aminés du domaine NC1 du collagène XIX) sur 

la croissance tumorale in vivo. 

Ensuite, nous avons poursuivi nos travaux par une étude in vitro, pour déterminer l’effet du 

domaine NC1 (XIX) et des fragments peptidiques qui en sont dérivés sur les phases précoces 

de l’ invasion tumorale et sur l’angiogenèse. 
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I - Le mélanome 

I -1-La peau 

       La peau ou tégument externe forme le revêtement externe de l’organisme. Chez l’adulte 

son poids représente 4kg pour une surface d’environ 2m2 et une épaisseur de 0,5 à 5 mm.  

La peau est constituée de trois tissus superposés qui sont de l’extérieur à l’ intérieur (figure 1): 

• L’épiderme, représentant la couche externe, constitué par 4 assises cellulaires 

superposées. Il est constitué par les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules 

de Langherans et de Merkel. 

• La jonction dermo-épidermique, qui permet la cohésion entre le derme et 

l’épiderme. 

• Le derme, qui constitue un tissu conjonctif dense, pièce maîtresse pour le 

soutien de  la peau. 

• L’hypoderme, couche la plus profonde de la peau, qui représente le tissu 

adipeux sous cutané. 

       La peau joue un rôle essentiel dans la protection de l’organisme contre les agressions 

extérieures (rayonnement solaire, produits chimiques, infections…) et aussi un rôle de 

thermorégulateur en régulant la température corporelle par son pouvoir isolant. Elle maintient 

la température corporelle constante grâce à la sudation et la dilatation ou la contraction des 

vaisseaux sanguins en fonction de la température extérieure. 
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Figure 1: Structure de la peau (www.afrh.fr ) 
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I -2-Caractér istiques du mélanome malin 

Le mélanome malin est une tumeur cutanée se développant à partir des mélanocytes 

qui dérivent de la crête neurale et migrent ensuite dans l’épiderme. Les mélanocytes 

synthétisent les pigments de mélanine responsables de la pigmentation de la peau. La 

mélanine fabriquée par les mélanocytes est transférée aux kératinocytes.  

I -2-1-Epidémologie  

       Le mélanome constitue la plus grave des tumeurs cutanées en raison de sa capacité à 

métastaser, mettant en jeu le pronostic vital des malades atteints. 

Le mélanome cutané est en constante augmentation avec un doublement de l’ incidence tous 

les dix ans en europe. Actuellement, son incidence est de 5 à 15 nouveaux cas par 100 000 

habitants et par an. 

Ce taux change d’une région à une autre, il est bien plus élevé en Australie (40 à 50 nouveaux 

cas par 100 000 habitants par an) mais par contre il est plus bas dans les pays à phototype V 

(voir tableau 1), dominant par exemple Asie ou Amérique latine, encore plus bas en Afrique. 

D’autre part, l’ incidence diminue de l’Europe du nord vers celle du sud (15 nouveaux cas par 

100 000 habitants en Scandinavie et 5 à 7 nouveaux cas par 100 000 habitants au pourtour de 

la méditerranée (Lens MB et coll 2004). En Europe, le mélanome est plus fréquent chez la 

femme que chez l’homme et devient plus fréquent chez les patients de moins de 55 ans 

(Trome et coll 2007). 

En France, entre 1980 et 2000, le taux d’ incidence du mélanome a augmenté de 2,4 à 7,6 par 

100 000 habitants et par an pour les hommes et de 3,9 à 9, 5 pour les femmes (Grange 2005). 

L’augmentation de l’ incidence est accompagnée par une augmentation de la mortalité. 

Le mélanome représente la première cause de mortalité par cancer cutané. Le taux de 

mortalité a été  multiplié par 2,7 chez la femme et par 2,9 chez l’homme entre 1969 et 1997 

(Grange 2005). Le mélanome cutané se situe au 18ème rang des décès par cancer 

(http://www.e-cancer.fr/v1 - Institut National Du Cancer). 
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I -2-2-Facteurs de r isques 

       Le risque de développer un mélanome cutané est le résultat de facteurs constitutionels 

(phototype) et de facteurs externes (exposition aux UV). Ajoutés à ces facteurs complexes, le 

nombre et le type de naevus présents chez les patients constituent un marqueur de risque de 

mélanome essentiel. Les facteurs de comportement comme les expositions solaires prolongées 

et les coups de soleil, surtout durant l’enfance, sont également importants. 

I -2-2-1-Facteurs intr insèques 

Le phototype représente la sensibilité de la peau au rayonnement solaire. Il comprend 

la couleur des yeux et des cheveux (Tableau1). 

Phototype I Peau extrêmement blanche, 
cheveux blonds, yeux 

bleus/verts 

Brûle facilement, ne bronze 
jamais 

Phototype II Peau blanche, cheveux 
blonds roux à bruns, yeux 

verts/bruns 

Brûle toujours facilement, 
bronze à peine 

Phototype III Peau moyenne, cheveux 
bruns, yeux bruns 

Brûle modérément, bronze 
graduellement et 
uniformément 

Phototype IV Peau olivâtre, cheveux 
bruns/noirs, yeux bruns/noirs 

Brûle à peine, bronze 
toujours bien 

Phototype V Peau brun foncé, cheveux 
noirs, yeux noirs 

Brûle rarement, bronze 
beaucoup 

Phototype VI Peau noire, cheveux noirs, 
yeux noirs 

Ne brûle jamais, la peau est 
fortement pigmentée en 

permanence 

 

Tableau1: Classification du  phototype 

(http://www.e-cancer .fr /v1 - Institut National Du Cancer ) 
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Le phototype constitue un facteur de risque majeur. Ainsi, plus le phototype est faible, plus le 

risque de développer un mélanome cutané est grand. Les sujets à phototype de type I et II 

(peau extrêmement blanche ou blanche et ne bronzant pas) ont un risque plus grand de 

développer  un cancer de la peau par comparaison avec les sujets à phototype de type IV ou V 

(peau mate, bronze normalement et brûle rarement)  

La protection cutanée concerne toutefois aussi bien les sujets à phototype faible que élevé.  

A ceci s’ajoute le risque d’antécédent familial: 5 à 10% des malades atteints de mélanome ont 

un parent de premier degré atteint de la même pathologie. Dans ce cas on parle de mélanome 

familial. Le développement de mélanome chez ces sujets est précoce et les tumeurs sont 

souvent multiples (Trome et coll 2007, http://www.e-cancer.fr/v1- Institut National Du 

Cancer). 

D’autre part, un nombre élevé de naevus (> à 100) et la présence de naevus atypique (naevus 

à bord mal défini, diamètre de 5mm ou plus, couleur multiples, contour irrégulier et érythème) 

constituent des facteurs de risque majeurs pour le développement de mélanome (Bataille et 

coll 1996). Le syndrome des naevus atypiques représente 5% à 12% des patients atteints de 

mélanome. 

I -2-2-2-Facteurs extr inséques 

L’exposition au soleil représente le principal facteur de risque pour le développement 

d’un mélanome. Le rôle des UV n’est pas mis en doute. L’exposition solaire durant l’enfance 

est d’une importance primordiale. Son influence est de 50% à 80% des dégâts solaires 

encouru sur l’ensemble d’une vie puisque,  à cet âge, la peau est particulièrement sensible aux 

ultraviolets.  

I -2-3-Diagnostic et classifications 

Les mélanomes ont une origine intra-épidermique ou intra-épithéliale et sont ou non 

associés aux naevus préexistants. Le diagnostic anatomo-clinique se base sur la morphologie 

et l’architecture globale de la lésion pigmentaire selon la régle ABCDE, qui représente une 

technique de diagnostic complète, peu spécifique mais assez sensible (figure2). 
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Les cinq critères diagnostiques sont les suivants: 

� (A) Asymétrie de la lésion  

� (B) Bords irréguliers 

� (C) Couleur: variabilité dans la distribution du pigment mélanique 

� (D) Diamètre supérieur à 5 mm 

� (E) Extension de la lésion et disposition désorganisée 

 

 

Figure2: Mélanome remplissant les cr itères ABCDE 

 

Un examen histopathologique est obligatoire pour confirmer le diagnostic de 

mélanome. L’analyse histologique permet de mesurer l’épaisseur exacte et le degré d’ invasion 

de la tumeur, facteurs dont dépendent la gravité et donc le pronostic. On trouve une 

population cellulaire naevique dans 20% des mélanomes. 

Histologiquement, les mélanomes sont classés selon deux indices: l’ indice de Clark et l’ indice 

de Breslow. 
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L’ indice de Clark traduit le niveau d’ infiltration en profondeur de la tumeur (figure3): 

� Clark I: mélanome intra-épidermique (in situ) 

� Clark II: mélanome avec cellules mélanocytaires atypiques infiltrant le derme 

papillaire 

� Clark III: infiltration de tout le derme papillaire 

� Clark IV: envahissement du derme réticulaire 

� Clark V: invasion de l’hypoderme 

 

 

Figure 3: Classification du mélanome selon l’ indice de Clark 
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       L’ indice de Breslow traduit l’épaisseur en millimétre de la lésion depuis la partie 

superficielle jusqu'à la partie la plus profonde de la tumeur (figure 4). Cet indice est très 

important, pour la détermination du traitement et le suivi de la tumeur. Une corrélation 

inverse existe entre l’ indice de Breslow et la survie après le traitement. Il est d’autant plus 

efficace que l’ indice de Breslow est faible. Le taux de survie à 5 ans est de 91 à 95% lorsque 

cet indice est < à 1 mm et est de 63à 79% lorsqu’ il est compris entre 2 et 4 mm. 

 

 

Figure 4: Classification du mélanome selon l’ indice de Breslow 
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Figure 5: Modèle de mélanome selon les indices de Clark et Breslow 

 

Le mélanome peut toucher n’ importe quelle région de la peau, du cuir chevelu, des 

muqueuses. A partir de ces différents indices on peut classer le mélanome en: 

�  Mélanome superficiel extensif (SSM): c’est la forme la plus fréquente, à 

croissance horizontale, plus fréquent au niveau des jambes chez la femme et au 

niveau du dos chez les hommes. 

� Mélanome nodulaire (NM): caractérisé par une croissance invasive, fréquent 

chez les hommes âgés, et se localisant souvent au niveau du tronc. 

� Mélanome lentigo malin (LNM): caractérisé par une croissance horizontale 

lente, se manifeste chez les femmes âgées au niveau du visage. 

� Mélanome acro-lentigineux (ALM):c’est le type fréquent chez les asiatiques et 

les africains, se localise au niveau des doigts, des orteils et la plante des pieds. 

 

 

 

 

   

Mélanome niveau I selon 

Clark, Epaisseur 0,28 

mm selon Breslow 

Mélanome niveau III 

selon Clark, Epaisseur 

0,6 mm selon Breslow 

Mélanome niveau III 

selon Clark, Epaisseur 

0,92 mm selon Breslow 
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I -2-4-Traitement du mélanome 

Le traitement du mélanome dépend de sa localisation et du stade de la maladie.  

La chirurgie est le traitement initial du mélanome cutané qui repose sur l’exérèse de la lésion 

avec une marge de sécurité variable en fonction de son épaisseur, déterminée selon l’ indice de 

Breslow. L’analyse anatomopathologique de la tumeur extraite permet de préciser sa taille, 

son épaisseur et sa profondeur. A la suite de cet examen une reprise de l’exérèse est 

recommandée c'est-à-dire qu’on procéde à l’ablation du reste de la tumeur en fonction de son 

épaisseur et aussi à une partie du tissu sain qui entoure la tumeur. Pour le mélanome débutant, 

aucun traitement complémentaire à la chirurgie n’est recommandé. 

Concernant les mélanomes à risque et à stade avancé, un curage ganglionnaire est effectué 

pour détecter la présence de cellules cancéreuses. L’ablation de ces ganglions est importante 

afin d’arrêter l’extension de la tumeur. Dans certains cas, un traitement complémentaire à 

l’ interféron est recommandé. 

Le traitement des mélanomes métastatiques repose sur la chimiothérapie qui est un traitement 

systémique. L’ immunothérapie peut aussi être appliquée afin d’activer les défenses naturelles 

pour détruire les cellules tumorales. 

Des examens réguliers pendant toute la vie sont nécessaires après le traitement de la tumeur. 

Leur périodicité dépend des caractéristiques de la lésion cutanée. 
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1-2-5-Progression tumorale du mélanome et métastases 

Le mélanome malin prend naissance à la jonction derme-épiderme et subit une  

progression biphasique. En effet, il progresse selon une phase de croissance horizontale sans 

risque de métastase, puis selon une phase verticale au cours de laquelle les cellules pénètrent 

profondément dans le derme et acquièrent un fort potentiel invasif.  

Les cellules se dissocient du massif primitif et acquièrent des propriétés de migration et de 

dégradation. Elles gagnent ainsi la circulation sanguine, transportées par le système 

circulatoire, colonisent d’autres organes et forment un nouveau foyer tumoral appelé 

métastase dans un nouvel environnement tissulaire (figure 6).  

Les principales localisations métastasiques secondaires des mélanomes sont pulmonaires, 

hépatiques et cérébrales.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Les différentes étapes de la progression tumorale 
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I -2-6- La migration cellulaire 

       Le caractère métastasique des cancers dépend de la capacité des cellules cancéreuses à 

quitter la tumeur primaire et ensuite à s’ implanter et proliférer ailleurs. 

       La migration cellulaire constitue le point de départ du processus métastasique et 

accompagne l’ invasion tumorale. La cellule cancéreuse nécessite un changement de forme et 

une interaction avec les structures qui l’entourent, en particulier les constituants de la matrice 

extracellulaire qui constituent la première barrière à franchir. Elle acquiert ainsi de nouvelles 

propriétés biochimiques et des caractéristiques morphologiques leur permettant de s’échapper 

de la tumeur principale. 

Une partie de ces transformations est appelé «la transition épithélio-mésenchymateuse » 

(EMT), se traduisant par la disparition des phénotypes épithéliaux au profit de marqueurs 

mésenchymateux (Greenburg et coll 1982). Les cellules n’expriment plus le gène de la E-

cadhérine, perdent l’expression de la cytokératine et ré-expriment la vimentine (Cano et coll 

2000). Ces cellules cancéreuses utilisent une migration de type mésenchymateux. 

Ce type de migration est caractérisé par une protéolyse péricellulaire active, un cytosquelette 

structuré et l’établissement de points d’ancrage très résistants. Les points focaux d’adhérence 

participent à l’organisation des filaments d’actine et à la formation de protrusions de type 

lamellipodes (Lauffenburger et coll 1996). 

Les cellules cancéreuses peuvent subir une seconde transition appelée «transition 

mésenchymateuse- amiboïde», le cytosquelette d’actine se réorganise, abandonnant ainsi la 

formation de fibres de stress au profit d’une architecture moins structurée conduisant à la 

formation d’anneaux d’actine sous le contrôle de la protéine ROCK-1 (Sahai et coll 2004). 

 La morphologie générale s’arrondit : les cellules présentent de nombreux bourgeonnements; 

on parle d’une morphologie amiboïde.  

La migration des cellules cancéreuses devient  différente d’une migration mésenchymateuse. 

Dans ce type de migration amiboïde, les cellules se déforment, leur membrane est animée de 

mouvements dynamiques liés à la formation/ déformation des blebs (figure 7). 

 Les cellules se faufilent au travers des mailles de la matrice extracellulaire en n’ayant 

recours, ni à une activité protéasique, ni aux intégrines (Friedl et coll 2003, Wolf et coll 

2003). Elles utilisent de nombreux points d’ancrage de faible intensité et des séquences 

d’adhésion/dé-adhésion très rapides (Friedl et coll 1998, Brakebusch2002). 
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Figure 7: La migration d’une cellule cancéreuse (Malo et coll 2006) 
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I I -L ’angiogenése tumorale 

L’angiogenèse est le mécanisme par lequel naissent des nouveaux vaisseaux sanguins 

à partir du réseau capillaire préexistant. Elle est indispensable au cours de nombreux 

processus physiologiques comme le développement embryonnaire ou l’ implantation du 

placenta, mais aussi pathologiques, particulièrement au cours de la croissance tumorale et du 

développement des métastases. 

En 1971, Judah Folkman a montré que la croissance tumorale dépend de la formation de 

nouveaux capillaires (Folkman et coll 1971). 

       Les cellules tumorales ont besoin d’oxygène et d’énergie pour survivre. En absence de 

ces vaisseaux sanguins, seule la diffusion passive leur permet l’apport d’éléments nutritifs et 

le rejet des déchets dans le milieu extérieur, ce qui limite de façon très importante leur 

croissance. L’expansion rapide de la tumeur est liée à sa vascularisation par les nouveaux 

capillaires. 

Suite à l’ implantation des cellules tumorales, la membrane basale entourant les capillaires à 

proximité de ces cellules disparaît, permettant la migration des cellules endothéliales. 

Les cellules tumorales sécrètent des facteurs qui enclenchent la néo-angiogenèse, comme le 

VEGF (Vascular Endhothelial Growth Factor) ou les FGF (Fibroblast Growth Factor), en 

particulier FGF-2, qui activent les cellules endothéliales jusque là en repos (Moinet et coll 

2007). 

Les cellules endothéliales qui migrent en tête ne se divisent pas alors que celles à l’arrière 

entrent en phase S et commencent à proliférer. 

Les premières cellules commencent à se différencier et s’organisent en tubes. Ces tubes ne 

sont autres que les futurs capillaires, se connectant les uns aux autres pour former le nouveau 

réseau de circulation sanguine de la tumeur. La formation de la membrane basale est la 

dernière étape de la formation des nouveaux capillaires (Vandenbunder et coll 1994, Blood et 

coll 1990). Les nouveaux capillaires tumoraux sont désorganisés, dilatés et perméables. Leurs 

péricytes sont moins nombreux (Moinet et coll 2007) (figure8). 
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Figure 8: Néo-angiogenèse tumorale  

(Journal de l’ institut Cur ie 2007; 69)  
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I I I - Les Métalloprotéinases Matr icielles 

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) sont les principales enzymes 

protéolytiques de la matrice extracellulaire. Ce sont des endopeptidases intervenant dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire. Elles interviennent au cours de phénoménes aussi 

bien physiologiques (la cicatrisation, l’apoptose, l’angiogenése) que  pathologiques 

(progression tumorale, inflammation, formation de métastases). 

Ce sont des endopeptidases zinc-dépendantes capables de dégrader un ou plusieurs 

composants de la matrice extracellulaire. Elles sont sécrétées sous forme de zymogénes 

inactifs et acquiérent leurs activités après clivage pour exercer leurs rôles protéolytiques. 

I I I -1- Structure des MMPs 

           Les MMPs peuvent être subdivisées en deux groupes comportant, d’une part,  les 

MMPS sécrétées et, d’autre part, les MMPs membranaires (Membrane Type - MMPs, MT-

MMPs). Les MMPs sont caractérisées par une structure organisée en domaines, Celle-ci est 

commune à toutes les MMPs avec la présence de domaines plus spécifiques qui permettent de 

les différencier en classes. 

Les domaines conservés au sein des différents groupes sont les suivants : 

� Le pré-domaine : c’est un peptide signal localisé du coté N-terminal, nécessaire pour 

l’acheminement à la surface cellulaire. 

� Le pro-domaine: C’est un domaine  formé de 80 à 90 acides aminés, permettant de 

maintenir la pro-enzyme sous sa forme latente grâce à la séquence PRCGVPDV, qui 

interagit avec le site catalytique grâce à un résidu cystéine. 

� Le domaine catalytique: C’est un domaine formé par 162 à 170 acides aminés, 

contenant une séquence spécifique HEXGHXXGXXHS. Les résidus histidine  jouent 

le rôle de ligand pour l’atome de zinc du site actif et sont donc nécessaires à l’activité 

protéasique des différentes enzymes. 

� Le domaine hémopexine : Ce domaine est situé du coté C-terminal, relié au domaine 

catalytique par une région charniére. Il est présent au niveau de toutes les MMPs à 

l’exception des matrilysines. 
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En plus de ces domaines communs, il y a présence d’autres domaines spécifques 

caractérisant  certaines classes de MMPs: 

� Le domaine similaire aux séquences répétées de type II de la fibronectine: appelé 

aussi CBD (Collagen Binding Domain), présent seulement dans les gélatinases  A 

et B (MMP-2 et MMP-9),  permettant ainsi à ces protéases de lier la gélatine. 

� Le domaine de reconnaissance de la furine: se situe entre le pro-domaine et le 

domaine catalytique des MMPs-11 et des MT-MMPs. 

� Le domaine transmembranaire: spécifique des MT-MMPS et leur conférant ainsi 

une localisation membranaire. 

L’ensemble de ces données structurales est présenté dans la figure 9. 
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Figure 9: Organisation moléculaires des MMPs 
(D’après Ala-Aho et coll 2005)  
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I I I -2- Classification des MMPs 

           Les MMPs sont classées en  6 sous-groupes en fonction de leur spécificité et leurs 

caractéristiques structurales. 

� Les collagénases  

Ce sous groupe comprend la MMP-1, la MMP-8, et la MMP-13. Ces collagénases sont 

responsables de la dégradation des collagènes fibrillaires de type I, II et III, ainsi que d’autres 

molécules de la MEC. 

� Les matr ilysines  

Ce sont les MMPs les plus simples structuralement car elles ne contiennent pas de domaine 

homologue de l’hemopexine. Elles sont représentées par la MMP-7 et  la MMP-26. Ces 

protéases sont essentiellement présentes au niveau des cellules cancéreuses d’origine 

épithéliales. 

� Les stromélysines 

Ce groupe comprend la MMP-3, la MMP-10, et la MMP-13. Les stromélysines ont une 

structure simillaire à celles des collagènases, et possédent un spectre protéolytique très large, 

touchant les protéoglycannes, la laminine, l’élastine et les procollagènes. 

� Les gélatinases 

Elles sont représentées par la MMP-2 (Gélatinase A, 72kDa) et la MMP-9 (Gélatinase B, 

92kDa. Elles présentent une action protéolytique dirigée contre plusieurs composants de la 

MEC, essentiellement les collagènes dénaturés en gélatine et le collagène de type IV des 

membranes basales. Les gélatinases ont une structure caractérisée par la présence de 3 

séquences répétitives de Fibronectine type II  au sein de leurs domaines catalytiques, 

permettant ainsi leurs liaisons aux substrats préferentiels, la gélatine et les collagènes de 

membrane basale.  
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� Les MMPs transmembranaires ou MT-MMPs 

A ce jour, on a identifié 6 MT-MMPs (MT1-MMP à MT6-MMP) qui interviennent dans 

la dégradation des différents composants de la MEC et jouent un rôle important dans 

l’activation des MMPs. Ces protéases sont capables de s’ancrer à la membrane plasmique 

soit par l’ intermédiaire du domaine transmembranaire hydrophobe présent dans le 

domaine hémopexine (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP), soit par un 

groupement glycosyl phosphatidylinositol (GPI) (MT4-MMP et MT6-MMP). 

� Les autres MMPs 

C’est un groupe hétérogéne qui compend la MMP-12,-20,-27 parmi d’autres présentant 

une structure similaire à celles des stromélysines. 

L’ensemble de ces données est présenté dans le tableau 2. 
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Famille Nom N°MMP Substrats 

Gélatinase A MMP-2 Gélatine, collagène IV, V, VII, X, et XI, élastine, 
fibronectine et protéoglycanes 

 
Gélatinases 

Gélatinase B MMP-9 Gélatine, collagène IV et V, élastine, fibronectine et 

protéoglycanes 

Collagénase intersticielle MMP-1 Collagène I, II, III, et X, gélatine, Protéoglycanes 

Collagénase de 

neutrophile 

MMP-8 Collagène I, II, III, protéoglycanes 

 

Collagénases 

Collagénase 3 MMP-13 Collagène I, II et III. 

Stromélysine-1 
MMP-3 Protéoglycanes, fibronectine,laminine, élastine, 

gélatine, collagènes II, IV, V, IV et X 

Stromélysine-2 MMP-10 Gélatine, collagènes II, IV, V, IV et X, 
Protéoglycanes, fibronectine,laminine, élastine 

 

Stromélysines 

Stromélysine-3 
MMP-11 Gélatine, fibronectine, protéoglycanes 

Matrilysine 1 MMP-7 Gélatine, fibronectine, laminine,collagène IV et 
protéoglycanes 

Matr ilysines 

Matrilysine 2 MMP-26 Fibronectine, fibrinogène, vitronectine, gélatine, 

collagènes I et IV 

MT-1-MMP MMP-14 Collagène IV, gélatine, pro-gélatinase A 

MT-2-MMP MMP-15 Collagène IV, gélatine 

MT-3-MMP MMP-16 Collagène IV, gélatine, pro-MMP-2 

MT-4-MMP MMP-17 Collagène IV, gélatine 

MT-5-MMP MMP-24 Non connus 

 
 
 
 
 

Métalloprotéinases 
membranaires 

MT-6-MMP MMP-25 Collagène IV, gélatine, fibronectine, protéoglycanes 

Métalloélastase Métalloélastase MMP-12 Élastine, fibronectine, Collagène IV, vitronectine, 

laminine 

 

Tableau 2: Classification des Métalloprotéinases (MMPs) 
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I I I -3- Mécanismes d’activation des MMPs 

           La plupart des MMPs sont sécrétées sous forme de zymogénes inactifs, et doivent être 

activées pour exercer leur  rôle protéolytique. L’activation se produit dans le compartiment 

extracellulaire ou au contact de la membrane plasmique (notamment dans le cas de la MMP-

2), impliquant la présence soit de sérines protéases (plasmine, furine) soit d’autres MMPs déjà 

active (Murphy et coll 1999). Le mécanisme d’activation des MMPs est appelé «cystéine 

switch». Dans ce processus, les MMPs acquièrent leurs capacités protéolytiques par 

dissociation de la liaison entre l’atome Zn2+
 du site catalytique de l’enzyme et le groupement 

thiol d’un résidu cystéine présent dans le pro-domaine, libérant ainsi le site actif (Nagase et 

coll 1990, Birkedal-Hansen et coll 1993, Van Wart et coll 1990) (figure 10). 

In vitro, les pro-MMPs peuvent être activées par des radicaux libres oxygénés, le SDS, l’urée, 

la chaleur ou un pH acide. Ces facteurs induisent la dissociation de la liaison entre la cystéine 

et l’atome Zn2+, conduisant ainsi à l’auto-protéolyse du pro-domaine.  

 

 

Figure 10: Mécanisme d’activation des métalloprotéinases mar icielles 

(D’après Ray et Stetler -Stevenson 1994) 
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I I I -3-1- Mécanisme d’activation de la pro-MMP2 

           L’activation de la MMP-2 à la surface des cellules de mélanome nécessite une cascade 

protéolytique faisant intervenir une molécule de MT1-MMP et une autre de TIMP-2, à un 

coefficient stœchiométrique 1: 1. 

La MT1-MMP présente à la surface cellulaire sous sa forme latente (63kDa) est clivée par une 

furine convertase pour générer une forme active (60kDa) qui sera dégradée à son tour pour 

donner une forme inactive (45kDa) (Yana et coll 2000).  

Une molécule de TIMP-2 se fixe au niveau du domaine catalytique de la MT1-MMP. On 

obtient ainsi la formation du complexe récepteur MT1-MMP /TIMP-2/pro-MMP2 par fixation 

du domaine hémopexine C-terminal de la pro-MMP2 sur le domaine C-terminal du TIMP-

2(Strongin et coll 1995). Une 2éme molécule de MT1-MMP libre clive la pro-MMP2 du 

complexe trimoléculaire pour donner une forme intermédiaire de la MMP-2 (Figure11) 

(Bulter et coll 1998, Nagase et coll 1998). L’activation initiale de la MMP-2 par la MT1-

MMP est suivie d’un clivage autocatalytique ou par la plasmine pour générer une forme 

active de la MMP-2 de 62KDa (Bulter et coll 1998). 

Un excès de TIMP-2 bloque le mécanisme d’activation de la pro-MMP2 par inhibition de la 

seconde molécule de MT1-MMP (Hernandez-Barrantes et coll 2000). 

 

Figure 11: Modèle d’activation de la pro-MMP2 par  l’ intérmédiaire de la MT1-MMP  

(D’après Soumni  et coll 2003) 
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I I I -4- Inhibition de l’activité des MMPs 

           L’activité des MMPs est régulée par un groupe d’ inhibiteurs tissulaires endogénes 

appelés TIMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) (Mignatti et coll 1993, Liotta et coll 

1990). Ils forment des complexes covalents avec toutes les MMPs actives, avec une 

stoïchiométrie 1:1(Silvestre et coll 2002). L’activité des MMPs est maintenue par un équilibre 

entre les molécules de MMPs actives et leurs inhibiteurs TIMPs libres. Une altération de cet 

équilibre affecte le processus de l’ invasion cellulaire  dans le cancer (Ray, Stetler-Stevenson 

et coll 1994). 

Les TIMPS inhibent l’activité des métalloprotéinases en se liant aux molécules de proMMPs 

ou MMPs actives, inhibant ainsi l’autoactivation de ces enzymes et l’activité protéolytique 

des formes actives (Hofman et coll 2005, Gomez et coll 1997).  

Les différents TIMPs ont été  déterminés, purifiés et clonés. On en connaît 4 types: 

(Dochetery et coll 1985, Uria et coll 1994). 

• TIMP-1 est une glycoprotéine de 28,5KDa qui inhibe la collagénase intersticielle, la 

stromélysine 1 et la gélatinase B sous sa forme latente et active (Wilhelm et coll 1989, 

Welgus et coll 1983- 1985).  

• TIMP-2 est une protéine non glycosylée de 21KDa. Il présente une grande affinité 

pour la progélatinase A (Howard et coll 1991). TIMP-2 inhibe l’acitivité de la 

gélatinase A, la collagénase de type IV, et aussi l’activité hydrolytique de toutes les 

MMPs (Howard EW et coll 1991, Stetler-Stevenson et coll 1989, Boone et coll 1990). 

• TIMP-3 est une protéine non glycosylée de 24KDa, localisée dans la matrice 

extracellulaire, présentant une affinité pour ses différents composants. Elle posséde 

40% d’homologie avec TIMP-1, et 45% d’homologie avec TIMP-2(Ray JM- Stetler-

Stevenson 1994). 

• .TIMP-4 est une protéine de 22KDa qui se lie à la pro-MMP-2 comme le TIMP-2. Elle 

empêche l’activation de pro-MMP-2 sous l’action de la MT1-MMP  
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I I I -5- MMPs dans la progression tumorale 

       Au cours de la progression tumorale, les MMPs jouent un rôle important dans la 

dégradation des composants de la matrice extracellulaire. 

 Au-delà de cette action protéolytique, elles ont de nombreuses autres activités biologiques. 

Elles interagissent avec des facteurs de croissance, de l’ inflammation, de l‘apoptose et de 

l’angiogenèse (Visse et Nagase 2003). 

Les MMPs interviennent dans chacune des étapes de la progression tumorale conduisant de la 

cellule normale jusqu’au cancer et à sa diffusion métastasique. Ces étapes sont 

successivement l’ initiation, la promotion puis la transformation, ce qui induit la perte 

d’ inhibition de contact et la perte d’adhérence conduisant à l’apparition de cellules 

migratrices (Zinzindohoué et coll 2005). 

La croissance de la tumeur primitive est dépendante de son potentiel angiogénique et invasif  

au sein du tissu hôte. Le chimiotactisme et la migration cellulaire conduisent à l’ intravasation 

des cellules tumorales qui est à l’origine des métastases. 

 

� Modification de l’architecture de la matr ice extracellulaire au cours de la phase 

d’ invasion et de croisssance tumorale 

La protéolyse constitue une étape clé de l’ invasion tumorale au cours du mélanome (Liotta et 

coll 1980). Elle est effectuée par les MMPs sécrétées essentiellement par les cellules du 

stroma (macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales). Il existe une corrélation entre le 

stade tumoral et le niveau d’expression des MMPs. Au cours de l’ invasion du mélanome, 

l’expression de la MMP-2 augmente avec le stade tumoral et l’apparition de la MMP-9 

correspond au passage du stade de la croissance horizontale à une croissance en profondeur 

puis une apparition des métastases (Vaisanen et coll 1996, MacDougall et coll 1995). 

Les MT-MMP jouent un rôle important par leur disposition sur les membranes cellulaires. La 

MT1-MMP se trouve en forte concentration sur le front d’ invasion tumoral. Elle forme un 

complexe avec CD44, induisant ainsi la dégradation des composants de la matrice tels que le 

collagène de type I. Elle coopére avec d’autres MMPs en activant la proMMP-2 qui, à son 

tour, dégrade le collagène de type IV (Seiki 2003). 
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� Implication des MMPs dans la modification du morphotype cellulaire et la per te 

d’adhérence des cellules tumorale 

La MMP-3 et la MMP-7 sont impliquées dans la perte d’adhérence cellulaire et la 

modification du phénotype cellulaire. La MMP-3 dégrade la cadhérine et rompt les liaisons 

intercellulaires. (Lochter et coll 1997). La MMP-7 favorise l’activation de la voie Wnt. Elle 

augmente le pool intracellulaire de β-caténine. Celle-ci peut être transloquée dans le noyau et 

favoriser l’expression de gènes promoteurs du cancer (Crawford et coll 1999). 

 

� .Rôle des MMPs dans la prolifération cellulaire 

Plusieurs MMPs, dont la stromélysine, sont capables de digérer des protéines extra-

cellulaires, libérant ainsi des facteurs de croissance (De Clerck et coll 1992). 

� Rôles des MMPs dans l’angiogenése 

La formation de néo-vaisseaux est l’un des éléments majeurs de la croissance tumorale et du 

processus métastasique (Folkman coll 2002, Gupta et coll  2003). Dans les tumeurs, la MMP-

2, la MMP-7 et la MMP-9 jouent un rôle promoteur de l’angiogenèse. MMP-2 et MMP-9 sont 

majoritairement exprimées par les cellules endothéliales situées à l’ intérieur et autour de la 

tumeur (Hotary et coll 2000; Itoh et coll 1998). 

� Rôles des MMPs dans le processus métastatique 

Les MMPs favorisent le processus métastatique, par la capacité qu’elles ont de dégrader les 

différents composants des membranes basales, facilitant ainsi le passage des cellules 

tumorales dans les vaisseaux. 
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I I I -6 - Implication des MMPs dans la progression du mélanome 

       Au cours de la progression du mélanome, différentes protéases à rôle protéolytique et des 

membres du systéme d’activation du plasminogéne sont impliquées (Hofmann et coll 2005, 

ferrier et coll 1998). Les cellules de mélanome expriment un grand nombre de 

métalloprotéinases comme la MMP-1,-2, -9 et -13, et aussi la MT1-MMP et l’ inhibiteur 

TIMP-1 (Hofman et coll 2000). 

       La MMP-2 active (62kDa) est détectée principalement dans les cellules de mélanome très 

invasives, alors qu’elle serait absente des cellules de mélanome à faible potentiel invasif 

(Kurschat et coll 1999, Ntayi et coll 2001). Kurschat et coll (2002) ont montré que la MMP-2 

serait la principale enzyme gélatinolytique impliquée dans le mélanome. Elle est exprimée dés 

les stades précoces alors que la MMP-1, la MMP-13 et la MT1-MMP sont surtout exprimées 

à des stades plus avancés (Hofman et coll 2000). 

Les MT2-MMP et MT3-MMP ont été colocalisées avec la MMP-2 dans les mélanomes 

nodulaires et métastatiques, suggérant l’ implication de ces enzymes dans les processus 

d’ invasion et de métastase (Ohhnishi et coll 2001). 

       La MT1-MMP joue un rôle direct dans la progression tumorale et la formation de 

métastases puisqu’elle est capable de dégrader les différents composants de la matrice 

extracellulaire. Elle stimule la progression tumorale indépendamment de ses capacités à 

activer la proMMP-2 (Hofman et coll 2005). La MT1-MMP est localisée au front de 

migration de la tumeur au même endroit que la MMP-2 active (figure 12). 

       La MMP-9 est exprimée par les cellules de mélanome en phase de croissance horizontale, 

dont la propagation est restreinte à l’épiderme (Mac Dougall et coll 1999). Ceci suggére un 

rôle de la MMP-9 dans les phases précoces de la progression tumorale. 

Au cours de la progression tumorale, la MMP-1 est exprimée à des stades très avancés, stade  

III et IV de Clark par les fibroblastes au contact de mélanome (Hofman et coll 2000).  
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Cellules de mélanomes invasives 

 

       Niveau d’expression élevé       Front d’invasion du mélanome                                             

 Cellule tumorale         Cellule stromale 

Figure 12: Expression de la MMP-2 et de la MT1-MMP par  les cellules tumorales et 
stromales au front d’ invasion de la tumeur  

(D’après Hofman et coll 2005) 

    

    Les MMPs peuvent cliver des composants non matriciels tels que les cytokines et les 

facteurs de croissance, modifiant ainsi l’adhésion, la prolifération, la survie et la 

vascularisation des cellules de mélanome. En clivant des récepteurs de surface comme les 

intégrines, la MMP-2 inhibe l’adhésion des cellules de mélanome à la matrice extracellulaire 

et les contacts intercellulaires (Ray et coll 1995). La prolifération des cellules de mélanome 

est inhibée par le collagène natif et stimulée par le collagène non fibrillaire dégradé par les 

collagènases (Henriet et coll 2000). Le clivage du facteur de croissance TGF-β latent par la 

MMP-2 et la MMP-9 donne une molécule active capable d’augmenter la survie des cellules 

de mélanome et la croissance tumorale (Berking et coll 2001). 



Généralités 
 

 - 37 - 37 

IV- Le systéme plasmine/plasminogéne 

Le systéme d’activation du plasminogéne est impliqué dans de la fibrinolyse intra et 

extra-vasculaire. Il est aussi impliqué dans des nombreux processus physiologiques et 

pathologiques tels que la migration cellulaire, le remodelage de la matrice extracellulaire 

(MEC), l’organogenése, l’ inflammation, l’ invasion tumorale, et le développement des 

métastases (Rerolle et coll 2001). 

IV-1- La plasmine 

La plasmine est une sérine protéase de 90kDa, composée de deux chaines 

polypeptidiques. Une chaîne lourde N-terminale dite (A) composée de 5 domaines de type 

«kringle» à l’extrémité N-terminale, et une chaîne légère dite (B) contenant le site catalytique 

de la molécule, toutes deux reliées entre elles par des ponts dissulfure. 

La plasmine joue un rôle important dans la fibrinolyse et la fibrinogénolyse. Elle 

hydrolyse les liaisons peptidiques entre les résidus lysine et arginine. Cette sérine protéase est 

capable de dégrader de nombreux composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, 

vitronectine et collagènes…) et d’activer directement différentes MMPs (pro-MMP-1, pro -

MMP-3 ou pro-MMP-9). 

IV- 2-Le plasminogène 

Le plasminogéne natif est une glycoprotéine de 92kDa, synthétisée principalement par 

les hépatocytes. On le retrouve dans la circulation sanguine. 

C’est le zymogéne inactif de la plasmine. Il est  formé par 791 acides aminés, 24 ponts 

dissulfure intra-chaîne et 5 domaines «Kringle». Le plasminogéne est activé par un clivage 

enzymatique au niveau de la liaison entre une arginine en position 561 et une valine en 

position 562 ou par autolyse (Rerolle et coll 2001).  

La conversion du plasminogéne en plasmine se fait par ses activateurs de type urokinase 

(Urokinase-type Plasminogen Activator, uPA) ou tissulaire (tissue-type Plasminogen 

Activator, tPA) (Andreasen et coll 1997). 
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IV- 3- L ’activateur  du plasminogéne de type ur inaire (uPA ou urokinase) 
 
       L’activateur du plasminogéne de type urokinase est une sérine protéase  de 50 kDa, 

composée de deux chaînes polypetidiques (A et B)  reliées par 2 ponts disulfures. La chaîne A 

de l’urokinase est composée d’un domaine en kringle, un domaine de type facteur de 

croissance et un domaine catalytique présent sur la chaîne B. 

Il présente une grande spécificité envers le plasminogéne qui, en le clivant, libére la plasmine 

active. L’urokinase est sécretée sous une forme inactive (pro uPA), activée par la plasmine ou 

par liaison avec son récepteur membranaire (uPAR) (Andreasen et coll 1997). 

IV-4- Le récepteur  membranaire de uPA : uPAR  

       Le récepteur de l’uPA est une protéine de 55-60kDa, formée par une seule chaîne 

polypeptidique ancrée à la membrane plasmique par un groupement 

glycosylphosphatidylinositol (GPI). Il est formé par 3 domaines homologues de 90 acides 

aminés (D1à D3) (figure13). 

 

 

Figure 13: Structure de uPAR lié à une molécule de uPA 

(D’après Andreasen et coll 1997) 
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       L’uPA sous sa forme latente ou active se fixe sur le domaine D1 de son récepteur uPAR 

via son domaine de type facteur de croissance (G). Ainsi lié, uPAR induit l’activation 

péricellulaire du plasminogéne en plasmine. L’uPAR intervient dans des phénoménes 

d’adhésion, de prolifération, de migration cellulaire suite à l’activation de l’urokinase 

(Andreasen et coll 1997).  Des études ont montré que l’uPAR intervient dans l’activation de 

certaines voies de transduction du signal impliquant des kinases (Blasi et coll 2002, 

Andreasen et coll 1997). Pour ceci, il interagit avec des protéines adaptatrices comme les 

intégrines ou encore des tyrosine - kinases pour faciliter la transmission des signaux externes. 

 

IV-5- L ’activateur  du plasminogéne de type tissulaire (tPA) 

       Le  tPA est une sérine protéase de 66kDa, présente dans la circulation sanguine. Il 

présente des homologies de 40% avec l’uPA en séquence d’acides aminées. 

La protéine mature existe sous deux formes, une forme native monocaténaire sct-PA (single 

chain t-PA), protéase active, ou une forme bicaténaire tct-PA (two chain t-PA) obtenue après 

clivage de la forme native par la plasmine au niveau de la liaison Arginine 275- Isoleucine 

276. 

Le tPA est formé par un domaine catalytique de type sérine protéase, un domaine de type 

facteur de croissance, et deux domaines de fixation de substrat. Il agit sur le plasminogéne par 

le clivage de la liaison Arginine 561- Valine 562.  

Le tPA joue un rôle important au cours de l’ invasion tumorale, et stimule la prolifération des 

cellules endothéliales.  

 

IV-6- Les inhibiteurs du systéme plasmine/plasminogéne 

       Les inhibiteurs du sytéme plasmine-plasminogéne appartiennent à la famille des serpines 

ou inhibiteurs de sérines protéases. 

L’ inhibiteur de l’activateur du plasminogéne de type I (Plasminogen Activator Inhibitor -1, 

PAI-1) est un inhibiteur rapide des activateurs du plasminogéne (tPA et uPA) appartenant à la 
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famille des serpines. C’est une glycoprotéine de 50kDa, synthétisé sous forme active, 

rapidement désactivé par la formation du complexe u-PA/PAI-1. 

Le PAI-1 est capable de se lier à des composants de la matrice extracellulaire comme la 

vitronectine, et module ainsi la migration et  l’adhésion cellulaire. Il semble jouer un rôle 

important dans l’ inflammation, l’angiogenése et la formation des métastases (Blasi 1997).  

V- Les collagènes 

 

V- 1-Généralités 

 

           La superfamille des collagènes est très complexe, présentant une grande diversité de 

l’organisation moléculaire et supra-moléculaire ainsi que de la distribution tissulaire et des 

fonctions biologiques (Ricard-Blum et Ruggiero, 2005). C’est la famille de protéines la plus 

abondante de l’organisme humain (25% à 30% des protéines totales).  

       Le terme de collagène désigne les protéines de la matrice extracellulaire composées de 

trois chaînes polypeptidiques (chaînes α) s’associant autour d’un axe central pour former au 

moins un domaine en triple hélice. Cette caractéristique structurale commune à tous les 

membres de la famille des collagènes correspond à la répétition du triplet  (Gly–X–Y) n,  

X étant fréquemment la proline et Y l’hydroxyproline dans la séquence d’acides aminés 

(figure 14). 

La triple hélice des collagènes est stabilisée par des liaisons hydrogène établies par les 

groupements hydroxyle des résidus hydroxyproline. Tous les résidus de glycine sont localisés  

au cœur de l’hélice (Gelse et coll 2003). 
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Figure 14 : Structure d’une molécule typique de collagène 
(A): une chaîne α ; (B) : une tr iple hélice 

 

La majorité des molécules de collagènes présentent des domaines triples hélicoïdaux 

interrompus par des domaines non hélicoïdaux. Le terme  «NC» (Non Collagénique) désigne 

les domaines non hélicoïdaux et le terme «COL» (Collagénique) les domaines en  triple 

hélice. 

       Les collagènes jouent un rôle essentiel dans le maintien de l’ intégrité structurelle de la 

plupart des tissus, et sont également impliqués dans de nombreux processus 

physiopathologiques tels que l’embryogenèse, la cicatrisation, ou le contrôle de l’ invasion 

tumorale. Ils interagissent entre eux et avec les molécules voisines pour former des 

conformations supramoléculaires conférant une résistance mécanique élevée aux  matrices 

extracellulaires. 
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V- 2-Classification des collagènes 

 

A ce jour, on connaît 29 collagènes distincts (numérotés de I à XXIX en fonction de l'ordre 

chronologique de leur découverte), formés à partir de 43 chaînes α différentes. Les collagènes 

sont classés en plusieurs sous-familles déterminées en fonction des homologies de séquence et 

des similitudes au niveau de l’architecture modulaire des chaînes polypeptidiques et de leur 

assemblage supramoléculaire (Myllyharju et Kivirikko, 2004, Gelse et coll 2003, Ricard-

Blum et Ruggiero 2005).  

La superfamille des collagènes est divisée en neuf familles distinctes sur la base des 

particularités de ses membres et de leur assemblage supramoléculaire (Tableau3 et figure 15): 

• Collagènes fibrillaires 

• Collagènes associés aux fibrilles avec triple hélice interrompue (Fibril Associated 

Collagen with Interrupted Triple helix, FACITs) 

• Collagènes à filaments perlés  

• Collagènes des membranes basales 

• Collagène des fibrilles d’ancrage 

• Collagènes à réseaux hexagonaux 

• Collagènes transmembranaires 

• Collagènes à multiples domaines en triple hélice ( Multiplexines) 

• Collagènes de forme inconnue 
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Figure 15: Structure des différents types de collagènes 
(D’aprés Myllyhar ju et Kivir ikko 2004) 

 

Collagènes fibr illaires: I , I I , I I I , V, XI , XXIV et XXVII  

 

 

Collagènes FACITs: IX, XI I , XIV, XIX, XX, XXI  et 

XXI I  

 

 

 

Collagènes membranes basales: IV 

 

 

 

Collagènes à réseaux hexagonaux: VI I I  et X 

 

 
 

 

Collagène de filaments d’ancrage: VI I  

 

 

 
Collagènes transmembranaires: XI I I , XVI I , XXI I I  et 

XXV 
 

 
 

 
 

 

Collagène à filaments per lés: VI  

 

 

 

 
Collagène à multiples domaines en hélices 

(Multiplexines): XV et XVI I I  
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Types de collagène 

 

Composition du monomère 

 

Distribution tissulaire                                          

 

Collagènes Fibrillaires 

 
 
I  
I I  
 

I I I  
V 

XI  

XXIV 

XXVII  

 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Multiples associations 

Hétérotrimére α1α2  α3 

Homotrimére α  1 

Homotrimére α1 

 

Derme-Os- Tendon 

Cartilage- Humeur  vitrée 

Derme-Vaisseaux-Intestin-Gencive 
 

Derme-  Os-Cartilage- Placenta 
 

Cartilage hyalin-Humeur  vitrée 
Cartilage- Rétine-Peau- Os 

Os- Œil 
 

 

Collagènes FACITs 

IX 

XI I  

XIV 

XVI  

XIX 

XX 

XXI  

XXII  

Hétérotrimére α1α2  α3 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Cartilage- Cornée 

Derme-Os-Tendon- Ligament 
Peau-Tendon-Foie-Vaisseaux 

 
Placenta 

Cerveau- Œil-Testicule 
 

cartilage, cornée, peau,  tendon 
vaisseaux sanguins 

 
cartilage, tendon-Derme 

 

Collagènes des membranes basales 

IV Multiples associations Rein-Cristallin- Aorte- Poumon 
 

 

Collagènes à filaments perlés 

VI Hétérotrimére α1α2  α3 Derme-Os- Placenta-Cartilage 

Collagènes de fibrilles d’ancrage 

VI I  Homotrimére α1 Derme 

Collagènes à réseaux héxagonaux 

 

VI I I  

X 

Homotrimére α1 

Homotrimére α2 

Homotrimére α1 

 
Aorte- Membrane de Descemet 

 

Cartilage 

Collagènes transmembranaires 

XI I I  

XVI I  

XXI I I  

XXV 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Homotrimére α1 

Placenta-Os-Muscle 

Epiderme 

Os-Cartilage- Cornée-Poumons 
Cerveau 
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   Collagènes à multiples domaines en triple hélice (Multiplexines) 

 

 
XV 

XVI I I 

 
Homotrimére α1 
Homotrimére α1 

 
Membranes basales 
Membranes basales 

 

 

Collagènes de forme inconnue 

 

 

XXVI 

 

Homotrimére α1 

 

Ovaire-Testicule 

 

Tableau 3: Différents types de collagènes 
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V-3-Collagènes associés aux fibr illes à tr iple hélice interrompue (FACITs)  

        

       La sous famille des collagènes FACIT (Fibril Associated Collagen with Interrupted 

Triple helix) est formée par 9 types de collagènes (IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII 

et XXVI). 

La structure des collagènes FACITs est différente de celles des collagènes fibrillaires 

puisqu’ ils contiennent un nombre variable de courts domaines à structure en triple hélice 

(domaines collagéniques, COL) interrompus par les domaines non collagéniques (NC). 

Ce groupe de collagènes FACITs est  caractérisé par la conservation de deux molécules de 

cystéine séparées par 4 acides aminés au niveau de la jonction NC1- COL 1, la présence de 2 

imperfections Gly-X-Y répétitives au niveau du domaine collagènique 2 (COL 2), un long 

domaine en triple hélice interrompu par de courts domaines non collagéniques, ainsi que la 

présence d’un gros domaine amino-terminal lié à un domaine de type thrombospondine 

(TSPN) (figure 16).  

A côté de ces caractéristiques communes aux différents membres du groupe des collagènes 

FACITs, il existe un certain nombre de divergences concernant leur taille, la composition de 

leurs domaines amino-terminaux et le nombre de leurs domaines collagéniques (2 domaines 

collagéniques pour les collagènes de type XII, XIV, XX, XXI et 10 domaines collagéniques 

pour le collagène de type XVI). Le domaine TSPN constitue à lui seul le domaine amino-

terminal des collagènes de types IX, XVI et XIX, alors qu’au niveau du collagène XXI et 

XXII, il se trouve placé à coté d’un domaine von Willlebrand factor A-like (vWA).  

Le domaine vWA alterne avec des répétitions de fibronectine de type III au niveau du 

collagènes de type XII, XIV et XX (S. Ricard-Blum, F. Ruggiero 2005).  

Les collagènes FACITs interviennent dans la stabilisation des fibres de collagènes et 

contribuent à l’ intégrité de la matrice extracellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Généralités 
 

 - 47 - 47 

 

 

 

Figure 16: Structure des chaînes α des collagènes de la famille des FACITs  
(D’après S. Ricard-Blum, F. Ruggiero 2005) 

 

       Les collagènes   de types    IV, XV, XVIII, et XIX étant associés aux membranes 

basales, ils seront plus spécifiquement décrits au paragraphe VI. 
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VI- La membrane basale 

       La membrane basale est une forme spécialisée de matrice extracellulaire. C’est une assise 

résistante mais déformable et perméable qui représente une barrière physiologique extrêmement 

importante. Elle sert de moyen d'ancrage aux cellules épithéliales, intervient comme filtre pour 

leur nutrition et est indispensable pour leur survie et la réparation épidermique. Cette matrice est 

composée de diverses protéines et polysaccharides localement sécrétés qui s’assemblent en un 

réseau organisé, solidement associé à la surface cellulaire qui les produit. Les variations des 

quantités relatives des différents types de macromolécules matricielles et de leur  mode 

d’organisation dans la matrice extracellulaire expliquent la diversité de formes, adaptées aux 

besoins fonctionnels.  

       Les membranes basales sont en continue interaction avec les cellules par l’ intermédiaire de 

protéines adaptatrices comme les intégrines. Elles sont impliquées dans la régulation du 

comportement cellulaire, les processus de prolifération, de migration et de différenciation 

cellulaire. Un dysfonctionnement des interactions entre la cellule et la matrice extracellulaire est 

associé à une multitude de maladies : désordres du développement, de l’ immunité, de 

l’homéostasie et malignité. La membrane basale constitue le premier rempart contre l’ invasion 

tumorale. Elle est dégradée au cours de celle-ci. 

       Les membranes basales sont constituées essentiellement de trois grandes classes de 

protéines : les glycoprotéines, les protéoglycannes et les collagènes. Chaque classe de ces 

protéines exerce une fonction particulière, ce qui confére aux membranes basales des propriétés 

diversifiées et une grande capacité de régulations cellulaires.  
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VI-1- Les constituants de la membrane basale 

 

VI -1-1- Les glycoprotéines 

 

       Les glycoprotéines de la membrane basale présentent des structures et des fonctions  très 

diverses. Les glycoprotéines possèdent une caractéristique commune, étant composées par des 

motifs structuraux répétés formant des domaines qui conférent aux différentes molécules leurs 

fonctions. 

Ces protéines  interviennent dans les interactions cellule-cellule et cellule-matrice. Elles sont 

impliquées par conséquent dans les phénomènes de  migration et d’adhésion cellulaire 

(Johansson et coll 1996). 

       Les laminines sont des glycoprotéines présentes  dans la membrane basale de tous les 

tissus. Elles sont sécrétées par différents types cellulaires. 

 Ce sont des hétérotriméres  formés de 3 chaînes différentes α, β et γ reliées par des ponts 

disulfures. Les chaînes α, β et γ peuvent être de plusieurs types différents (figure17), ce qui 

aboutit à au moins  15 isoformes de laminine (Colognato et coll 2000)  

 Les laminines jouent un rôle majeur dans la structure des membranes basales, elles 

interagissent avec le collagène de type IV, l’entactine, le nidogéne et le perlécane. Elles 

interviennent au cours de l’adhésion, la prolifération, la différenciation cellulaire et aussi au 

cours de l’ invasion tumorale en interagissant avec les cellules tumorales.  

 

 

 

Figure 17: Structure des laminines. Les trois chaînes (α, β et γ) sont reliées par  des ponts 
disulfures  
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       La fibronectine est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire formée de deux sous-

unités de 250 kDa liées par des ponts disulfures. Chaque sous-unités est formée par des 

domaines structuraux contenant des sites d’ interactions avec d’autres molécules (collagènes, 

fibrine, intégrines…) ou avec des cellules. 

Elle peut être sous une forme soluble présente dans le plasma et d’autres liquides biologiques, 

ou sous une forme insoluble, dans la zone des membranes basales, synthétisée par les cellules 

épithéliales et endothéliales. 

La fibronectine intervient dans la structure de la matrice extracellulaire et dans les interactions 

cellules-matrice. Elle permet l’attachement des cellules aux différents composants de la 

matrice et aussi la communication cellulaire. Elle modifie le comportement cellulaire (la 

prolifération, la différenciation et la motilité cellulaire) en activant des voies de transduction 

de signal par l’ intermédiaire des protéines kinases, suite à son interaction avec des intégrines. 

Elle intervient au cours de processus physiologiques comme la cicatrisation et l’angiogenèse 

mais aussi au cours des processus pathologique comme l’ inflammation. 

        

       Une autre glycoprotéine trouvée dans la membrane basale est le nidogéne. C’est une 

glycoprotéine sulfatée de 150kDa. Elle est composée de 3 domaines globulaires, G1, G2, G3, 

et d’un domaine R en bâtonnet. Elle a pour fonction de contrôler la formation  d’un complexe 

stable entre le collagène IV, les laminines et le perlecanne. 

 Le nidogéne joue un rôle majeur dans la stabilisation et le maintien de l’architecture de la 

membrane basale (Ekblom et coll 1994). 
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VI-1-2- Les protéoglycannes 

 

       Les protéoglycannes sont des protéines complexes, constitués d’une partie protéique 

appelée «protéine cœur » sur laquelle sont greffés de façon covalente des polyméres 

glycanniques appelés  glycosaminoglycannes (GAGs) (Naito et coll 2005). Plusieurs GAGs 

de nature différente peuvent se fixer sur une même protéine cœur. 

 

 

 

 

Figure 18: L iaison entre une chaîne de GAG et la protéine cœur dans une molécule de 
protéoglycanne 

 

       Les glycosaminoglycannes sont des polymères glucidiques sulfatés ou aminés, chargés 

négativement, qui ont la capacité de fixer de nombreuses molécules d’eau. Ils confèrent aux 

membranes basales une forte hydratation, une perméabilité sélective et la capacité de fixer des 

facteurs de croissance.  

Les protéoglycannes règlent de nombreuses activités cellulaires comme la prolifération, 

l’adhérence et la migration cellulaire. 

       Le principal protéoglycanne de la membrane basale est le perlécane. C’est un 

protéoglycanne à héparane sulfate. Il est constitué d’une protéine cœur composée de 5 

domaines différents, et de trois ramifications glycanniques d’héparane- sulfate.  

Le perlécane se fixe aux différents composants de la membrane basale, et peut fixer des 

facteurs de croissance comme le βFGF (Paulson et coll 1987). 
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VI-1-3-Collagènes liés aux membranes basales 

 

       Le collagène de type IV est le composant majeur des différents types de membranes 

basales. On y retrouve également des collagènes mineurs : XV, XVIII  et XIX.  Ils sont 

caractérisés par une structure en triple hélice interrompue par plusieurs domaines non 

collagèniques. Les constituants des membranes basales contrôlent les différentes fonctions 

cellulaires. Ils peuvent être aussi sources de peptides bio-actifs issus de leurs domaines 

constitutifs. 

La dégradation de la membrane basale au cours des processus physiologiques ou 

pathologiques implique la protéolyse des collagènes. Cette protéolyse peut donner des 

fragments de collagènes  à  fonctions biologiques différentes de celle de la molécule intacte. 

Les domaines C-terminaux de ces collagènes, appelés domaines NC1, issus de la protéolyse 

des collagènes, peuvent moduler la progression tumorale ou l’angiogenése (Maquart et coll 

2004). 

 

VI-1-3-1-Le collagène de type IV 

 

L e collagène de type IV  est un constituant structural essentiel des membranes basales. Il est  

formé par l’association de 3 chaînes polypeptidiques parmi 6 possibles, numérotées de α1 

(IV) à α6 (IV). Il ne forme pas de fibrilles.  On le trouve sous forme de réseau au niveau des 

membranes basales (Boutaud et coll, 2000, Dolz et coll 1988, Tsilibary et coll 1990).  

Chaque chaîne  α du collagène de type IV est formée par 3 domaines (figure19): 

 

� Un domaine amino - terminal, appelé domaine 7S du fait de sa constante de 

sédimentation en ultracentrifugation 

� Un domaine carboxyterminal glomérulaire non collagénique appelé  domaine NC1 

� Un long domaine central en triple hélice présentant des interruptions de répétitions 

Gly-Xaa-Yaa, conférant une certaine flexibilité à la triple hélice 
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Figure 19 : Structure du collagène de type IV et mode de polymér isation  
(D’après Or tega 2002) 

 

Les chaînes α du collagène de type  (IV) ont des distributions tissulaires variables. 

Les chaînes α1et α2 (IV) ont des expressions ubiquitaires, et les chaînes α3, α4, α5,  et α6 ont 

une distribution tissulaire plus restreinte et spécifique du stade du développement (Kelley et 

coll 2002). 

Les chaînes α3 et α4, et  α6 du collagène (IV) sont retrouvées au niveau des membranes 

basales du glomérule rénal, de l’aorte, du poumon et de la capsule du cristallin (Butkowski et 

coll 1989, Kalluri et coll 2000). 

La chaîne α5 est aussi localisée au niveau des membranes basales vasculaires, rénales et de la 

peau. 

La flexibilité de la triple hélice du collagène de type IV lui permet une interaction avec  

d’autres collagènes et avec les différents composants de la membrane basale. 

Le collagéne de type IV permet l’ intégrité et les fonctions biologiques des membranes 

basales, et intervient au cours de l’adhésion, la migration, la différenciation et la croissance 

cellulaire (Blumberg et coll 1987, Netzer et coll 1998, Sarras et coll 1993). 

La protéolyse du collagène de type IV par la MMP-2 est une étape clé de la progression et de 

l’ invasion tumorale (Nakoan et coll 2005). 
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VI-1-3-2-Le collagène XV 

 

       Le collagène de type XV est un collagène non fibrillaire de la famille des multiplexines (Abe 

et coll 1993, Oh et coll 19994, Oh et coll 1994, Rehn and Pihlajaniemi 1994). 

C’est un homotrimére constitué de trois chaînes α1 identiques formant une triple hélice 

centrale interrompue par des domaines non collagéniques. Chaque chaîne α est formée par un 

domaine amino-terminal de 529 résidus, un domaine central de 579 résidus en triple hélice 

interrompue par 9 domaines non collagéniques et un domaine carboxy-terminal appelé 

domaine NC1 de 255 résidus (figure 20). 

 

 

                               

                               

 

 

Figure 20: Structure de la chaîne α1 du collagène XV 
(D’après Or tega 2002) 

 

       Le collagène XV présente une distribution tissulaire très variable, il se localise au niveau 

de différentes membranes basales tissulaires. Il  a une forte expression au niveau du cœur, le 

muscle squelettique et le placenta, alors que son expression est plus faible au niveau du 

pancréas et du rein (Kivirikko et coll 1995, Muragaki et coll 1994). Le collagène XV se 

localise au niveau des membranes basales vasculaires, neuronales, et épithéliales (Myers et 

coll 1996). 

Ce collagène joue un rôle important dans la stabilisation mécanique des fibres du muscle 

squelettique et des microvaisseaux (Eklund et coll 2001). 

Il a été montré que des souris déficientes en collagène XV présentent une sensibilité accrue à 

l’exercice et développent une dégénérescence des cellules musculaires et endothéliales ainsi 

qu’une vascularisation anormale (Eklund et coll 2001). 
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VI-1-3-3-Le collagène XVI I I  

 

       Le collagène XVIII est un protéoglycanne à héparane sulfate (Halfter et col, 1998, Li et 

coll 2000). Il présente des homologies avec le collagène de type XV. Il peut être sous forme 

de deux isoformes (long et court) chez l’homme (Saarela et coll  1998).   

 

 

 

Figure 21: Structure de la chaîne α1 du collagène XVI I I  
(D’après Or tega 2002) 

 

C’est un homotrimére formé  de 3 chaînes α1, s’associant pour former une triple hélice 

centrale interrompue par 9 domaines non collagèniques. De l’extrémité N-terminale vers 

l’extrémité C-terminale, chaque chaîne α1présente un peptide signal, un domaine amino-

terminal, un domaine collagénique interrompu par 9 domaines non collagèniques et un 

domaine C-terminal NC1 (figure 21). 

Le variant d’épissage court est exprimé dans différent organes comme le rein, le cœur, la 

prostate, les ovaires et les muscles squelettiques alors que le variant d’épissage long est 

spécifique des sinusoides du foie (Musso et coll 2001, Rehn et coll, 1994, Saarela et coll 

1998a, Saarela et coll 1998b). 

Il est exprimé au niveau d’un ensemble de membranes basales de différents tissus épithéliaux 

et vasculaires. Il est présent au niveau des membranes basales de l’œil depuis son 

développement jusqu’après la naissance (Fukai et coll  2002). 

Il a été montré que des mutations dans le variant d’épissage court induisent une forte myopie 

et une dégénérescence de la rétine (Sertie et coll 2000). 
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Le collagène XVIII joue un rôle important dans le maintien de l’ intégrité des membranes 

basales. Il interagit  avec l’héparane sulfate et la laminine grâce aux sites de liaison présents 

au niveau de son domaine C-terminal (Sasaki et coll 1998, Javaherian et coll 2002, Sasaki et 

coll 2000). 

 

VI-1-3-4-Le collagène XIX 

 

VI -1-3-4-1-Découver te et descr iption 

            

       Le collagène XIX est un collagène mineur de la zone des membranes basales, associé à 

d’autres types de collagènes (Collagènes de type IX, XII, XIV, XX, XXI).  

Avant d’être nommé collagène XIX,  il a été désigné par les termes ‟collagène Y” puis ‟RH 

COL” (Yoshioka et coll 1992). Il a été cloné à partir d’ADN de lignées de cellules de 

rhabdomyosarcome (RD, CCL136) (Myers et coll 1993) 

           Le gène COL19A1, codant le collagène XIX, se localise au niveau de la région q12- 

q14 du chromosome 6 de l’homme, région qui code aussi les collagènes de type  IX et XII. Ce 

même gène CoL19A1 se localise au niveau de la région A3 du chromosome 1 du rat 

(Khaleduzzamen et coll 1997). 

Le gène du collagène XIX est caractérisé par une structure  multi-exonique, parmi lesquels 51 

exons codent la totalité du collagène XIX. 

Le gène COL19A1 du collagène XIX présente des similitudes avec d’autres gènes de 

collagènes de la famille des FACITS. Ainsi les exons des domaines non collagèniques (NC1-

NC2-NC3-NC4) et les domaines collagéniques (COL1-COL2-COL3) du collagène XIX sont 

similaires à ceux des domaines non collagèniques (NC1-NC2-NC3) et à ceux des domaines 

collagéniques (COL1-COL3)  de la chaîne α2 du collagène du type IX. 

  La similitude de structure entre le géne COL19A1 du collagène XIX et les autres gènes de 

collagènes de la famille des FACITs suppose la duplication d’un gène ancestral 

(Khaleduzzamen et coll 1997).  
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VI-1-3-4-2-Structure du collagène XIX 

 

        Le collagène de type XIX est un homotrimère de 400 kDa, composé de l’association de 3 

chaînes α1 (XIX). Chaque chaîne α1(XIX) est constituée de 1142 résidus, formant 6 domaines 

non collagéniques (NC1-NC6) interrompus par 5 domaines collagéniques (Col1-Col5) (figure 

22).  

 

Figure 22: Structure de la chaîne α 1 du collagène XIX 
(D’après  Myers et coll 1997)  

 

De l’extrémité N-terminale vers l’extrémité C-terminale  on retrouve (Myers et coll., 1997) : 

• un peptide signal de 23 résidus  

• un domaine NC6 de 268 résidus 

•  un domaine collagénique de 832 résidus interrompu par 4 domaines NC (de 20 à 40 

résidus) 

• un court domaine NC1, C-terminal, de 19 résidus, présentant des homologies avec la 

thrombospondine  

 

Tableau 4: Nombre d’acides aminés des différents domaines de la chaîne α1 du collagène 
(XIX) 

 

 

 

 

Peptide signal NC6 Col5 NC5 Col4 NC4 Col3 NC3 Col2 NC2 Col1 NC1 

23 268 144 20 224 108 108 23 168 44 70 19 
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La chaîne α1 (XIX) contient 14 résidus cystéines intervenant dans l’assemblage des trois 

chaînes polypeptidiques constitutives du collagène:  

• 10 au niveau du domaine NC6  

• 2 au niveau du domaine NC4 

• 2 cystéines dans la jonction entre les domaines COL1 et NC1 

 

VI -1-3-4-3-Localisation et répar tition tissulaire 
 

           Le collagène XIX est un collagène mineur associé aux membranes basales. Il est 

présent dans les tissus en très faible concentration. Par exemple, il représente que 10-6 % du 

poids du cordon ombilical (Myers et coll 2003). A titre d’exemple, le collagène de type VII  

présente 0,001% du poids sec de la peau.   

           L’expression du collagène XIX est ubiquitaire, elle commence durant l’embryogenèse 

au niveau d’un ensemble de tissus, devenant plus restreinte à certains tissus de l’organisme 

adulte (Myers et coll 1997). Le collagène XIX est exprimé au niveau des membranes basales 

vasculaires, neuronales et intestinales (Sumiyoshi et coll 2001). 

Chez l’adulte, sa distribution devient restreinte à quelques tissus. Il se localise au niveau des 

membranes basales de 8 organes différents: le muscle squelettique, la rate, la prostate, le rein, 

le foie, le colon, le placenta, et la peau au niveau de la jonction dermo-épidermique (Myers et 

coll 1997). Il est également présent dans le cerveau au niveau de l’hippocampe (Su et coll 

2010). 

Le collagène (XIX) intervient dans l’assemblage des matrices embryonnaires et le maintien de 

tissus spécifiques d’adultes (Sumiyoshi et coll 1997). 

Au cours de la progression tumorale du cancer du sein, le collagène XIX disparaît dès les 

premiers stades invasifs, permettant ainsi le remodelage de la matrice extracellulaire et 

l’ infiltration des cellules tumorales (Myers et coll 2003).  

La présence du collagène XIX au niveau des membranes basales vasculaires est importante 

pour le déroulement de l’angiogenèse. 
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VI-1-3-4-4-Comparaison avec les autres types de collagènes 

 

       La distribution tissulaire du collagène de type XIX présente des similitudes avec celle du 

collagène de type XV. Ainsi, les 2 types de collagènes sont présents au niveau des membranes 

basales du muscle lisse, de l’endothélium vasculaire et des fibres  nerveuses. Ils sont présent 

au niveau du foie, du rein, et la rate avec des localisations différentes (Myers et al 1997). Ils 

présentent des similitudes de répartition avec le collagène de type IV au niveau du foie. 

Le domaine NC6 du collagène XIX présente des homologies avec les domaines  NC4 des 

autres types de collagènes FACITs,  en particulier avec le domaine NC4 de la chaîne α1 (IX), 

le domaine NC3 des chaînes α1 (XII) et α1 (XIV), et le domaine NC11 de la chaîne α1 (XVI).  

Myers et al (1994) ont montré que les domaines NC2 et NC4 du collagène (XIX) sont 

similaires à ceux de la chaîne α1 du collagène de  type XVI. 
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VII - Rôle des domaines NC1 des collagènes liés aux membranes basales 

 

       La protéolyse des membranes basales au cours des phénoménes physiologiques et 

pathologiques induit la dégradation de ces différents composants.  

La dégradation des collagènes fournit des domaines dont le rôle biologique peut être 

important, alors que  la protéine d’origine n’exerce pas ces fonctions. Ces fragments sont 

appelés matrikines ou matricryptines. Certaines possédent des propriétés anti-tumorales et/ou 

anti-angiogéniques. Certaines sont détectables dans la circulation sanguine (Maquart et coll 

1999, Ortega et coll 2002). 

 
VII -1- Les domaines NC1 du collagène IV 
 
       L’arrestene, la canstatine, et la tumstatine sont les matrikines à activité anti-tumorale 

issues de la protéolyse du collagène IV (Colorado et coll 2000, Kamphaus et coll 2000, 

Maeshima et coll 2000b). Elles correspondent respectivement aux domaines NC1 des chaînes 

α1, α2 et α3(IV). 

 In vitro, ces fragments NC1 inhibent la prolifération et la migration des cellules endothéliales 

(Colorado et coll 2000, Kamphaus et coll 2000, Maeshima et coll 2000b). Elles exercent des 

effets anti-angiogéniques, en inhibant in vitro la formation de pseudotubes à partir de cellules 

endothéliales de souris cultivées sur du Matrigel®, et in vivo la formation des capillaires dans 

des  Matrigel® plugs insérés en sous-cutané. Elles inhibent aussi les propriétés invasives des 

cellules tumorales humaines (Pasco et coll 2000). 

La tumstatine est un peptide de 28kDa, issu de la protéolyse de la chaîne  α3 du collagène 

(IV) par la MMP-9. Elle inhibe in vitro et aussi in vivo l’angiogenése par augmention de 

l’apoptose des cellules endothéliales. Cette propriété est due à la séquence 45-132 du domaine 

NC1 α3 (IV) (Maeshima et coll 2000a). Aussi, la tumstatine diminue in vitro l’expression de 

la MT1-MMP dans les cellules tumorales bronchiques. 

L’arrestene et la canstatine sont des peptides de 26kDa et 24kDa issu respectivement de la 

protéolyse de la chaîne α1 et α2 du collagène (IV).  

Les domaines NC1des chaînes α1 et α2 du collagène (IV) présentent des similutudes de 

structure avec le TIMP-1. Elles inhibent in vitro l’activité de la MMP-2 et la MMP-3 (Netzer 

et coll 1998). 
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VII -2- Le domaine NC1 du collagène XVI I I  : l’endostatine 
 

       L’endostatine correspend au domaine non collagénique NC1 du collagène XVIII, C’est 

un fragment de 20 kDa, initialement purifié à partir de culture d’une lignée cellulaire 

d’hémangio-endothéliome de souris (O'Reilly et coll 1997). In vitro, elle est produite  par des 

clivages protéolytiques par la cathepsine L ou par diverses MMPs (MMP-3, MMP-7 MMP-12 

ou MMP-13) (Ferreras et coll 2000, Lin et coll 2001, Wen et coll 1999). 

La principale fonction de l’endostatine est d’ inhiber l’angiogenése (Ortega et coll 2002, 

O’Reilly et coll 1997). 

 
       In vitro, elle inhibe la prolifération des cellules endothéliales induite par les facteurs de 

croissance bFGF et VEGF et non celles des cellules tumorales. De même, l’endostatine inhibe 

la migration des cellules endothéliales (Dhanabal et coll 1999b, O'Reilly et coll 1997, Taddei 

et coll 1999; Yamaguchi et coll 1999, You et coll 1999). Elle induit aussi leur apoptose. 

L’endostatine inhibe l’ invasion du Matrigel® par les cellules endothéliales et les cellules 

cancéreuses. Cet effet est induit suite à sa liaison au domaine catalytique de la pro-MMP-2, ce 

qui va inhiber l’activation de la MMP-2 (Kim et coll 2000). Elle contrôle aussi le systéme 

d’activation du plasminogéne (O’Reilly et coll 1997). 

       In vivo, l’endostatine inhibe l’angiogenèse et la croissance des tumeurs primaires (Ortega 

et coll 2002). 

 
VI I -3-Le domaine NC1 du collagène XV : la restine 
 
       La restine, domaine NC1 du collagène XV est une matrikine de 22kDa. Elle présente 

62% d’homologie avec l’endostatine, matrikine du collagène de type XVIII d’où son 

appelation «endostatine- like» (Li et coll 2000).  Elle présente aussi des activités 

antiangiogéniques et anti-tumorales. 

La restine inhibe la migration des cellules endothéliales in vitro, alors que son effet sur la 

prolifération cellulaire est plus faible que celui de l’endostatine et varie selon le type 

cellulaire. Elle induit aussi l’apoptose cellulaire (Ramchandran et coll 1999, Xu et coll 2002). 

La restine ne présente pas de site de liaison à l’héparane sulfate.  
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Matériels et Méthodes 

 
 

I - Matér iels et Réactifs 
 

I -1- L iste des Réactifs, matér iels et fournisseurs 
 

       L’ensemble du matériel et des réactifs utilisés lors des différentes expériences est 

répertorié dans les tableaux ci-dessous (tableau5 et 6). 

 

Réactifs Fournisseurs 
Acétone 

 
Prolabo 

Acide acétique Prolabo 
Acide chlorhydrique 

 
Prolabo 

 
Acrylamide 

 
Euromedex 

Anticorps anti MT1-MMP Millipore 
Anticorps anti MT1-MMP Santa Cruz Biotechnologie 

Anticorps  anti-actine BD Biosciences 
Anticorps monoclonal anti-IgG de 
chèvre/mouton lié à la peroxydase 

Sigma-Aldrich 

Anticorps anti-vinculine Serotec 
Anticorps secondaire anti-mouse couplé à 

l’Alexa fluor® 568 
Invitrogen 

Anticorps secondaire anti-rabbit couplé à 
l’Alexa fluor® 568 

Invitrogen 

APS (persulfate d’ammonium) Euromedex Euromedex 
Biorad Protein Assay Kit 

 
Biorad 

Béta-mercaptoéthanol Sigma-Aldrich 
Bleu Coomassie G250 et R250 Sigma-Aldrich 

DMSO Sigma-Aldrich 
Gélatine Sigma-Aldrich 

Isopropanol Prolabo 
Kit ECL/ECL+ de détection par 

chimioluminescence 
Amersham 

Méthanol, Milieux de culture cellules 
tumorales : DMEM 4,5 g ou 1g de glucose, 

RPMI 1640 

Prolabo, Invitrogen 
 
 

Milieux de culture des cellules endothéliales Promocell 
NaOH Prolabo 

Plasminogène Sigma- Aldrich 
Pro MMP-2 Sigma- Aldrich 
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Pro MMP-9 Sigma- Aldrich 

Phalloïdine Alexafluor®488 Invitrogen 
Réactif de Bradford Biorad 

Réactif WST-1 Roche 
SAB (sérum albumine bovine) Sigma-Aldrich 
SDS (Sodium Dodécyl sulfate) Euromedex 

Sérum de veau fœtal (SVF) Invitrogen 
Tris (tris-(hydroxyméthyl))-aminométhane Euromedex 

Triton X-100 Sigma- Aldrich 
Violet cristal Sigma-Aldrich 

 
Tableau 5: Réactifs utilisés 
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Tableau 6: Matér iels utilisés 
 

 

 

 

 

 

 

Matériels Utilisation Fournisseurs 

Appareil d’analyse d’ images Acquisition d’ images Vilber t Lourmat 

Appareil photo Acquisition d’ images Canon 
Aiguilles Injections souris Sherwood 

Centrifugeuse Centrifugation Eppendorf 
Centrifugeuse Centrifugation Beckman 

Cellulose DE52 - papier absorbant Transfert Whatman 
Cuve Mighty Small Electrophorèse Bio-rad 

Filtres à usage unique Filtration D.Dutcher  

Insert de culture Culture cellulaire Ibidi 

Hotte à flux laminaire MS12 Culture cellulaire Jouan 
Hyperfilm ECL Révélation photographique Amersham 

Incubateur Culture cellulaire Jouan 
Lame à numérisation avec 

grille à usage unique 
Culture cellulaire Hycor 

Lecteur de microplaques Spectrophotométrie MRX 
Titer tek 

Logiciel d’analyse 
densitométrique Bioprofil 

 
Traitement des données 

 
Vilber t Lourmat 

Logiciel d’analyse 
densitométrique ImageJ 

 
Traitement des données 

Wayne Rasband 

Micro- plaque 
d’angiogenése 

Culture cellulaire Ibidi 

pH-mètre Préparation de solutions Radiometer 
Plaques de cultures Nunclon Culture cellulaire Dutscher  

Plaques de cultures Falcon Culture cellulaire Becton Dickinson 

Vidéomicroscope microscopie Zeiss 
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I -2- Souches cellulaires utilisées 

- Cellules B16F1 : cellules de mélanome murin, faiblement métastatiques, adhérentes. 

- Cellules B16F10 : cellules de mélanome murin, faiblement métastatiques, adhérentes. 

- Cellules HUVEC : cellules endothéliales humaines de veine ombilicale, adhérentes      

  (Promocell, France). 

- Cellules UACC 903 : Cellules de mélanome humain, (Dr.J.Trent, Phoenix, Arizona). 

 

I -3- Peptides utilisés 

       Le domaine NC1 de la chaîne alpha 1 du collagène XIX  formé par 19 résidus 

(NPEDCLYPVSHAHQRTGGN), son scramble (AGNEQPNYHSDPGTHLCRV), utilisé 

comme témoin négatif, et les séquences peptidiques qui en sont dérivés (constituées des 10, 8 

et 6 premiers acides aminés du domaine NC1 du collagène XIX) sont synthétisées et purifiées 

dans l’unité CNRS UMR 6229 (Pr J.Sapi, UFR Pharmacie, Reims). Leur synthèse est 

effectuée sur support solide par stratégie FMOC en flux continu. Les peptides sont purifiés 

par HPLC avec un gradient d’acétonitrile / eau, puis lyophilisés. La pureté des peptides 

(>95%) est vérifiée par spectroscopie de masse en électrospray. 

 

� NC1(XIX) : NPEDCLYPVSHAHQRTGGN 

                  P10 : NPEDCLYPVS 

                     P8: NPEDCLYP 

                     P6: NPEDCL 

             P19 m : NGEDCLYGVSHAHQRTGGN 

                         P1 : EDCLYPVS 

                            P2 : DCLYPVS 

                              P3 : CLYPVS 
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I I - Méthodes 

 

I I -1- Culture de cellules tumorales 

       Après décongélation rapide par passage 1 minute à 37°C, les cellules sont mises en 

suspension dans 10 mL de milieu (DMEM 4,5 g /L de  glucose) avec 10 % de sérum de veau 

fœtal (SVF). Elles sont cultivées en flacons de 75 cm2 à 37°C, sous atmosphère humidifiée 

contenant 5 % de CO2. Après 24 heures, le milieu est remplacé par du milieu frais. A 

confluence, les cellules sont trypsinisées pour être réensemencées. 

 

I I -2- Culture de cellules endothéliales 

       Les cellules endothéliales HUVEC sont utilisées avant le 5ème passage. Elles sont 

conservées dans l’azote liquide dans un milieu de congélation adéquat (Promocell). 

Après décongélation, les cellules sont mises en suspension dans 10 mL de milieu de 

croissance de cellules endothéliales (ECGM Low Serum - Promocell) additionné de 0,4 % 

(m/v) de ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement), et de 5% de SVF. A confluence, les 

cellules sont trypsinisées pour être réensemencées. 

 

I I - 3- Congélation cellulaire 

       Après décollement des cellules et centrifugation, le culot cellulaire est repris dans une 

solution de congélation formée par 70% de milieu de culture (DMEM 4,5 g/L de  glucose), 

20% de SVF et 10% de DMSO. Les cryotubes sont placés dans une boîte de congélation 

remplie d’ isopropanol, puis laissés à -80°C pendant une nuit pour une congélation lente. Par 

la suite,  ils sont placés dans l’azote liquide pour une conservation de longue durée. 

 

I I -4- Etude  de la prolifération cellulaire 

 

I I -4- 1- Par  comptage cellulaire 

       L’étude de la prolifération cellulaire se fait sur des plaques de 24 puits. Les cellules 

(2.104 cellules/ puits) sont mises en suspension dans 1 ml de milieu de culture supplémenté de 

5% de SVF, en présence ou en absence du domaine NC1 du collagène XIX, et  des différentes 

séquences  peptidiques étudiées à une concentration connue, pendant 24h et 48h. 

Après une incubation à 37°C sous atmosphère à 5% de CO2, le milieu de culture est retiré, la 

couche cellulaire est lavée par une solution de PBS, puis les cellules sont détachées par 

trypsinisation (trypsine 0,25%). Les cellules sont comptées sur cellule Kova  Slide de Hypcor.  
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I I -4- 2- Par  color imétr ie avec réactif WST-1® 

 

       La prolifération cellulaire est déterminée en utilisant le réactif WST-1 (Roche). Le WST-

1 contient un sel de tétrazolium qui est réduit par les oxydo-réductases mitochondriales et 

permet ainsi d’évaluer en même temps la viabilité des cellules. Sa réduction donne naissance 

à un dérivé formazan soluble, de coloration jaune. 

La prolifération des cellules de mélanome est étudiée en plaques de 24puits. Les cellules 

(2.104 cellules/ puits) sont mises en culture dans 1ml de milieu de culture supplémenté de 5% 

de SVF, en présence ou en absence du domaine NC1 du collagène XIX ou des peptides 

dérivés à concentrations connues. 

 Les plaques sont incubées pendant 24h et 48 h  dans une étuve à 37°C sous atmosphère à 5% 

de CO2. Après incubation, le milieu de culture est retiré, remplacé par un nouveau milieu 

contenant du  WST-1® (50 µl de  WST-1® /puits). A chaque 30 minutes d’ incubation, 

l’absorbance est mesurée à 450 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques jusqu’  apparition de 

la couleur jaune. Cette mesure est directement proportionnelle au nombre de cellules 

présentes dans le puits. 

 

I I -5- Etude de la migration cellulaire: Modèle de la blessure ar tificielle 

 

       La migration cellulaire est étudiée dans un modèle de blessure artificielle cicatricielle. 

Elle est déterminée par l’aptitude qu’ont les cellules à refermer une blessure expérimentale de 

la couche cellulaire in vitro. 

 

I I -5- 1- Modèle de blessure ar tificielle par  cône de pipette  
 
       Les cellules (5.10 4) sont ensemencées en plaque de 24 puits, incubées pendant 24h dans 

du milieu de culture (DMEM 4,5g/L de glucose, RPMI ou milieu de culture adéquat aux 

cellules endothéliales) à 5% de SVF pour former un tapis cellulaire homogéne. 

A confluence, une blessure est réalisée dans la couche cellulaire au centre des puits à l’aide 

d’une pointe de pipette stérile. 

Les cultures sont rincées avec de la PBS pour éliminer les débris cellulaires. Elles sont ensuite 

incubées pendant 24 et 48h dans un nouveau milieu de culture en présence et absence de NC1 

(XIX) ou des peptides dérivés  à une concentration voulue. 
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La migration est déterminée par l’aptitude qu’ont les cellules à refermer la blessure 

artificielle, qui est observée en microscopie et photographiée après 24 et 48h. 

 

I I -5- 2- Modèle de blessure ar tificielle par  les inser ts de culture (Ibidi®) 
 
       La blessure artificielle est obtenue par utilisation d’ inserts de culture (Inserts Ibidi®) 

placés dans chaque puits de la plaque (plaque Falcon 12 puits). Chaque insert de silicone est 

formé par deux compartiments où on introduit les cellules (3500 cellules/ puits/dans70µl de 

milieu supplémenté en 5% de SVF). A confluence des cellules, les inserts sont prélevés à 

l’aide d’une pince stérile et le milieu de culture est remplacé par un nouveau milieu contenant 

ou non le peptide NC1 du collagène (XIX) ou les peptides dérivés. Une blessure artificielle 

est formée au milieu des puits (figure23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Modèle de blessure ar tificielle par  des inser ts (Ibidi®) 
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I I - 5-3- Dispositif d’acquisition des images par  vidéomicroscopie 

       

        Une image de la blessure artificielle est prise toutes les heures et durant 48h à l’aide d’un 

vidéomicroscope. 

       Le sytéme de la vidéomicroscopie permet de suivre le mouvement des cellules à des 

intervalles de temps court (chaque heure) et sur des périodes très longues (24 à 48h). 

Il est constitué par un microscope inversé (Axiovert 200, Zeiss, Obercochen, Germany) 

contenant une chambre de culture thermostatée à 37°C et à 5% de CO2, une lampe halogène 

pour une observation en contraste (figure 24). Les images sont enregistrées par une caméra 

vidéo. Le vidéomicroscope est relié directement à un ordinateur programmé avec le logiciel 

Metamorph. Celui-ci permet de prédéfinir les paramètres suivants: le temps d’acquisition 

entre les images (Do timelapse), le nombre de positions de la blessure pris en photo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Photographie illustrant le dispositif de vidéomicroscopie : un microscope 
inversé équipé d’une chambre de culture thermostatée et régulée en CO2. I l est connecté 

à une caméra CCD et dir igé par  un Logiciel Metamorph. 
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I I -5-4- Analyse de la migration cellulaire en 2 dimensions (2D) 

 

       Une fois l’acquisition des photos de la blessure terminée, on effectue le suivi du déplacement 

de cellules individuelles toutes les heures et durant 48h  (5 cellules au niveau de chaque blessure, 

3 blessures, soit 15 cellules au total) grâce au  logiciel Qmig-2D (quantification de la migration en 

2D), permettant ainsi d’analyser la migration des cellules en deux dimensions. Ce logiciel permet 

de quantifier la vitesse de migration et de visualiser la trajectoire propre de chaque cellule choisie 

suivie en fonction des coordonnées x  et y et du temps. 

 

I I -6- Etude de l’adhésion cellulaire 

 

       L’adhésion cellulaire se fait sur des plaques non traitées de 96 puits, en présence ou 

absence des différentes séquences peptidiques du domaine NC1 du collagène XIX. 

Le domaine NC1 du collagène XIX ou ses peptides dérivés sont immobilisés au fond des puits 

(10µg de peptide par puits) suite à un coating d’une nuit sous hotte à flux laminaire, à 

température ambiante (solution de PBS et bicarbonate de sodium v/v). 

Les cellules sont introduites dans les puits (2.104 cellules/ puits / 100µl de milieu) et incubées 

pendant 30 min. Le nombre de cellules ayant adhéré est alors mesuré par la technique au 

cristal violet. Pour cela le milieu est retiré et remplacé par 100µl de glutaraldhéyde pour la 

fixation des cellules. Les plaques sont rincées par du PBS après avoir retiré le glutaraldhéyde,  

puis 100µl de cristal violet sont ajoutés  pendant 15min suivi d’un lavage par H2O. A la fin, 

on ajoute  100µl d’acide acétique par puits pour une durée de 15min, pour extraire la 

coloration et on procède à une lecture de  DO à 595nm.  

 

I I -7- Etude de l’angiogenése in vitro: Formation des pseudotubes sur  Matr igel® 

 

       Les cellules endothéliales, cultivées sur un gel de Matrigel® équivalent à une membrane 

basale, forment spontanément des pseudotubes. Ces structures sont comparables à des néo-

vaisseaux sanguins mais non fonctionnels. 

Une solution de Matrigel® (ECM gel : 10 mg/mL) est déposée au fond de chaque puits 

(plaques 24 puits), à raison de 250 µl par puits, sur de la glace pilée. La polymérisation du gel 

est obtenue par incubation de la plaque à 37°C pendant 30 minutes.  
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Des cellules HUVEC (1.105 /puits) sont ensuite déposées à la surface du gel et incubées dans 

le milieu ECGM additionné de 1 % de SVF en présence ou en absence des peptides à tester. 

La formation des pseudotubes est observée sous microscope et photographiée après 24 ou 48 

heures d’ incubation. La quantification est réalisée avec le logiciel d’analyse d’ images 

(ImageJ). 

 

I I -8- Mèthodes d’études in vivo 

 

I I -8-1- Modèle animal de mélanome mur in 

 

       Nous avons utilisé des souris C57/Bl6 qui sont des souris noires à croissance rapide.  

La masse moyenne des souris lors des expérimentations est de 18 à 20 g, avec un âge moyen 

de 6 à 8 semaines. Les animaux sont hébergés à l’animalerie de la Faculté de Médecine de 

Reims, dans une pièce à ventilation et température constantes. La boisson et l’alimentation 

leur sont fournies ad libitum pendant toute la durée des expériences. 

Toutes les manipulations sont effectuées en respectant les règles et l’éthique de 

l’expérimentation animale selon les recommandations du comité d’éthique de l’ IFR 53. 

 

I I -8-2- Induction tumorale et traitement intra-pér itonéal (i.p) 

 

       Les cellules B16F1 sont injectées par voie sous-cutanée (s.c.) sur le flan gauche de 

l’animal, anesthésié et rasé, à raison de 2,5.105 cellules au jour J0. Ceci entraîne l’apparition 

d’une tumeur localisée dès le 7ème jour suivant l’ injection. La taille de la tumeur est alors 

mesurée tous les 2 jours  à l’aide d’un pied à coulisse. Le volume tumoral est calculé selon la 

formule L× l2/2. Aux jours 7 et 14 suivant l’ injection initiale, les souris reçoivent une 

injection du peptide à tester (10 mg/kg) par voie intra-péritonéale. Elles sont sacrifiées entre 

14 et 18 jours, par inhalation de CO2, et anesthésie par injection intra-péritonéale d’un 

mélange de kétamine/xylazine. 

Les tumeurs développées sont ensuite extraites chirurgicalement pour l’étude histologique et 

immunohistochimique et biochimique.  

 

I I -9- Extraction des protéines à par tir  des tissus tumoraux 

       Les tumeurs formées à la suite d’ injection des cellules tumorales sont extraites 

chirurgicalement après 2 à 3 semaines. Chaque tumeur obtenue est coupée en petits morceaux 
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à l’aide d’un scalpel sur une plaque en verre. Ces morceaux sont placés dans un potter et 

broyés dans 500µl de tampon (Tris 50mM, NaCl 0,5M, SDS0, 1%, NaN3 0, 02%, 

EDTA5mM, Iodoacétamide1mM, PMSF 1Mm). Le broyat obtenu est vortexé et transferé 

dans un microtube. Après une sonication de 10 secondes, l’homogénat obtenu est incubé 

pendant une nuit sous agitation à 4°C. Les extraits protéiques à analyser se trouvent dans les 

surnageants récupéres après centrifugation (10 000 g  pendant10 min à 4°C). 

 

I I -10- Dosage des protéines 

 

       Les protéines des tumeurs sont dosées  selon la technique de Bradford utilisant un kit de 

dosage Biorad (Biorad Protein-Assay).Cette technique se base sur un dosage colorimétrique 

mesurant le changement de la couleur du bleu de Coomassie après liaison avec  les résidus 

hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. 

Le dosage des protéines s’effectue dans un volume final de 1000µl, contenant 2 µl de nos 

échantillons protéiques, 798µl de H2O et 200µl de réactif Bio-Rad Assay.  

Une gamme étalon est préparée dans les mêmes conditions en présence de BSA (Sérum 

Albumine bovine) afin de déterminer la concentration protéique de nos échantillons en µg/µl. 

Après 5 minutes d’ incubation à température ambiante, l’absorbance de nos échantillons est 

déterminée à la longueur d’onde de 595nm. 

 

I I -11- Immunodétection: Western Blot 

 

       C’est une méthode de  détection de protéines spécifiques dans un échantillon biologique, 

après séparation par éléctrophorése en gel de polyacrylamide –SDS.  

Les extraits protéiques sont additionnés à un tampon échantillon (Tampon 5X : 0,5M Tris pH 6,8, 

10% SDS, glycérol, bleu bromophénol) contenant 3% de β-mercaptoéthanol, chauffés à 90°C 

pendant 3 minutes afin de permettre la dénaturation des protéines. Les protéines de l'échantillon 

sont séparées selon leurs taille par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de 

SDS (30 % d’acrylamide) pendant 20 minutes à 100V puis pendant 45 minutes à 200V. 

A la fin de la migration, le gel est équilibré dans le tampon de transfert (Tris 48 mM pH 8,2, 

glycine 39 mM, méthanol 20 % (v/v)) pendant 30 minutes. 

Les protéines sont transférées sur une membrane Immobilon (P-Transfer menbrane Milipore) sous 

l’effet d’un voltage constant (100V) durant 45 minutes. La membrane est activée au préalable 

dans le méthanol (15 secondes) et réhydratée par le tampon de transfert (5 minutes). 
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Après le transfert, la membrane est récupérée, incubée dans un tampon de blocage composée par 

5% de lait écrémé dilué dans du TBS-T (Tris HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1 

% (v/v)) durant deux heures, sous agitation et à température ambiante. 

La membrane est ensuite incubée toute une nuit à 4°C sous agitation lente avec l’anticorps 

primaire dilué dans une solution de saturation à 5% de lait écrémé dans du TBS-T. Le lendemain, 

la membrane est incubée durant 1 heure à température ambiante avec un anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase dirigé contre l’anticorps primaire et dilué dans du TBS-T contenant du 

lait écrémé non délipidé 1 % (m/v).   

Suite aux rinçages de la membrane au TBS-T (3x10minutes) et TBS (Tris HCl 20 mM pH 7,5, 

NaCl 150 mM, 1x10 minutes) les protéines sont révélées par chimioluminescence (kit 

ECL™). 

Après la révélation, un second western blot est effectué sur la même membrane avec un anticorps 

primaire anti-actine dans le but de contrôler la quantité de protéines déposées. 

 

I I -12- Etude des protéases par  zymographie 

       Le principe de cette technique consiste en une séparation électrophorétique des protéines 

dans un gel de polyacrylamide SDS imprégné de gélatine. La séparation électrophorétique des 

protéinases se fait en fonction de leur masse moléculaire. 

Les gélatinases sont mises en évidence par leur capacité à dégrader leur substrat, ce qui se 

traduit, après coloration du gel au bleu de coomassie G250, par des bandes blanches sur fond 

bleu. 

 

I I -12-1- Zymographie en gel de gélatine 

       Les échantillons sont additionnés avec du bleu d’échantillon, puis séparés sur un gel de 

polyacrylamide 10%, SDS 0,1% et contenant 0,1% de gélatine. 

La migration s’effectue à 4°C pendant 30 min sous une tension constante de 90 V,  dans un 

tampon de migration 

A l’ issu de la migration, le gel est lavé 2 fois pendant 30 min dans une solution de Triton X-

100 à 2,5 % (v/v) afin d’éliminer le SDS et renaturer les protéinases.  

Le gel est ensuite mis à incuber une nuit à 37°C dans un tampon d’ incubation (Tris 50mM, 

NaCl 200 mM, CaCl2 5mM, 2H2O 5mM, pH 7,6) permettant la protéolyse de la gélatine par 

les enzymes protéolytiques initialement présentes dans les échantillons.  
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A la fin de l’ incubation, le gel est coloré pendant 30min par une solution de coloration au bleu 

de Coomassie G-250 ( G-250), puis décoloré par une solution de décoloration contenant 10% 

d’acide acétique, 20% de méthanol. 

Les bandes blanches qui apparaissent sur un fond bleu correspondent aux zones de digestion 

par les gélatinases. 

Les gels sont photographiés et les bandes blanches quantifiées par analyse d’ image (Vilbert 

Lourmat) à l’aide du logiciel Bio1D. 

 

I I -12-2- Zymographie en gel de gélatine/ plasminogéne 

 

       Cette technique permet de mettre en évidence les activateurs du plasminogène (activateur 

de type tissulaire tPA et urokinase uPA). Le procédé est identique à celui de la zymographie 

en gel de gélatine, mais du  plasminogène (0,25 U/gel) est ajouté au gel d’acrylamide 

imprégné de gélatine. Après migration et lavage au Triton, le gel est incubé une nuit à 37°C 

dans un tampon d’ incubation contenant de la glycine 10mM et de l’EDTA 5mM à pH8. 

 

I I -12-3- Zymographie inversée 

 

       C’est une technique qui permet de mettre en évidence les TIMPs. 

Le principe est le même que pour la technique de zymographie classique. On incorpore 200 

ng de proMMP-2 purifiée au gel d’acrylamide et de gélatine. Pendant l'incubation, la MMP-2 

dégrade la gélatine, de sorte que seules les zones protégées par les TIMPs apparaissent 

colorées au bleu de Coomassie (DeClerck, 1988).  

 

I I -13- Etude d’ immunocytochimie 

 

       Les cellules sont ensemencées (2.104 cellules/puits) sur des lamelles de verre couvertes ou 

non avec la fibronectine (1mg/ml) et placées au fond des puits de plaque de 24 puits, dans leur 

milieu adéquat en présence ou non du NC1(XIX). Après 24 heures, les cellules sont fixées et 

perméabilisées par le paraformaldhéyde pendant 15 minutes. Suite à un rinçage à la PBS, les 

cellules sont incubées dans une solution de saturation (PBS contenant 3% de SAB et 1% de  

 



Matériels et méthodes 

 - 75 - 

triton) pendant 30 minutes. A la fin de la saturation, les cellules sont incubées avec l’anticorps 

primaire de la vinculine (dilué au 1/100 dans de la PBS contenant 1% de SAB) durant une 

nuit en chambre froide. 

Les cellules sont ensuite lavées 2 fois 5 minutes avec de la PBS, puis incubées pendant 2 

heures à température ambiante et à l’obscurité avec l’anticorps secondaire couplé à 

l’Alexafluor 568(dilué au 1/50 dans de la PBS) et aussi l’anticorps de l’actine étant la 

phalloïdine couplée à l’Alexa fluor ®  488 (dilué au 1/50 dans de la PBS). Les lamelles sont 

rincées 3 fois avec de la PBS, retirées des puits de la plaque et montées sur lame, sur laquelle 

10µl de cytofluor (solution permettant de réduire la perte de fluorescence après illumination) 

sont déposées au préalable. La lame et la lamelle sont ensuite collées à l’aide d’un vernis à 

ongle. L’observation des cellules est réalisée à  l’aide d’un microscope confocal. 

 

I I -14- Tests statistiques 

 

       Tous les résultats sont présentés sous la forme de moyenne ± écart-type. Pour toutes nos 

expériences, nous avons utilisés les tests statistiques suivants : 

- Test non paramétrique de Mann et Withney pour les résultats obtenus in vivo. 

- Test paramétrique t de Student  pour les résultats obtenus in vitro, afin de comparer les 

groupes traités aux groupes contrôle. 

Les niveaux de probabilité sont schématisés comme suit : 

NS= non significatif 

*=p<0,05 

**=p<0,01 

***=p<0,001 
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Résultats 
 
       Nous nous sommes intéressés aux activités biologiques du domaine NC1 du collagène de 

type XIX, encore non décrites à ce jour. Nous avons étudié les effets du domaine NC1 de la 

chaîne α1 du collagène de type XIX et les peptides qui en sont dérivés sur certains paramètres 

de la progression tumorale: prolifération cellulaire, migration cellulaire, angiogenése. . Nous 

visons la détermination de la séquence minimale active du domaine NC1 (XIX) responsable 

de l’effet anti-tumoral 

       Pour cela nous avons utilisé un peptide synthétique reproduisant la séquence du domaine 

NC1(XIX), soit NPEDCLYPVSHAHQRTGGN. Nous avons également étudié les peptides 

P10, P8, et P6 (constitués des 10, 8 et 6 premiers acides aminés du domaine NC1 du collagène 

XIX) et un peptide P19 muté (P19m) où on a remplacé les acides aminés Proline par des 

Glycine (P19m: NGEDCLYGVSHAHQRTGGN). Nous avons utilisé également des peptides 

P1 : EDCLYPVS, P2 : DCLYPVS, et P3 : CLYPVS (figure 25). 

 

 

 

      

  

 

 

 

 

 

Figure 25: Composition en acides aminés des différents peptides dér ivés de NC1(XIX) 

 

 

 

 

NC1(XIX):  NPEDCLYPVSHAHQRTGGN 
P10: NPEDCLYPVS 
P8:  NPEDCLYP 
P6: NPEDCL 

P19 m: NGEDCLYGVSHAHQRTGGN 
P1:       EDCLYPVS 
P2:         DCLYPVS 
P3:            CLYPVS 
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I - Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différentes séquences peptidiques  

   dér ivées sur  la croissance tumorale in vivo 

 

       Nous avons étudié la croissance tumorale des cellules de mélanome B16F1, in vivo, chez 

la souris. L’ injection, par voie sous-cutanée, de 2,5.105 cellules au jour J0 entraîne l’apparition 

d’une tumeur localisée dès le 7ème jour suivant l’ injection. La taille de la tumeur est alors 

mesurée tous les 2 jours. Les animaux sont euthanasiés entre le 14ème et le 21ème jour suivant 

l’ induction tumorale et les tumeurs développées sont extraites chirurgicalement pour l’étude 

histologique et immunohistochimique.  

Le traitement des souris au jour 7 et au jour  14, par une injection intra-péritonéale de NC1 

(XIX) (10 mg/kg) ou  son  peptide dérivé P10, entraîne une forte inhibition de la croissance 

tumorale par rapport aux groupes traités avec une solution saline, ou avec le peptide 

scrambled. Cette inhibition est très forte dès J12 par NC1 (XIX) complet et P10, puisque la 

réduction du volume tumoral est d’environ 70 % et se maintient jusqu’à J18, jour de sacrifice 

des animaux. (Figure 26). Le peptide P8  parait moins actif in vivo que le peptide P10. 

Le peptide P6 est sans effet. 
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Figure 26: Inhibition de la croissance tumorale in vivo en présence des différents 
peptides du domaine NC1 (XIX) 

Injections intrapér itonéales de NC1 (XIX) ou de ses peptides dér ivés 10 mg/kg aux jours 
7 et 14, Moyenne de 8 sour is ± 1SD; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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       L’étude de la croissance tumorale après injection sous–cutanée des cellules de mélanome 

B16F1, montre bien l’effet anti-tumoral du domaine NC1 du collagène de type (XIX). Cet 

effet anti-tumoral est aussi obtenu par le peptide P10 (constitué des 10 premiers acides aminés 

du domaine NC1 du collagène XIX), qui parait être la séquence minimale la plus active du 

domaine NC1(XIX) à effet anti-tumoral.  

 

I I - Effets du domaine NC1 du collagène XIX et ses différents  peptides sur  l’expression  

      des protéinases dans les tumeurs in vivo 

 

       L’ invasion tumorale dépendant fortement de l’expression des protéinases, nous avons 

étudié dans les tumeurs collectées l’expression et l’activité des principales protéases 

impliquées dans le processus invasif. 

   I I -1- Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différents  peptides  sur       

             l’expression de la MT1-MMP in vivo 

        

       Les tumeurs formées à la suite d’ injection des cellules tumorales (selon les conditions 

décrites pour la figure 26 page 77) ont été collectées après sacrifice des animaux à J 21 et les 

protéines ont été extraites des tissus tumoraux puis utilisées pour analyses. Pour déterminer 

l’expression de la MT1-MMP, nous avons effectué un western blot. Celui –ci n’a pas permis 

de mettre en évidence de différence significative de l’expression de la MT1-MMP dans les  

tissus tumoraux provenant des souris ayant reçu les injections de NC1(XIX) et ses différents 

peptides dérivés (figure 27). 

 

 

                                     Ctr l        Scrb     NC1(XIX)   P10         P8         P6 

 

 

 
 Figure 27: Expression de l’activité de la MT1-MMP dans les extraits de tumeurs 
obtenues après injection de cellules B16F1 chez les sour is contrôles ou traitées par  

NC1(XIX) ou ses peptides dér ivés P10, P8, P6 (Scrb: scrambled peptide) 
Les sour is ont reçu une injection intra-pér itonéale de NC1(XIX) ou de ses peptides 
dér ivés (10mg/kg) aux jours 7 et 14 et les tumeurs collectées à J 21 
 

MT1-MMP 

β actine 
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I I -2- Effet du domaine NC1 du collagène XIX sur  l’expression des MMP- 2 et 9 et les 

TIMPs in vivo 

 

       La MMP-2 et la MMP-9 sont les enzymes clé de la dégradation de la matrice cellulaire au 

cours de l’ invasion tumorale. L’effet du NC1(XIX) et ses peptides dérivés (P10, P8 et P6) sur 

la sécrétion de ces enzymes a été étudiée par zymographie en gel de gélatine sur des protéines 

extraites de tissus tumoraux.   

Le zymogramme montre que le peptide NC1 (XIX) et ses peptides dérivés à la concentration 

de 30µM n’ont aucun effet sur la sécrétion de la MMP-2 et la MMP-9 (figure 28 A).  

En présence du NC1(XIX) et ses différents peptides, le zymogramme inverse ne révèle 

aucune modification de la sécrétion des TIMPs (figure 28 B). 

 
(A) 
 
                                MMP-2   MMP-9   Ctr l         Scrb      NC1(XIX)    P10          P8           P6 

   
(B) 
                                   Ctr l               Scrb       NC1(XIX)          P10                 P8           P6 

     
 

Figure 28: Effet du domaine NC1(XIX) et ses peptides dér ivés sur  la sécrétion de la  
MMP-2/MMP-9 et les TIMPS 

Les protéines sont extraites des tissus tumoraux traités ou non par  le NC1(XIX) et ses 
peptides dér ivés. Les protéines tumorales sont  analysées en zymographie gélatine (A) et 
en zymographie inverse (B) 
Les sour is ont reçu une injection intra-pér itonéale de NC1(XIX) ou de ses peptides 
dér ivés (10mg/kg) aux jours 7 et 14 et les tumeurs collectées à J 21 
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I I -3- Effet du domaine NC1 du collagène XIX sur  l’expression d’activateurs du   

          plasminogéne in vivo 

 

       En zymographie en gel de gélatine-plasminogéne, on observe que NC1(XIX) parait 

induire une diminution de l’expression de l’activateur du plasminogéne de type uPA dans les 

extraits de tumeurs provenant des souris traitées par NC1(XIX) (figure 29). Nous n’avons pas 

observé la présence de tPA. 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 29: Effet du domaine NC1(XIX) sur  l’expression de l’activateur  du plasminogéne 

uPA dans les extraits de tumeurs de sour is traitées par  NC1(XIX) 
Les protéines sont extraites des tissus tumoraux traités ou non par  le NC1(XIX)  
(Scrb: scrambled peptide). 
Les protéines tumorales sont analysées en zymographie gélatine-plasminogéne  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                       Ctr l          Scrb         NC1(XIX)   

 
50kD uPA 
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I I I - Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différents  peptides dér ivés sur  les  
     cellules cancéreuses mur ines in vitro 
 
I I I -1- Cellules de mélanome B16F1 
 
I I I -1-1-Etude de la prolifération cellulaire  
 
       La prolifération  des cellules de mélanome murin B16F1 a été étudiée en présence ou en 

absence du domaine NC1 du collagène XIX et ses différentes séquences peptidiques dérivées 

à différentes concentrations (30µmol /L, 60µmol/L, 120µmol/L), après 24h et 48h 

d’ incubation, par réduction du réactif WST-1®. 

Le domaine NC1(XIX) et ses peptides dérivés n’altèrent pas la prolifération des cellules de 

mélanome B16F1 à la concentration de 30µmol/L. Une diminution de la prolifération est 

obtenue par incubation des cellules avec NC1(XIX) à 120µmol/L et ses peptides P8 et P6 à 

des concentrations de 60 et 120µmol/L (figure 30). 
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Figure 30: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différentes séquences peptidiques 
dér ivées sur  la prolifération des cellules de mélanome B16F1 après 48h et à différentes 

concentrations (30µmol/L, 60µmol/L, 120µmol/L)  
Moyenne de 4 déterminations  ± 1SD;*  p<0.05, * *  p<0.01, ***  p<0.001) 
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I I I -1-2- Etude de la migration cellulaire 
 
       La migration cellulaire a été étudiée  par la technique de blessure artificielle in vitro.  

A confluence, une blessure artificielle est tracée dans le tapis cellulaire, à l’aide d’une pointe 

de pipette. Les cellules sont incubées seules, ou avec les différents  peptides du domaine NC1 

du collagène XIX à la concentration de 30µmol/L. 

      La migration cellulaire est déterminée par la capacité qu’ont les cellules à recouvrir la 

surface de la blessure. La figure 31 montre la différence de taille de la blessure entre J0 (jour 

de la blessure) et 24h d’ incubation avec le domaine NC1(XIX) et ses peptides dérivés. Une 

inhibition de la migration des cellules B16F1 est obtenue après incubation de 24h avec 

NC1(XIX) complet par comparaison avec les cellules contrôles. Le peptide P10 tend à 

reproduire l’effet de NC1(XIX) complet mais une dispersion plus importante des résultats 

empêche d’atteindre le seuil de significativité statistique. Les peptides P8 et P6 dérivés du 

domaine NC1(XIX) n’ inhibent pas la migration cellulaire.  
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Figure 31: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différentes séquences 
peptidiques sur  la migration des cellules B16F1 après 48h et à la concentration de 

30µmol/ L  (Moyenne de 8 déterminations ± 1SD) 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -1-3- Etude de l’adhésion cellulaire 
 
       L’adhésion des cellules B16F1 a été mesurée par coloration des noyaux au violet cristal, 

30 minutes après dépôt des cellules sur des plaques de culture tapissées ou pas par le domaine 

NC1 (XIX) et ses peptides dérivés à la concentration de 30µmol/L. La figure 32 montre que le 

domaine NC1 (XIX) et ses peptides dérivés ne modifient pas significativement l’adhésion des 

cellules B16F1.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 32: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et ses différentes séquences 
peptidiques (30µmol/L) sur  l’adhésion des cellules B16F1 après 30min 

*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2- Cellules de mélanome B16F10 
 
       Pour compléter les premiers résultats, nous avons testé l’effet du domaine NC1(XIX) et 

son dérivé P10 sur des cellules de mélanome murin B16F10, lignée cellulaire hautement 

agressive et métastasique. Ces cellules expriment d’avantage à leurs surfaces  l’ intégrine  α5β1, 

impliquée dans l’ invasion du mélanome (Qian F et al 2005). 

 
I I I -2-1- Etude de la prolifération des cellules B16F10 
        
       La prolifération  des cellules de mélanome murin B16F10 a été étudiée par colorimétrie 

avec le réactif  WST-1® en présence ou en absence des différentes séquences peptidiques du 

domaine NC1 du collagène XIX à la concentration de 30µmol/L.  

L’absorbance est mesurée à 450 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques. Cette mesure est 

directement proportionnelle aux nombres de cellules présents dans le puits. 

La figure 33  montre que le domaine NC1 (XIX) et son peptide dérivé P10 ne modifient pas  

la prolifération des cellules B16F10 à  la concentration de 30µmol/L après 24h et 48h.  
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Figure 33: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide dér ivé P10 sur  la 
prolifération des cellules  B16F10 après 24 et 48h à la concentration de 30µmol/L  

(Moyenne de 4 déterminations ± 1SD; pas de différence significative) 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2-2-Etude de la migration des cellules B16F10 en présence du domaine NC1 (XIX) et  

           ses séquences peptidiques dér ivées 

 

I I I -2-2-1-Fermeture de la blessure ar tificielle à 48 heures 

       La migration des cellules B16F10 (5.104 cellules/puits dans 1ml de milieu à 1% de SVF) 

a été étudiée  par la technique de blessure artificielle (réalisée avec une pointe de pipette) en 

présence et absence des différents  peptides du domaine NC1 (XIX) à la concentration de  

30µmol/L.  

La figure 34 montre qu’après 48 heures d’ incubation des cellules B16F10 avec les différents 

peptides,  la blessure artificielle réalisée dans le tapis cellulaire est refermée totalement en 

absence des peptides. Les cellules incubées avec le domaine NC1(XIX) 30µM présentent une 

blessure qui persiste après 48heures. Le peptide P10 a un effet inhibiteur  qui reste moins 

important sur 48heures par comparaison avec le NC1(XIX) 30µM. Les autres peptides (P8 et 

P6) n’ont pas d’effet.  
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Figure 34: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide P10 sur  la migration 
des cellules B16F10 après 48h à la concentration de30µmol/L  

Moyenne de 8 déterminations ± 1SD;*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2-2-2- Effet d’une addition de peptide P10 frais à la 12éme heure sur  la migration  

               des cellules B16F10 

 

       Cette manipulation a été effectuée sur le vidéomicroscope. La migration des cellules 

B16F10 a été étudiée en présence du peptide P10 à la concentration de 30µmol/L, avec 

addition de peptide frais à la même concentration au bout de 12h de migration. Dans ces 

conditions, une inhibition d’environ 50% de la migration cellulaire a été observée après 12 

heures et 24 heures. Ces résultats montrent que l’effet anti-migratoire du peptide P10 disparaît 

après 24h, mais que l’ajout de P10 frais au bout de 12h permet le maintien de l’effet anti-

migratoire (figure 35). 
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Figure 35 : Effet du  peptide P10 dér ivé du domaine NC1 (XIX) sur  la migration des 
cellules  B16F10 après 24h et à la concentration de 30µmol/L  (Ajout de peptide frais 

dans le milieu après 12h) 
- Moyenne de 6 déterminations ±1SD; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos: Aspects représentatifs à t0, t12h et t24h 
- La ligne noire indique les berges de la blessure 
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I I I -2-2-3- Etude de la migration des cellules B16F10 en présence de NC1(XIX) à  

               concentrations croissantes 

 
       Les cellules B16F10 sont incubées pendant 24h avec le domaine NC1 (XIX) complet à 

concentrations croissantes (30, 60, et 120µmol/L). La  blessure des cellules incubées avec le 

NC1(XIX) à 30µM et 60µM persiste après 24heures d’ incubation par comparaison avec celle 

des cellules contrôles. Le NC1 (XIX) à concentration plus forte 120µmol/L n’a pas d’effet 

supplémentaire. L’ inhibition de la migration obtenue est statistiquement significative 

(P<0,001) à 30et 60µmol/L (figure 36). Les concentrations élevées de NC1 (XIX) n’ induisent 

pas de cytotoxicité.  
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Figure 36 : Effet du domaine NC1 du collagène XIX sur  la migration des cellules  
B16F10 après 24h à la concentration de 30, 60, et 120µmol/L  

- Moyenne de 8 déterminations± 1SD; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos : aspect des blessures à T0 et après 24h d’ incubation dans les différentes conditions 
- La ligne blanche indique les berges de la blessure 
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I I I -2-2-4- Effet du domaine NC1 du collagène XIX sur  l’expression de la MMP-2/MMP- 

                 9 dans les cellules B16F10 en culture 

        
       Les cellules B16F10 ont été incubées en absence et en présence du NC1(XIX) pendant 48 

heures à la concentration de 30 et 60 µmol/L. Nous n’avons pas observé de modification 

significative de la sécrétion de la MMP-2 ou de la MMP-9 (figure 37). 

 

 
 MMP-2        MMP-9                             Ctr l         XIX 30µM    XIX 60µM 

 
 

Figure 37: Effet du domaine NC1(XIX) à différentes concentrations sur  la sécrétion des 
MMP-2 et MMP 9 par  les cellules de mélanome 

Les cellules B16F10 sont cultivées 48 heures, en présence et absence de NC1(XIX) à la 
concentration de 30µMet 60µM en absence de SVF. Les milieux de culture sont analysés 
par  zymographie en gel de gélatine 
 
I I I -2-3-Etude de la migration cellulaire par  vidéomicroscopie 
 
       Nous avons étudié  la migration des cellules B16F10 par vidéomicroscopie en présence 

et absence du domaine NC1 (XIX) ou de son peptide dérivé P10 à la concentration de 

30µmol/L. L’étude de la migration cellulaire par vidéomicroscopie  permet d’analyser  en 

deux dimensions l’ensemble des mouvements cellulaires, les trajectoires, les positions, et les 

vitesses selon les axes  X, Y au cours du temps. 

La migration des cellules B16F10 a été étudiée dans un modèle de blessure cicatricielle 

obtenue par l’utilisation d’ inserts de culture (Ibidi®). Les capacités migratoires des cellules 

sont déterminées par l’aptitude qu’ont les cellules à recouvrir la surface de la blessure. 

Une inhibition de la migration est obtenue lors de l’ incubation des cellules B16F10 avec le 

domaine NC1 (XIX) à 30µmol/L. Après 24h, la différence de la taille de la blessure est plus 

petite en présence de NC1(XIX) 30µM par comparaison avec les cellules contrôles. Le 

peptide P10 (30µM)  induit une inhibition moins importante que le NC1(XIX). Ceci confirme 

qu’ il perd son effet anti-migratoire lorsqu’on ne l’ajoute pas après 12 heures (figure 38).  
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Figure 38: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide P10 sur  la migration 
des cellules B16F10 après 24h à la concentration de 30µmol/L  

Moyenne de 6 déterminations± 1SD;*  p<0.05, * *  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos : aspect des blessures à t0 et après 24h d’ incubation dans les différentes conditions 
- La ligne blanche indique les berges de la blessure 

 

 

 Blessure T0 

Ctrl NC1(XIX)  P10 



Résultats 

 - 92 - 

 

I I I -2-3-1-Analyse de la migration en 2 dimensions (Qmig-2D) 

 

I I I -2-3-1-1-Analyse des trajectoires de migration 

        

       Les trajectoires des cellules B16F10 ont été suivies à l’aide du logiciel Qmig-2D (15 

cellules suivies au hasard). Elles sont analysées en fonction des déplacements le long des axes  

X, Y et du temps. Chaque cellule est représentée par un point coloré et chaque trajectoire 

représente le déplacement de la cellule dans la blessure au cours de la période d’observation 

(figure 39).  

La représentation des trajectoires  met en évidence que toutes les cellules se déplacent en 

absence du NC1(XIX) et son dérivé. Elles effectuent des  mouvements globalement ordonnés 

selon l’axe des X, ce qui tend à la fermeture de la blessure, et n’effectuent pas des grands 

déplacements selon la direction de l’axe des Y.  

En présence de NC1(XIX) 30µM ou du peptide P10 à la même concentration, le déplacement  

des cellules sur l’axe des X est plus court, les mouvements cellulaires sont moins ordonnés,  

s’effectuent aléatoirement. Elles peuvent aussi effectuer des déplacements selon l’axe des Y et 

des mouvements «d’aller et retour» dans la blessure. Ces déplacements cellulaires 

désordonnés ne  permettent pas aux cellules de recouvrir correctement la blessure (figure39). 
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Figure 39: Trajectoire de migration des cellules B16F10 en présence et absence du 
NC1(XIX) et son peptide dér ivé P10 à la concentration de 30µmol/L  

(Les trajectoires individuelles de 15 cellules choisies au hasard sont représentées, les échelles 
sont expr imées en pixels) 
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I I I -2-3-1-2- Analyse des positions des cellules au cours de la migration 

 

       L’analyse des positions des cellules selon les axes X et Y en fonction du temps montre 

des différences en fonction de la présence ou absence du NC1(XIX) 30µM et son peptide 

dérivé P10. 

      En absence des peptides, les cellules B16F10 se déplacent progressivement selon l’axe des 

X dans la blessure au cours de la migration. Les cellules incubées avec NC1(XIX) ou son 

peptide dérivée P10 ont des déplacements moins importants selon l’axe des X, alors que leurs 

déplacements selon l’axe des Y ne sont pas  modifiés (figure 40). 
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Figure 40: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée P10 
(30µmol/L) sur  les positions X et Y des cellules B16F10 après 24h  

(Moyenne de 15 déterminations ± 1SD) ; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2-3-1-3- Analyse de la distance de migration 

 

        Le calcul de la distance totale parcourue par les cellules montre qu’ il n’existe pas de 

différence significative de ce paramètre en présence de NC1 (XIX) ou de P10 (figure 41). 
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Figure 41 : Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée 
P10 sur  la distance de migration des cellules B16F10 

*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2-3-1-4- Analyse de la vitesse de migration 

 

       L’analyse des vitesses de migration obtenues par enregistrement des déplacements 

des cellules montre que l’addition de NC1(XIX) (30µmol/L) induit une diminution 

significative (p<0,05) de la vitesse de migration après 24 heures en comparaison avec la 

vitesse des cellules contrôles (tableau 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 7 : Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée 
P10 sur  la vitesse de migration des cellules B16F10 (µm/h) 

(Moyenne de 15 déterminations ± 1SD ; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001) 
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P10 

12 heures 6,14 ± 1,19 6,00 ± 0,87 6,24 ± 1,29 

24 heures 7,68 ± 1,49 6,64 ± 0,82 * 6,46 ± 2,19 
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I I I -2-4- Etude d’autres peptides dér ivés du domaine NC1 (XIX) sur  les cellules B16F10  

              in vitro 

       Nous avons testé in vitro l’effet des peptides (P1 : EDCLYPVS, P2 : DCLYPVS, P3 : 

CLYPVS) dérivés du domaine NC1(XIX) sur la prolifération et la migration des cellules 

B16F10.  

 

I I I -2-4-1-Etude de la prolifération cellulaire  
 

       La prolifération des cellules B16F10 a été étudiée par colorimétrie avec le réactif WST-

1®. L’ incubation des cellules B16F10 pendant 24h et 48h avec les différents peptides P1, P2, 

et P3 dérivé du domaine NC1(XIX) à la concentration de 30µmol/L  ne modifie pas la 

prolifération cellulaire (figure 42). 
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Figure 42: Effet des peptides P1, P2, P3 du domaine NC1(XIX) sur  la prolifération des 
cellules  B16F10 à la concentration  de 30µmol/L  

(Moyenne de 4 déterminations±1SD. Pas de différence significative) 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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I I I -2-4-2- Etude de la migration des cellules B16F10  

 

       L’addition des peptides (P1, P2, P3) dérivés du domaine NC1(XIX) au milieu de culture 

n’ inhibe pas la migration des cellules B16F10. La blessure artificielle des cellules incubées 

avec les différents peptides dérivés du domaine NC1 (XIX) présente la même taille que celle 

des cellules incubées en absence des différents peptides (figure 43). 
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Figure 43: Effet des peptides P1, P2, P3 dér ivés du domaine NC1 du collagène XIX sur  
la migration des cellules  B16F10 à la concentration de 30µmol/L  

(Moyenne de 8 déterminations±1SD. Pas de différence significative) 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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IV- Effet du peptide P19 muté (P19m) sur  les cellules cancéreuses B16F10 in vitro 
 
       Nous avons testé in vitro l’effet d’un peptide synthétique P19 muté (P19m)  reproduisant 

la séquence du domaine NC1(XIX) où les résidus de Proline ont été remplacés par des résidus 

de Glycine (P19m: NGEDCLYGVSHAHQRTGGN).  

 

IV-1-Etude de la prolifération cellulaire 
 
       La prolifération des cellules B16F10 a été étudiée par colorimétrie avec le réactif 

 Wst-1®. Comme pour NC1(XIX), l’addition du peptide P19m à la concentration de 30µmol/L 

dans le milieu de culture ne modifie pas la prolifération des cellules B16F10 après 24 et 48 

heures (figure 44). 
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Figure 44: Effet du peptide P19m sur  la prolifération des cellules  B16F10 à la 
concentration de 30µmol/L   

(Moyenne de 4 déterminations±1SD. Pas de différence significative) 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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IV-2-Etude de la migration cellulaire  
 

       Nous avons montré que le domaine NC1(XIX) inhibe la migration des cellules B16F10  

in vitro dans le modèle de blessure artificielle. 

La migration des cellules B16F10 a été étudiée dans le modèle de la blessure artificielle en 

présence du peptide P19m à 30µmol/L. La figure 45 montre qu’après 36 heures d’ incubation 

des cellules dans le milieu de culture supplémenté en P19m 30µM, la blessure artificielle 

réalisée dans le tapis cellulaire à T0, est refermée. A l’opposé, lorsque les cellules B16F10  

sont  incubées avec NC1(XIX) 30µM, la blessure persiste toujours après 36 heures 

d’ incubation par comparaison avec les cellules contrôles. La modification du domaine 

NC1(XIX) par mutation des acides aminés Proline en Glycine fait donc perdre au peptide son 

effet anti-migratoire. 
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Figure 45: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et du peptide muté (P19m) à 30µM 
sur  la migration des cellules B16F10 (Moyenne de 15 déterminations±1SD)  

*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos : aspect des blessures à 0h, 12h et 36h d’ incubation dans les différentes conditions 
-La ligne blanche indique les berges de la blessure 
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V -Effet de NC1 (XIX) et ses différentes séquences peptidiques dér ivées sur  les  

       cellules humaines in vitro 

 

       Le domaine NC1(XIX) possède des propriétés anti-tumorales. Il inhibe la migration des 

cellules de mélanome murin in vitro, et la croissance tumorale dans le modèle expérimental 

du mélanome B16F1 de la souris in vivo. Le peptide P10 dérivé de ce domaine NC1 (XIX) 

présente les mêmes propriétés que le domaine NC1(XIX) complet. 

Afin de vérifier si les effets anti-tumoraux de NC1 (XIX) pouvaient également s’exercer sur 

des cellules humaines, une nouvelle étude de la progression tumorale a été réalisée in vitro sur 

des cellules de mélanome humain (UACC 903) et des cellules endothéliales de veine 

ombilicale humaine (HUVEC).  

 

V-1- Cellules de mélanome humain: UACC 903 

 

       Nous avons étudié l’effet du domaine NC1(XIX) et de son peptide dérivé P10 sur la 

prolifération et la migration des cellules de mélanome humain UACC903, cellules de 

mélanome agressives et hautement métastasiques. 
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V-1-1-Etude de la prolifération cellulaire  
 

       L’ incubation des cellules UACC 903 avec le domaine NC1(XIX) et son peptide dérivé 

P10  à la concentration de 30µmol/L, après 24 et 48h n’entraîne aucun effet significatif sur la 

prolifération cellulaire (figure 46).  
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Figure 46: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide dér ivé P10 sur  la 
prolifération des cellules UACC903 à la concentration de 30µmol/L  

(Quantification par  le test Wst-1®, moyenne de 4 détermination±1SD, pas de différence 
significative) 

*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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V-1-2- Etude de la migration cellulaire 
 
V-1-2-1- Fermeture de la blessure ar tificielle 
 
       Les capacités migratoires des cellules UACC 903 in vitro ont été testées dans le systéme 

Ibidi®, où la blessure artificielle est réalisée par des inserts de silicone placés au fond des 

puits. Après 24h d’ incubation des cellules à 37°C avec ou sans le NC1(XIX) ou son peptide 

dérivé P10, la migration cellulaire est déterminée par l’aptitude  qu’on les cellules à recouvrir 

la blessure. 

La figure 47 montre que les cellules UACC 903 incubées avec le domaine NC1(XIX) à la 

concentration de 30 µM présentent une inhibition significative (p<0,01) de leurs capacités 

migratoires.  

La migration des cellules UACC903 incubées avec le peptide P10 (30µM) est aussi inhibée 

(p<0,001) par comparaison avec les cellules contrôles. 
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 Figure 47: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide dér ivé P10 sur  la 
migration des cellules UACC903 à la concentration de 30µmol/L  

Moyenne de 6 déterminations ±1SD; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos: aspect des blessures à t0 et à t24h d’ incubation dans les différentes conditions 
- La ligne blanche indique les berges de la blessure 
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V-1-2-2- Etude de la migration des cellules UACC 903 en présence de NC1(XIX) à  

               concentrations croissantes 

 
       La  blessure des cellules UACC 903 incubées avec le NC1(XIX) à 30µM et 60µM 

persiste après 24heures d’ incubation. L’ inhibition de la migration obtenue est plus importante 

et statistiquement significative (P<0,05) à 60µmol/L (figure 48).  

 

 

0

0,5

1

1,5

2

t=0h Contrôle NC1(XIX)
30µmol/L

NC1(XIX)
60µmol/L

T
ai

lle
 d

e 
la

 b
le

ss
u
re

 e
n
 c

m

 

Figure 48: Effet du domaine NC1 du collagène XIX sur  la migration des cellules 
UACC903 à la concentration de 30µmol/L  et 60µmol/L  

Moyenne de 8 déterminations ±1SD 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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VI - Effets du domaine NC1(XIX) sur  les cellules endothéliales humaines 
 
VI -1- Etude de la prolifération cellulaire  

 

       Cette étude a été effectuée par un dosage colorimétrique avec le réactif WST-1®.  

Le NC1(XIX) et le peptide P10 n’altèrent pas la prolifération des cellules HUVEC (5 .104 

cellules/puits) à la concentration de 30µmol/L, après une incubation de 24 et 48h (figure 49). 

Ce résultat est identique à celui précédemment obtenu au résultat avec les cellules de 

mélanome murin B16F10. 
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Figure 49: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et son peptide dér ivé P10 sur  la 
prolifération des cellules HUVEC à la concentration de 30µmol/L  

Dosage au WST-1®; moyenne de 4 déterminations± 1SD; pas de différence significative 
*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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VI -2- Etude de la migration cellulaire par  vidéomicroscopie 
 
       La migration des cellules HUVECs est étudiée dans le modèle de blessure artificielle en 

présence et absence de NC1 (XIX) ou de  son peptide dérivé P10 à la concentration de 

30µmol/L. Elle est déterminée par l’aptitude qu’on les cellules à recouvrir la surface de la 

blessure. Une image de la blessure est prise toutes les heures par le vidéomicroscope. 

La figure 50 montre une inhibition de la migration des cellules HUVECs après 24 heures 

d’ incubation avec le domaine NC1(XIX) et son peptide dérivé P10 à la concentration de 

30µmol/L. Ces cellules incubées avec les peptides couvrent une surface plus petite de la  

 

blessure artificielle par comparaison avec les cellules contrôles qui migrent jusqu’à ce que les 

2 bords de la blessure se rejoignent pour fermer  la blessure. 
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Figure 50: Inhibition de la migration des cellules  HUVEC par  le domaine NC1 du 
collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée P10 

- NC1(XIX) et P10 ont été ajouttés à la concentration de 30µmol/L  
- Moyenne de 6 déterminations± 1SD; *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
- Photos: aspect des blessures à t0, et à 24h d’ incubation dans les différentes conditions 
- La ligne blanche indique les berges de la blessure 
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VI -2-1- Analyse de la migration des cellules HUVECs en vidéomicroscopie (Qmig-2D) 

 

VI -2-1-1- Analyse des trajectoires de migration  

 

       Le suivi du déplacement individuel des cellules HUVECs a été réalisé grâce au logiciel 

Qmig-2D, qui permet d’analyser la migration des cellules en deux dimensions. 

Cette analyse permet de déterminer la vitesse de migration, et aussi d’enregistrer les 

trajectoires de chaque cellule au cours du temps de migration. Les trajectoires des cellules 

HUVECs sont déterminées en fonction de  leur déplacement le long des axes X et Y et du 

temps.  

On observe (figure 51) que les cellules contrôles présentent des déplacements importants et 

ordonnés au cours du temps selon l’axe des X, leur permettant ainsi de migrer loin dans la 

blessure.  

Les cellules HUVECs incubées  avec NC1(XIX) ou son peptide dérivé P10 présentent des 

déplacements réduits. L’ inhibition de la migration peut être expliquée par des mouvements 

aléatoires qu’effectuent les cellules selon l’axe des Y, montrant une altération de la 

directionnalité de migration.  
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Figure 51: Trajectoire des cellules HUVECs  en absence (ctr l) et en présence du domaine 
NC1(XIX) ou de son peptide dér ivé P10 à la concentration de 30µmol/L  

Les trajectoires de 15 cellules choisies au hasard sont présentées. Les échelles sont 
présentées en pixels. 
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VI -2-1-2- Analyse des positions de migration 

 

       L’analyse des positions des cellules dans la blessure en fonction du temps de migration, 

selon l’axe des X et Y montre des différences significatives entre les positions des cellules 

contrôles et de celles incubées avec NC1(XIX) ou son peptide dérivé P10 à 30µmol/L. 

Les positions qu’occupent les cellules contrôles dans la blessure sont de plus en plus avancées 

sur l’axe des X au fur et à mesure qu’on avance dans le temps, alors que les cellules incubées 

avec NC1(XIX) et le peptide dérivé P10 à 30µmol/L occupent des positions retardées  (Figure 

52 A). Les cellules traitées avec le domaine NC1(XIX) et le peptide dérivé P10 paraissent 

présenter des déplacements plus important dans la blessure selon l’axe des Y (figure 52 B), 

évoquant une altération de la directionnalité de migration. 
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Figure 52: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée 
P10 (30µmol/L) sur  les positions des cellules HUVECs en X et Y au cours de la migration  
(Moyenne de 15 déterminations ± 1SD); *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 

**  
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VI -2-1-3- Analyse de la distance de migration 

 

       La distance de migration parcourue par les cellules contrôles dans la blessure est 

importante en fonction du temps de migration.  

Une tendance à la diminution de la distance de migration (non statistiquement 

significative) est obtenue lors  de l’ incubation des cellules avec  le domaine NC1 (XIX) et 

son peptide dérivé P10 à 30 µM (Figure 53). Ceci peut être dû aux déplacements 

aléatoires effectués par les cellules, avec perte de la directionnalité de la migration. 
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Figure 53: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée 
P10 sur  la distance de migration des cellules HUVECs 

(Moyenne de 15 déterminations±1SD); *  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

 - 115 - 

 

VI -2-1-4- Analyse des vitesses de migration  

 

       La comparaison des vitesses de migration des cellules HUVECs contrôles à celles 

incubées avec NC1 (XIX) et son peptide dérivé P10 montrent une tendance à la diminution de 

la vitesse de migration en présence du domaine NC1 (XIX) et son peptide dérivé P10 à la 

concentration de 30µmol/L (Tableau 8). 

Pour le peptide P10, l’effet est moins marqué après 24heures qu’après 12 heures, ce qui 

confirme l’hypothèse d’un effet de plus courte durée pour ce peptide, déjà suggérée 

précédemment. 

  

 Contrôle NC1 (XIX) P10 

12 heures 14,68 ± 3,3 13,60 ± 2,7 12,92 ± 2,8 

24 heures 14,90 ± 3,1 13,04 ± 2,0 13,95 ± 2,2 

 

 

Tableau 8: Effet du domaine NC1 du collagène XIX et sa séquence peptidique dér ivée 
P10 sur  la vitesse de migration des cellules HUVECs (µm/h) 

Moyenne de 15 déterminations±1SD 
 

 

VI -3- Effets de NC1(XIX) et son peptide dér ivé P10 sur  la formation de pseudotubes 
 

       Les cellules endothéliales ensemencées sur Matrigel® forment spontanément des 

pseudotubes évoquant les premiers stades de formation de néo-capillaires. Bien que peu 

spécifique, cette propriété est recherchée en première intention pour étudier les capacités 

d’angiogenèse in vitro. 

Les cellules HUVEC (5.104 cellules/puits), ensemencées sur Matrigel®, en plaque 24 puits 

sont incubées ou non en présence de NC1 (XIX) ou du peptide dérivé P10 (30 µmol/L).  

Après 24 heures d’ incubation, on constate que les cellules contrôles s’organisent en 

pseudotubes. Cette capacité est nettement altérée lorsque le peptide NC1 (XIX) 30µM ou son 

dérivé P10 30µM sont ajoutés au milieu d’ incubation (quantification réalisée avec le logiciel 

d’analyse d’ images Image J). La mesure de la longueur des pseudotubes,  permet de mettre en 

évidence une réduction  de la formation de ces pseudotubes d’environ 35% dans les cultures 

XIX 
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incubées avec NC1(XIX) ou P10. Il existe toutefois une importante dispersion des résultats 

dans les cultures contrôle, qui empêche une significativité statistique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54: Effet de NC1 (XIX) et du peptide dér ivé P10 sur  la formation de pseudotubes  
par  les cellules HUVECs cultivées sur  matr igel ® 

(Quantification avec le logiciel Image J; moyenne de 3 déterminations ± 1 SD) 

*  p<0.05, **  p<0.01, ***  p<0.001 
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VI I - Effet du domaine NC1(XIX) sur  l’organisation du cytosquelette cellulaire 

        

       Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le Dr S. Brézillon dans notre 

laboratoire. 

 

VI I -1-Cellules tumorales B16F10 

 

       Les cellules tumorales B16F10 ont été ensemencées  sur un coating de fibronectine ou sur 

des lames en verre. Elles ont été ensuite cultivées pendant 24 heures en présence ou absence 

du peptide NC1(XIX) à la concentration de 120µmol/L. Les cellules ont été observées en 

microscopie confocale suite à un immunomarquage utilisant des anticorps anti-actine et anti-

vinculine. Les cellules incubées avec NC1(XIX) ne présentent pas de désorganisation 

significative du cytosquelette d’actine. En absence ou présence de NC1(XIX) à 120µM, les 

cellules tumorales présentent une même morphologie de structure sous forme de cellules 

étoilées, émettant des  pseudopodes. 

La vinculine est une protéine membranaire et cytosquelettique, présente au niveau des plaques 

d’adhésion focale. En absence ou présence de NC1(XIX), la vinculine est présente de la 

même façon au niveau des extrémités des pseudopodes émis par les cellules tumorales (figure 

55). 
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Figure 55: Effet du peptide NC1(XIX) sur  l’organisation du cytosquelette et distr ibution 
de la vinculine dans les cellules B16F10 après 24 heures d’ incubation à la concentration 

de 120µmol/L  
Cellules observées et photographiées à l’aide d’un microscope confocal 
La couleur  rouge représente le marquage de la vinculine et la couleur  ver te représente le 
marquage de l’actine 
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VI I -2- Cellules endothéliales: HUVEC  

 

       L’organisation du cytosquelette des cellules HUVEC a été étudiée par 

immunocytochimie avec les mêmes anticorps que ceux utilisés pour les cellules B16F10. 

Les cellules HUVEC incubées en absence ou présence de NC1(XIX) à la concentration de 

30 et 60µmol/L présentent une morphologie inchangée, émettant des pseudopodes et un 

cytosquelette organisé. La vinculine est présente au niveau des plaques d’adhésion focale 

en présence ou absence de NC1 (XIX) et l’on n’observe pas de modification significatifve 

(figure 56). 

 

Figure 56: Effet du peptide NC1(XIX) sur  l’organisation du cytosquelette des cellules 
HUVECs après 24 heures d’ incubation à la concentration de 30 et 60 µmol/L  

Cellules observées et photographiées à l’aide d’un microscope confocal 
La couleur  rouge représente le marquage de la vinculine et la couleur  ver te représente le 
marquage de l’actine 
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Discussion 

 

       L’ invasion tumorale constitue la phase clé du processus cancéreux. Elle permet la 

progression et la dissémination des cellules cancéreuses dans l’ensemble de l’organisme,  et 

leur transformation en cellules métastasiques. Les mécanismes de dispersion et d’ invasion 

tumorale mettent en jeu des modifications d’ interactions de cellules à cellules et de cellules à  

matrice extracellulaire. Les modifications des assemblages matricellulaires constituent le 

mécanisme déclencheur du processus métastasique. 

La migration cellulaire constitue le point de départ du processus métastasique, permettant 

ainsi aux cellules cancéreuses de quitter le foyer primaire, de s’ implanter et de proliférer 

ailleurs. Au cours de la migration, les cellules cancéreuses changent de forme et intéragissent 

avec les structures qui les entourent, en particulier les constituants de la matrice 

extracellulaire. L’acquisition des nouvelles propriétés biochimiques et caractéristiques 

morphologiques  permet aux cellules cancéreuses de s’échapper de la tumeur primaire et de 

franchir la barrière biologique de l’ invasion tumorale (Malo et coll 2006). A ceci s’ajoute 

l’expression d’enzymes protéolytiques capables de dégrader la matrice extracellulaire. La 

protéolyse partielle des constituants de la matrice libère des nouveaux peptides capables de 

moduler la progression tumorale et/ou l’angiogenése. Ces produits issues de la protéolyse des 

constituants de la matrice sont appelés des matrikines ou matricryptines (Simeon et coll 1999, 

Davis et coll 2000). 

Les domaines C-terminaux (domaines NC1) de plusieurs types de collagènes associés à la 

membrane basale (types IV, XV, XVIII et XIX) sont des matrikines à propriétés anti-

tumorales et anti-angiogéniques. C’est le cas de l’endostatine, domaine NC1 de la chaîne α1 

(XVIII), la restine, domaine NC1 de la chaîne α1 (XV), la tumstatine, domaine NC1 de la 

chaîne α3 (IV), la canstatine, domaine NC1 de la chaîne α2 (IV) et l’arresténe, domaine NC1 

de la chaîne α1 (IV) (Maquart et coll 2004).  

       Le collagène de type XIX est un collagène mineur présent dans la zone de la membrane 

basale associé aux collagènes de type IV, XV, et XVIII (Myers et coll 1997). Initialement, il a 

été caractérisé par son implication dans les processus de différenciation musculaire et de 

morphogenèse (Sumiyoshi et coll 2001, Sumiyoshi et coll 2004). Le collagène de type XIX 

disparait au cours des phases précoces de la progression tumorale du cancer du sein (Amenta 

et coll 2003). 
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Notre laboratoire a montré que le collagène de type XIX est capable d’ inhiber la progression 

tumorale dans un modèle expérimental de mélanome malin (Ramont et coll 2007). A partir de 

ces résultats sur la progression tumorale in vivo, nous nous sommes intéressés à préciser les 

effets anti-tumoraux et anti-angiogéniques  du domaine NC1 du collagène de type XIX, et 

tenter de caractériser sa séquence polypeptidique  minimale active reproduisant les effets 

biologiques du peptide entier. 

Effet biologiques de NC1(XIX) 

       Nous avons réalisé une étude in vivo, dans un modèle de mélanome murin, par injection 

de cellules B16F1 par voie sous-cutanée à des souris C57/B16. L’ injection entraîne le 

développement de tumeurs sous-cutanées, dont on peut mesurer la croissance régulièrement. 

Un  traitement des animaux  par injections intra-péritonéales avec le domaine NC1 (XIX) a 

été réalisé aux jours 7 et 14 après l’ induction des tumeurs. Nous avons observé qu’une 

inhibition de 70% de la croissance tumorale est  induite par le domaine NC1(XIX).Cette étude 

de la croissance tumorale in vivo confirme bien l’effet anti-tumoral du domaine NC1 du 

collagène de type (XIX), propriété qui a été montrée par l’équipe du laboratoire.  L’examen 

histologique des tumeurs des animaux traités avec le domaine NC1 (XIX) montrait une 

diminution de la vascularisation intratumorale,  associée à une diminution de l’expression du 

VEGF (Ramont et coll 2007).  

L’effet anti-tumoral du domaine NC1(XIX) observé in vivo n’est pas dû à l’ inhibition de la 

prolifération ni à des modifications des capacités d’adhésion des cellules tumorales. Nous 

avons observé que le domaine NC1(XIX) ne modifie pas la prolifération ni l’adhésion des 

cellules de mélanome in vitro. Cet effet est retrouvé aussi bien pour les cellules de mélanome 

murin que pour les cellules de mélanome  humain et aussi pour les cellules endothéliales 

humaines. 

Cette absence d’effet du domaine NC1(XIX) sur la prolifération et l’adhésion des cellules 

tumorales a été précédemment décrite par l’équipe du laboratoire (Ramont et coll 2007). Ici, 

nous avons étudié la prolifération des cellules de mélanome murin B16F10 en présence du 

domaine NC1(XIX) pendant 24 heures en présence de concentrations croissantes du peptide 

(30, 60, et 120 µmol/L). La prolifération des cellules tumorales n’était pas altérée, même par 

les concentrations élevées du domaine NC1(XIX). Celui-ci  ne présente, par ailleurs, pas 

d’effet  toxique sur les cellules. 
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Les domaines NC1 issus des chaînes α1, α2 et α3 du collagène de type IV inhibent la 

prolifération des cellules endothéliales (Colorado et coll 2000, Kamphaus et coll 2000, Pasco 

et coll 2000). Ce même effet a été décrit aussi  pour l’endostatine sur les cellules 

endothéliales. L’endostatine ne présente toutefois aucun effet inhibiteur sur la prolifération 

des cellules tumorales (Dhanabal et coll 1997, O’Reilly et coll 1997). 

La restine, domaine NC1 du collagène XV, a un effet plus faible que l’endostatine sur la 

prolifération des cellules endothéliales. Cet effet varie aussi selon le type cellulaire 

(Ramchandran R et coll 1999).  

Nous avons montré que le domaine NC1 du collagène XIX ne modifie pas l’adhésion des 

cellules tumorales in vitro. Il a été précédemment montré que les domaines NC1 issus des 

chaînes α1 et α2  du collagène de type IV induisent l’adhésion des cellules de la crête neurale 

du poulet (Lein et coll 1991). Il en est de même pour le domaine NC1 de la chaîne α3 du 

collagène de type IV  ou tumustatine qui lorsqu’ il est immobilisé au fond des plaques de 

culture  induit l’adhésion des cellules tumorales (Han et coll 1997, Shahan et coll 1999 et 

2000).  

L’ inhibition de la progression tumorale trouvée in vivo peut être expliquée au moins 

partiellement par une inhibition de la migration cellulaire en présence du domaine NC1 du 

collagène de type XIX. La migration des cellules tumorales est inhibée in vitro dans les 

modèles de blessure artificielle. NC1(XIX) inhibe aussi bien la migration des cellules 

tumorales murines que celles des cellules humaines et aussi la migration des cellules 

endothéliales 

L’étude de la migration dans un modèle de culture à deux dimensions permet de déterminer 

les capacités migratoires des cellules tumorales. La technique d’acquisition et de traitement 

d’ image que nous avons utilisée (Zahm et coll 1997) permet d’analyser le suivi et la 

quantification des trajectoires, la vitesse des cellules et la distance parcourue en deux 

dimensions selon des axes X et Y, par les cellules. L’analyse des paramètres de la migration 

des cellules tumorales nous a montré l’effet inhibiteur du domaine NC1(XIX).  

NC1(XIX) affecte les mouvements cellulaires au cours de la migration. L’analyse des 

trajectoires des cellules incubées avec le domaine NC1(XIX) montre des déplacements 

cellulaires courts, par comparaison avec les déplacements des cellules contrôles qui sont plus 

grands et mieux ordonnés selon l’axe des X. Les déplacements désordonnés des cellules  
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incubées avec NC1(XIX) semblent dus à la perte de la directionnalité de migration et aussi à 

la perte de certaines interactions cellulaires.  

De même une diminution de la vitesse de migration est observée en présence du domaine 

NC1 du collagène de type (XIX). La diminution de la vitesse de migration et la perte de la 

directionnalité du mouvement par rapport à l’axe des X peuvent expliquer la diminution de la 

distance parcourue par les cellules au sein de la blessure. L’ inhibition de la migration des 

cellules tumorales par NC1(XIX) est la conséquence d’une perturbation de l’ensemble des 

paramètres de migration. 

Il a été montré que les propriétés anti-tumorales du domaine NC1 du collagène XIX sont liées 

à une réduction des capacités invasives des cellules tumorales B16F1 in vitro (Ramont et coll 

2007). De même, le domaine NC1 de la chaîne α3 du collagène de type IV a été décrit comme 

une matrikine inhibitrice de l’ invasion des cellules tumorales (Pasco et coll 2000). 

Les capacités migratoires des cellules endothéliales humaines ont été déterminées par 

vidéomicroscopie dans le modèle de blessure artificielle.  

L’analyse des paramètres de la migration des cellules endothéliales nous a montré l’effet 

inhibiteur de NC1(XIX) retrouvé précédemment avec les cellules tumorales. Les cellules 

endothéliales incubées avec NC1(XIX) présentent des déplacements cellulaires courts et 

désordonnés par comparaison avec les cellules contrôles. L’addition de NC1(XIX) dans le 

milieu de culture induit une diminution de la vitesse de migration, et une diminution de la 

distance parcourue par les cellules au sein de la blessure. NC1(XIX) inhibe la migration des 

cellules endothéliales humaines en affectant l’ensemble des paramétres de migration. 

L’angiogenése tumorale est un processus indispensable à la croissance de la tumeur. C’est le 

mécanisme par lequel naissent des nouveaux vaisseaux sanguins à partir des capillaires 

préexistants. La croissance tumorale dépend de la formation de ces nouveaux capillaires 

(Folkman J et coll 1971). La croissance tumorale in vivo nécessite la vascularisation des 

tumeurs. Le domaine NC1 du collagène de type XIX présente un effet anti-angiogénique. Il 

inhibe in vitro, la migration des cellules endothéliales et leur capacité à former des 

pseudotubes lorsqu’elles sont cultivées sur du Matrigel®. Cet  effet anti-angiogénique du 

domaine NC1 du collagène XIX a été observé in vivo dans le modèle de mélanome 

expérimental de la souris (Ramont et coll 2007). Les propriétés anti-angiogéniques du 

domaine NC1 du collagène de type XIX sont retrouvées pour d’autres matrikines des  



Discussion 
 

 - 124 - 

 

collagènes de la membrane basale. Ainsi, les matrikines des domaines NC1 des chaînes α1, 

α2 et α3 du collagène de type IV inhibent in vitro la formation de pseudotubes à partir des 

cellules endothéliales cultivées sur du Matrigel®. La tumstatine, en particulier, inhibe in vitro 

mais aussi in vivo l’angiogenése par augmentation de l’apoptose des cellules endothéliales 

(Maeshima et col 2000). De même, la principale fonction de l’endostatine, domaine NC1 du 

collagène XVIII, est d’ inhiber l’angiogenése (Ortega et coll 2002, O’Reilly et coll 1997). 

Notre laboratoire a précédemment montré que le peptide NC1 (XIX) inhibe l’expression du 

facteur angiogénique VEGF dans les mélanomes expérimentaux, induisant ainsi l’ inhibition 

de la vascularisation tumorale (Ramont et coll 2007). Les mécanismes d’action par lesquels 

agit NC1(XIX) pour induire son effet anti-angiogénique restent encore inconnus. 

Nous n’avons pas observé de modification significative de l’expression des MMP-2 et MMP-

9 dans les tumeurs ni dans les cultures de cellules tumorales incubées avec NC1(XIX).  

Nos résultats préliminaires suggérent toutefois que celui-ci pourrait diminuer l’expression de 

l’uPA, une enzyme fortement impliquée dans le processus d’ invasion tumorale (Thévenard J 

et coll 2010). Ils devront toutefois être confirmés par des études supplémentaires, notamment 

des RT-PCR en temps réel et dosages ELISA.   

       La migration cellulaire est nécessaire au phénomène de l’ invasion tumorale et constitue le 

point de départ du processus métastatique. Ainsi, les cellules cancéreuses acquièrent de 

nouvelles propriétés biochimiques et des caractéristiques qui leur permettent de s’échapper de 

la tumeur primaire. La migration cellulaire implique une régulation de l’organisation/ 

désorganisation du cytosquelette cellulaire en coordination avec l’attachement à des éléments 

extracellulaires. Ce mécanisme met en jeu des voies de signalisations induites par 

l’attachement des cellules aux constituants de la matrice-extracellulaire, médié par des 

intégrines. La modification des fibres d’actine au cours de la migration cellulaire met en jeu 

l’activation simultanée ou séparée de la voie de signalisation de la protéine tyrosine-kinase 

FAK (Focal Adhesion Kinase), l’élément central des complexes d’adhésion focale, mais aussi 

des voies de signalisation impliquant les petites protéines Rac et Rho/Rock (figure 57). 
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Figure 57: Voies de signalisation activée au cours de la motilité et de la migration 
cellulaire (www.avernes.fr ) 

 

L’étude du cytosquelette des cellules tumorales et endothéliales par immunocytochimie a été  

réalisée en présence du domaine NC1 du collagène XIX  à différentes concentrations et 

pendant 24 heures, en utilisant un immunomarquage de l’actine et de la vinculine. 

Le cytosquelette des cellules incubées avec le domaine NC1 (XIX) ne présentait pas de 

désorganisation des filaments d’actine. L’ inhibition de la migration cellulaire par le 

NC1(XIX) n’est donc pas due à la modification du cytosquelette. Le peptide agit 

probablement par une autre voie pour induire son effet anti-migratoire. 

Il a été montré par des études précédentes que certaines matrikines dérivés des domaines NC1 

des collagènes de membranes basales  se lient à des récepteurs spécifiques (les intégrines) à la 

surface des cellules tumorales et endothéliales, et activent ainsi des voies de signalisations 

intracellulaires qui médient leurs effets. Les matrikines dérivées des domaines NC1 du 

collagène de type IV se lient pour beaucoup d’entre elles aux intégrines α1β1 et/ou α2β1 

(Ortega et Werb 2002).  
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La tumstatine se lie pour sa part à l’ intégrine αvβ3 pour induire l’ inhibition de la prolifération 

des cellules tumorales (Maeshima et coll 2000 a). Par ailleurs, les cellules endothéliales 

adhérent au domaine NC1 de la chaîne IV par l’ intermédiaire de l’ intégrine α6β3 (Maeshima 

et coll 2000 b).  

Les données obtenues au cours de nos travaux laissent supposer que le domaine NC1 du 

collagène XIX est une nouvelle matrikine qui, en se fixant sur un (ou des) récepteur(s) 

spécifique des cellules tumorales et endothéliales peuvent activer une ou plusieurs voies de 

signalisation intracellulaires indispensables à son activité anti-tumorale.  

 

Effet biologiques des peptides dér ivés de NC1(XIX) 

       Nous nous sommes intéressés au cours de ce travail à la caractérisation de la séquence 

polypeptidique minimale active de NC1(XIX) reproduisant les effets biologiques du peptide 

entier. Pour cela nous avons utilisé des peptides synthétiques P10, P8, et P6 (constitués des 

10, 8 et 6 premiers acides aminés du domaine NC1 du collagène XIX). Nous avons aussi 

utilisé des peptides plus courts P1: EDCLYPVS, P2: DCLYPVS, et P3: CLYPVS, et un 

peptide analogue de NC1(XIX), le P19 muté (P19m: NGEDCLYGVSHAHQRTGGN) dans 

lequel on a substitué des résidus de proline par des glycine. Ces résidus de proline paraissent 

particulièrement importants pour la conformation du peptide dans l’espace et/ou son 

interaction avec un récepteur. 

       Nous avons réalisé une étude in vivo, dans un modèle de mélanome murin, par injection 

de cellules B16F1 par voie sous-cutanée à des souris C57/B16. L’ injection entraîne le 

développement de tumeurs sous-cutanées, dont on peut mesurer la croissance régulièrement. 

Un  traitement des animaux  par injections intra-péritumorales avec les différents peptides qui 

en dérivent P10, P8 et P6 a été réalisé aux jours 7 et 14 après l’apparition des tumeurs. Nous 

avons observé qu’une inhibition de 70% de la croissance tumorale est induite par le peptide 

P10, ce qui est un effet très similaire à celui de NC1(XIX). Par contre, P8 est moins efficace 

et P6 est sans effet.  
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Le peptide P10, constitué par les 10 premiers acides aminés du domaine NC1(XIX), s’avère 

présenter les mêmes propriétés que le domaine NC1(XIX) complet sur la croissance tumorale 

in vivo. Il est intéressant de noter que ce peptide P10 est particulièrement bien conservé dans 

toutes les espèces animales. 

       In vitro, et dans les mêmes conditions que NC1(XIX), nous avons étudié la prolifération 

des cellules de mélanome murin, de cellules de mélanome humain et aussi de cellules 

endothéliales humaines en présence des peptides dérivés P10, P8 et P6. De même que 

NC1(XIX), ces peptides ne modifient pas la prolifération cellulaire. Ils ne modifient pas non 

plus les capacités d’adhésion des cellules de mélanome murin in vitro. 

La migration des cellules de mélanome murin a été étudiée dans un modèle de blessure 

artificielle en présence des peptides dérivés de NC1(XIX). Une inhibition a été obtenue avec 

P10 dans les mêmes conditions que NC1(XIX) complet, P8 et P6 s’avérant inactifs. 

Le peptide P10 dérivé du domaine NC1 du collagène XIX présente donc les mêmes propriétés 

inhibitrices sur la migration des cellules tumorales que le NC1(XIX) complet. Il parait 

toutefois plus instable car son activité disparait s’ il n’est pas remplacé par du peptide frais 

après 12 heures d’ incubation avec les cellules. 

L’ inhibition de la progression tumorale trouvée in vivo avec le peptide P10 peut être 

expliquée au moins partiellement par une inhibition de la migration cellulaire. La migration 

des cellules tumorales murines et des cellules endothéliales humaines est inhibée in vitro dans 

le modèle de blessure artificielle en présence de P10. L’analyse des paramètres de migration à 

l’aide d’un logiciel spécifique (2Q-mig) a montré son effet inhibiteur sur le déplacement des 

cellules: l’addition du P10 dans le milieu de culture des cellules tumorales murines et des 

cellules endothéliales humaines modifie les mouvements cellulaires. Les cellules incubées 

avec P10 présentent des déplacements courts et désordonnés par comparaison avec les 

cellules contrôles. Les déplacements cellulaires selon l’axe des X sont altérés de la même 

façon avec P10 que ceux des cellules incubées avec NC1(XIX). P10 induit aussi une perte de 

directionnalité de migration des cellules et une diminution de leur vitesse de migration. 

La croissance tumorale in vivo nécessite l’apport de nutriments aux tumeurs par 

l’ intermédiaire de néo-vaisseaux formés par les vaisseaux préxistants. P10 inhibe la migration  
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des cellules endothéliales humaines in vitro et leurs capacités à former des pseudotubes 

lorsqu’elles sont cultivées sur Matrigel®, ce qui suggére que P10 peut reproduire les effets 

anti-angiogéniques déjà observés pour NC1(XIX). 

Au total, les résultats trouvés au cours de cette étude montrent que le peptide P10 présente les 

mêmes propriétés anti-tumorales que le domaine NC1 du collagène (XIX). Il inhibe la 

croissance tumorale in vivo dans un modèle de mélanome malin et inhibe in vitro la migration 

des cellules tumorales et endothéliales dans les mêmes conditions que le domaine NC1(XIX). 

Il inhibe aussi la formation des pseudotubes par les cellules endothéliales humaines 

lorsqu’elles sont cultivées sur du Matrigel® dans les mêmes conditions que NC1(XIX).  

P8 et P6 sont pour leur part très peu actifs ou inactifs. De même, aucun effet significatif n’a 

été retrouvé avec d’autres peptides courts dérivés de NC1 (XIX) (P1: EDCLYPVS, P2: 

DCLYPVS, P3: CLYPVS). Ceux-ci ne modifient pas la prolifération des cellules tumorales et 

n’ induisent pas d’ inhibition de la migration des cellules tumorales. Il apparait donc que seul 

P10 est capable de reproduire l’activité de NC1(XIX) complet. P10 peut être considéré 

comme la séquence minimale active de NC1 (XIX). 

       Des résultats préliminaires de modélisation moléculaire effectués dans notre unité par le 

Pr. M.Dauchez ont montré que le peptide P10 conserve la structure tridimensionnelle adoptée 

par cette même séquence dans le NC1(XIX) complet, ce qui est en agrément avec la 

conservation de l’activité biologique (figure 58). 

 

Figure 58: Modélisation moléculaire des peptides NC1(XIX) et P10 

(Travail effectué par  le Pr . M. Dauchez) 

A gauche: Peptide NC1(XIX) ; A droite: Peptide P10 

P19 P10 
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       Des analyses complémentaires sont effectuées actuellement sur l’analogue de NC1(XIX) 

dans lequel les résidus proline ont été remplacés par la glycine (peptide P19m). Ce peptide 

muté P19m n’ inhibe pas la migration des cellules tumorales dans le modèle de blessure 

artificielle. La mutation des résidus de proline par des résidus de glycine fait donc perdre à 

NC1(XIX) son activité inhibitrice de la migration cellulaire. Le remplacement des résidus de 

proline par des glycine induit des modifications profondes de la structure 3D du peptide, le 

peptide P19m perdant la structure en coude qui existe entre les deux hélices de NC1(XIX) 

(figure 59). Les résidus de proline paraissent particulièrement importants pour la 

conformation du peptide dans l’espace et/ou son interaction avec un récepteur. L’absence de 

la structure en coude pour P19m, résultant de la substitution des résidus de proline par des 

résidus glycine fait disparaître l’activité biologique. La structure en coude parait donc 

nécessaire pour l’action du peptide sur la migration cellulaire. 

 

  

 

Figure 59: Modélisation moléculaire des peptides NC1(XIX) et P19m 

(Travail effectué par  le Pr . M. Dauchez) 

- En rose: Peptide NC1(XIX) 

- En mauve: Peptide P19m  

 

Structure en coude 
avec une proline 

P19 P19m 
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Conclusion et perspectives 

       Le collagène de type XIX est un collagène mineur associé aux membranes basales, 

appartenant à la famille des FACITs. Il a été isolé pour la premiére fois dans une bibliothéque 

d’ADNc humaine de rhabdomyosarcome. La chaine α1 (XIX) est constituée d’un domaine 

collagénique discontinu suivi d’un court domaine C-terminal non collagènique (NC1) de 19 

résidus d’acides aminés. 

Nous avons montré que le domaine NC1 de ce collagène, constitué de 19 acides aminés, 

présente une activité anti-tumorale en inhibant la progression tumorale dans un modèle 

expérimental de mélanome malin. Il inhibe la capacité de migration des cellules tumorales et 

leurs capacités d’envahissement du Matrigel®. De même, il inhibe l’expression du VEGF et 

de la MT1-MMP dans les tumeurs (Ramont et col 2007). 

Les résultats de la présente étude confirment ces caractéristiques anti-tumorales et anti-

angiogéniques. NC1(XIX) inhibe la croissance tumorale in vivo, inhibe la migration des 

cellules de mélanome murin et humain in vitro. De même, il inhibe la formation des 

pseudotubes par les cellules endothéliales humaines lorsqu’elles sont cultivées sur Matrigel®. 

De plus, nous avons pu caractériser un peptide actif dérivé du domaine NC1 du collagène de 

type XIX, possédant les mêmes propriétés biologiques. Ce peptide P10, (constitué des 10 

premiers acides aminés du domaine NC1) parait être la séquence peptidique minimale active 

de NC1(XIX).  

Au total le domaine NC1 (XIX) et son peptide dérivé P10 peuvent être considérés comme de 

nouvelles matrikines anti-tumorales dérivées des collagènes associés aux membranes basales. 

Ces peptides pourront être utilisés pour concevoir de nouveaux dérivés peptidiques 

succeptibles d’être utilisées en thérapeutique anti-cancéreuse. 

       L’exérèse chirugicale reste jusqu’à présent le traitement le plus efficace pour le 

mélanome, cancer à haut potentiel métastasique. Les traitements contre la dissémination 

métastasique restent très restreints. Pour étudier le potentiel thérapeutique de NC1(XIX) ou de 

P10 dans les mélanomes métastasés, nous développerons un modèle de métastases spontanées 

chez la souris immuno-déficiente, obtenu après injection sous-cutanée de cellules de  
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mélanome humain (cellules M14 ou UACC 903). Après apparition de la tumeur, les souris 

seront traitées par des injections intra-péritonéales de NC1(XIX) ou P10.  

Les souris seront ensuite sacrifiées, le nombre et le volume des métastases mesurés sur des 

coupes histologiques.  

Pour rechercher une implication de NC1(XIX) dans le contrôle de la progression tumorale 

chez l’homme, l’expression du collagène XIX sera étudiée par immunohistochimie, à l’aide 

d’un anticorps monoclonal, au sein et en périphérie de mélanomes humains et nous 

comparerons son expression avec celle des naevi bénins et de la peau saine. 

Les matrikines sont caractérisées par le fait qu’elles agissent par l’ intérmédiaire de récepteurs 

membranaires, les plus souvent de type intégrine. Nous chercherons si NC1(XIX) interagit 

avec ses cellules cibles par l’ intermédiaire  d’une intégrine, en particulier αvβ3 ou α2β1, que 

nous avons déjà mises en évidence comme médiateurs de l’action de certaines matrikines anti-

tumorales dans notre laboratoire.  

La fixation des matrikines sur leurs récepteurs spécifiques permet d’activer une ou plusieurs 

voies de signalisation intracellulaires indispensables à leurs activités biologiques. Une étude 

des voies de transduction intracellulaires impliquées dans l’activité biologique de NC1(XIX) 

sera donc réalisée. Nous étudierons en particulier la phosphorylation/déphosphorylation de 

FAK et l’activation de certaines molécules intracellulaires telles que Rac et Rho, 

généralement impliquées dans la mobilité cellulaire. 

Au total, notre travail a permis la caractérisation de nouvelles molécules d’origine matricielle 

possédant des propriétés anti-tumorales. Il nous permet de progresser vers le développement 

d’analogues pseudo-peptidiques susceptibles d’être utilisés comme médicaments anti-

cancéreux, permettant de limiter la progression tumorale et la dissémination métastatique, 

utilisables dans le traitement du mélanome mais aussi d’autres cancers.  
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Abstract 

Type XIX collagen is a minor collagen that localizes to basement membrane zones. We previously 

demonstrated that the C-terminal NC1, domain of type XIX collagen inhibits tumor growth  in vivo. In 

the present study, we analyzed the effects of the NC1(XIX) collagen domain on migratory behaviour 

of melanoma B16F10 cells. We found that NC1(XIX) do not inhibit melanoma cell proliferation. On 

the contrary, NC1(XIX) strongly inhibited the migratory capacities of melanoma cells in the scratch 

wound model and in Ibidi® devices : cell migration speed was 7.69 ± 1.49 µm/h for the controls vs 

6.64 ± 0.82 µm/h for cells incubated with 30 µmol/L NC1(XIX) and 5.72 ± 0.67 µmol/h with 60 

µmol/L NC1 (XIX). Similar results were obtained with UACC 903 human melanoma cells. Further 

works will be necessary to elucidate the molecular mechanisms of this migration inhibition. It may, 

however, explain, at least partially, the inhibition of tumor growth that we observed in vivo. 

 

 

Keywords : Angiogenesis, basement membranes, cell migration, collagen XIX, matrikines, 

melanoma, NC1 domains. 
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INTRODUCTION 

 

Type XIX collagen is a minor collagen initially isolated from human rhabdomyosarcoma [1,2]. It 

belongs to the FACIT collagen family (Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helix) [3] 

which includes collagen types IX, XII, XIV, XX, XXI, and XXII (for review, see [4]). It is localized in 

the basement membrane zone of vascular, neuronal, mesenchymal and epithelial tissues, associated 

with type IV, type XV and type XVIII collagens [5,6]. The molecule is a homotrimer formed by three 

α1(XIX) chains, each one composed of a 266-residue non-collagenous amino-terminus domain, a 832-

residue discontinuous triple helical domain and a short 19-residue C-terminal non collagenous (NC1) 

domain [7, 8]. 

 

The three α1(XIX) chains are linked together by interchain disulfide bridges located just at the end of 

the last collagen domain. Trimerization and triple helix stabilization depend, however, on the NC2 

domain, which forms a stable trimer and substantially stabilizes the triple helical domains attached to 

it [9].  

 

Many experimental data suggested that type XIX collagen might be involved in embryonic 

development. It was first shown to be ubiquitously expressed during mouse embryogenesis, becoming 

restricted to a few tissues in the adult organism [6]. Further experiments demonstrated that it may be 

strongly involved in muscle differentiation [10, 11], especially in the limbs, tongue and the smooth 

muscle layer of the stomach and oesophagus [11, 12]. More recently, collagen XIX was shown to be 

expressed by neurons of the central nervous system and to contribute to the formation of hippocampal 

synapses [13]. 

 

Since type XIX collagen was found to be present in basement membrane zones, it was suggested that 

it might have a role in basement membrane-cell interactions. Particularly, its pronounced vascular 

association suggested that it might be involved in the control of angiogenesis processes [5]. Particular 

attention was paid to the potential role of collagen XIX in the control of cancer progression occurred 

when Amenta et al [14] demonstrated that loss of type XV and type XIX collagens preceded basement 

membrane invasion in breast carcinoma. These authors observed that these collagens were lost early in 

the development of invasive tumors, prior to penetration and dissolution of the epithelial basement 

membrane. They suggested that disappearance of these collagens from the basement membrane zone 

might promote tumor cell infiltration. 

 

Since type XIX collagen contains a C-terminal NC1 domain analogous to that of the type IV collagen 

α(IV) chains, which were previously described to inhibit tumor growth and/or angiogenesis (for 

review, see [15]), we decided to investigate whether the NC1(XIX) domain of type XIX collagen 
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could inhibit tumor growth. We demonstrated that NC1(XIX) was able to decrease tumor growth and 

invasion in a mouse melanoma model [16]. In the present paper, we demonstrate that NC1(XIX) may 

inhibit melanoma cell migration, which might partly explain its anti-tumor effects. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Reagents : 

Culture medium and molecular biology products were from Life Technologies (Invitrogen, 

Strasbourg, France). All other reagents were purchased from Sigma (St Quentin-Fallavier, France) 

 

Cells cultures : 

B16F1 and B16F10 cells, two lung metastatic sublines of murine B16 melanoma, and UACC 903 

cells, a human melanoma cell line, were provided by the American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA). They were grown in RPMI 1640 medium supplemented with 5 % Fetal Bovine Serum 

(FBS) in Nunclon® 25 cm2 flasks (Dutscher, Brumath, France) at 37°C in a humid atmosphere (5%  

CO2, 95 % air). 

 

Peptides :   

 

The NC1(XIX) peptide, NPEDCLYPVSHAHQRTGGN, and the corresponding scrambled peptide, 

AGNEQPNYHSDPGTHLCRV, were obtained by solid-phase synthesis using Fmoc [N-(9-

fluorenyl)methoxycarbonyl] strategy (PerSeptive Biosystems, Pioneer, USA). They were purified by 

reverse-phase high performance liquid chromatography (Gilson-Thermo, UK) on a C18 column 

(150x10 mm, 5 µm) eluted by a gradient (1 %/min from 30 to 60 %) of acetonitrile containing 0.1% of 

trifluoroacetic acid in water, and the obtained peptides were lyophilized [17]. 

 

Animals : 

 

C57B16 mice (average body weight, 16-18 g) were purchased from Harlan (Gannat, France). Animals 

were individually caged and given food and water ad libitum. They were kept in a room with constant 

temperature and humidity. All mice were acclimatized to our laboratory conditions for 1 week before 

starting the experiments. The in vivo experiments were conducted according to the guidelines of our 

Federative Research Institute ethical committee. They were sacrified at day 18 by CO2 inhalation after 

Ketamine / Xylazine anesthesia. 
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Cell proliferation measurement : 

 

Cell number was determined using the WST-1 reagent according to the manufacturer instructions 

(Roche Diagnostic, Meylan, France). This test is a colorimetric assay of cell proliferation and cell 

viability, based on the cleavage of a tetrazolium salt by mitochondrial dehydrogenases in viable cells [ 

18 ].Cell viability was also checked by the trypan blue exclusion test. 

 

In vitro matr igel invasion assays 

 

Cell invasion capacity were assayed in Transwell devices (Costar, distributed by Dutscher, Brumath, 

France). RPMI 1640 supplemented with 10% FBS and 2% BSA was used as a chemoattractant. 

Briefly, 50,000 cells were suspended in serum-free RPMI containing 0.2% BSA and seeded onto the 

Transwell membranes (6.5 mm diameter, 8 µm pores) coated with Matrigel® (30 µg/cm2). After a 92h 

incubation period, cells were fixed with methanol and stained with crystal violet for 15 min. Cells 

remaining on the upper face of the membranes were scrapped and those on the lower face were 

counted  using an inverted microscope. 

 

Scratch wound assay : 

 

Cells (5.104 per well) were seeded in 24-well plates and cultivated to confluence in RPMI 1640 

medium supplemented with 5 % FBS. The cell layer was then wounded with a sterile 100 to 1000 µl 

pipet tip. After 2 washes with phosphate buffered saline (PBS) to eliminate cell debris, they were re-

incubated in fresh culture medium in the absence or presence of NC1(XIX) at increasing 

concentrations. After 24h or 36h, cells were photographed and the size of the remaining wound 

measured. Twelve to 14 measurements were done for each wound. 

 

Cell migration quantification using time lapse microscopy : 

 

Kinetic analysis of the migration process was measured using time-lapse microscopy in Ibidi® devices. 

In the devices, cells (3,500 cells in 70 µl) were seeded in 2 compartments separated by a silicon insert. 

At subconfluence, inserts were removed, cells rinsed twice with PBS, and the culture medium was 

replaced by fresh medium containing or not the NC1(XIX) peptide at the desired concentration. Cell 

motility was then followed using an inverted microscope (Axiovert 200 M; Zeiss, Oberkoken, 

Germany) equipped with a transparent environmental chamber (Climabox; Zeiss) at 37°C under 5 % 

(v/v) CO2 and 95 % air. The microscope was driven by the Metamorph software (Roper Scientific, 

Evry, France). Images were taken every hour and recorded with a charge-coupled device camera 
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(CoolsnapHQ: Roger Scientific). Cell migration was characterized and quantified using the Qmig-2D 

software [19]. 

 

The trajectories of 15 randomly chosen single cells for each condition were recorded and their average 

migration speed (µm/h) calculated. 

 

In vivo tumor  growth measurement : 

A suspension of B16F1 cells (2.5 x 105 in 0.1 mL RPMI 1640) was subcutaneously injected into the 

left side of syngenic C57B16 mice. NC1(XIX) (10 mg/kg mouse weight) was injected intra-

peritoneally at days 7 and 14. Control mice received the injection on the same days of either scrambled 

peptide (10 mg/kg mouse weight) or the same volume of saline without any peptide. Each group 

contained six or seven mice. Tumor volumes were determined according to the formula 

V = ½ A x B2, where A denotes the largest dimension of the tumor and B represents the smallest 

dimension [20]. They were measured on days 7, 14, 18. Animals were euthanazied at day 18. 

 

Statistical analyses  : 

 

For in vitro experiments, statistical analyses were done by Student’s t test and results expressed as 

mean ± SD. At least 3 different experiments were done in each case. For in vivo experiments, volumes 

of primary tumors were statistically analyzed using the non parametric U test of Mann and Whitney. 

 

RESULTS 

 

-NC1(XIX) inhibits in vivo tumor  growth. 

Subcutaneous injection of B16 melanoma cells (2.5 x 105 cells/mouse) induced the development of a 

tumor at the injection site. Intra-peritoneal injection of NC1(XIX) (10 mg/kg mouse weight) at days 7 

and 14 after subcutaneous injection of tumor cells induced a strong reduction of the tumor growth (-65 

%, p <0.01 at day 18), whereas the corresponding scramble peptide had no significant effect (Fig 1). 

 

-NC1(XIX) does not inhibit tumor  cell proliferation 

To test the effects of NC1(XIX) on tumor cell proliferation, melanoma cells were seeded in 24 well 

plates (20 000 cells per well) and incubated for 24 or 48 h in the absence or presence of NC1(XIX) at 

the concentrations 30, 60 or 120 µmol/L, or the scramble peptide at 120 µmol/L (Fig 2). No significant 

effect on melanoma cell proliferation was found. No sign of cell toxicity was observed and more than 

98 % of the cells excluded trypan blue. Similar results were obtained with mice (Fig 2A) and human 

(Fig 2B) melanoma cells. 
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-NC1(XIX) inhibits melanoma cell migration in the scratch wound assay 

Measurement of the wound size 24h after scratching the confluent cell layer demonstrated that the 

wound size remained significantly larger when cells were incubated with NC1(XIX) at the 

concentrations 30µmol/L, (+ 40 %, p<0.01), 60µmol/L (+95 %, p<0.001), or 120µmol/L (+65 %, 

p<0.001), µmol/L (Fig 3). 

 

-Time-lapse microscopy analysis of cell migration  

Time-lapse microscopy analysis was performed in Ibidi® devices. We observed that control wounds 

were nearly completely closed 36h after removal of the silicon insert whereas wound closure was 

significantly reduiced (-52 %, p<0.01 after 24 h ; -48 %, p<0.01 after 36h) in the presence of 

NC1(XIX) at the concentration 30 µmol/L (Fig 4). 

Cell migration parameter analysis, using the Qmig-rt software, demonstrated that cell motility was 

significantly reduced when cells were incubated with NC1(XIX) at the concentration 30 or 60 µmol/L 

(Fig 5A). Displacement along the “X”  axis (that is the axis perpendicular to the wound) was 

significantly decreased (-64%, p< 0.01, for 30 µg/mL, -87 %, p<0.001 for 60 µg/mL), (Fig 5B), 

whereas the displacement along the “Y”  axis was not. 

Measurement of cell migration speed performed 24h after wounding confirmed that NC1(XIX) 

significantly decreased cell motility: Cell migration speed was 7.69 ± 1.49 µm/h for the control vs 6.64 

± 0.82 µm/h (p<0.05) and 5.72 ± 0.67 µm/h (p <0.001) for cells incubated with NC1(XIX) at the 

concentrations 30 and 60 µg/ml respectively. 

Similar inhibition of cell migration was observed when using UACC903 human melanoma cells 

instead of murine B16 melanoma cells in the scratch wound assay (Fig.6). The inhibition was 

significant, however, at the concentration 60 µmol/L only, suggesting that these cells might be less 

sensitive to the inhibiting effect of NC1(XIX). 

 

- NC1 (XIX) decreases in vitro cell Matr igel® invasion by melanoma cells. 

For testing the capacity of NC1 (XIX) to inhibit invasive properties of melanoma cells, 50,000 UACC 

903 cells were seeded onto Transwell membranes coated with Matrigel®.  

After a 92h incubation in the absence (control) or presence of NC1 (XIX) in the culture medium (30 

µM), migrated cells on the lower face of the membrane were counted. As shown in fig. 6, NC1 (XIX) 

induced a significant reduction (-66%, p< 0.05) of melanoma cell Matrigel® invasion. 
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DISCUSSION 

 

Melanoma is the most serious form of skin cancer and its incidence has been rising steeply in the 

white population over the last 30 years [21]. 

Cancer cell migration is a key event in tumor progression and metastasis [22]. For local invasion, cells 

may migrate in interstitial tissue and around blood vessels [23].Melanoma cells have also, however, to 

cross the epithelial basement membrane to invade the underlying dermis during the vertical expansion 

phase, then to penetrate into the blood capillaries, disseminate and leave the capillaries to form 

metastasis at distance of the primary tumor. These steps necessitate complex interactions between cells 

and basement membrane components [24,25]. Many previous data, from our laboratory and others, 

demonstrated that basement membrane collagen chains may exert inhibitory effects on tumor cell 

invasion. Such effects were demonstrated, for instance, for the C-terminal NC1 domains of α1(XVIII) 

(endostatin), α1(XV) (restin), α1(IV) (arresten), α2(IV) (canstatin) or α3(IV) (tumstatin) collagen 

chains, all present in the basement membrane zone (for review, see [26]). In the case of type XIX 

collagen, its involvement in the control of cancer cell invasion was suggested by the demonstration 

that its loss precedes basement membrane invasion in breast carcinoma [14]. Immuno-histological 

studies are presently in progress in our laboratory to check if it could be the same in melanoma. 

 

Recently, we demonstrated that the C-terminal NC1 domain of human type XIX collagen also 

exhibited anti-tumor properties [17]. Searches in protein data bases showed that the amino acid 

sequence of NC1(XIX) is highly specific of type XIX collagen and is not found in other collagen 

types. We observed that NC1(XIX) was able to significantly decrease tumor growth in an 

experimental in vivo model of mouse melanoma. Some preliminary data suggested that NC1(XIX) 

could impair the invasive capacity of melanoma cells.  

 

In this paper, we confirm that systemic administration of NC1(XIX) in mice significantly reduced 

tumor growth in an experimental melanoma model. This effect was not due to an inhibition of tumor 

cell proliferation or toxicity. It does not seem that NC1(XIX) is able to induce melanoma cells 

apoptosis. For instance, prelimary experiments showed no modification of the expression of annexin V 

at the surface of B16 melanoma cells after incubation with NC1(XIX). Moreover, the finding that 

NC1(XIX) does not decrease the cell number in cell proliferation experiments is not in favour of a pro-

apoptotic effect. 

 

To investigate whether NC1(XIX) might actually decrease tumor cell migration, we decided to use the 

“scratch wound”  model, in which a sub confluent cell layer is wounded using a pipet tip. The scratch 

results in a cell free gap of approximately 1.0 mm between two areas of cancer cells, which will then 

migrate from both sides for covering the wounded area. An improved variant of this test is constituted 
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by the Ibidi devices in which cancer cells are seeded and grown to sub-confluence in two culture 

compartments separated by a silicone insert. Elimination of the insert induces cell migration without 

the need to scratch the cell layer. In both cases, cell migration may be followed, either by measuring 

the size of the wound at different times after the scratch, or by following individual cell trajectories 

using time-lapse microscopy. Quantitative analysis of cell migration by time-lapse video-microscopy 

allowed us to demonstrate that cell migration speed and cell displacement were significantly decreased 

in the presence of NC1(XIX), showing that intrinsic capacities of cells to migrate were altered. 

The decreased invasive capacities of melanoma cells incubated with NC1(XIX) was confirmed by the 

Matrigel® invasion test. Previous data from our laboratory [16] showed that the invasive capacities of 

B16 melanoma cells were strongly decreased by NC1(XIX). This effect was confirmed in this paper 

by showing that it was also found with UACC903 human melanoma cells. 

 

Cell migration is a complex and heterogeneous process [27]. It results from coordinated actomyosin-

driven shape changes of the cell body [28] and involves many intracellular signalling cascades 

including Focal Adhesion Kinase (FAK) phosphorylation [29], Rac and Rho signalling [30,31], 

Phospholipase C β activation [32] Erk 1/2 activation [33], and many others. It also involves the 

expression of specific proteinases, particulary Matrix Metallo-Proteinases (MMP) [34]. Prelimary 

results indicate that the expression of uPA, an enzyme known to activate the plasminogen / plasmin 

system, involved in cancer invasion [35], is decreased in melanoma cells incubated with NC1 (XIX). It 

was not the aim of this paper to investigate the machinery involved in the inhibiting effects of the 

NC1(XIX) peptide. It is likely, however, that NC1(XIX) alters one or more of these intracellular 

pathways for inhibiting cell migration. We previously showed that other similar extracellular matrix-

derived peptides (also called matrikines), may modify cell response by interacting with specific 

membrane integrin subunits [36,37]. Our present results lead us to make the hypothesis that the same 

process might occur with the NC1(XIX) peptide. 

 

Collectively, our results show that the inhibitory effect of the NC1(XIX) peptide on experimental 

melanoma is mediated, at least in part, by an inhibition of tumor cell migration. It does not exclude, 

however, that other effects might be involved, for instance on tumoral neo-angiogenesis [16] or on 

melanoma stem cells [38]. Further investigations will be necessary to elucidate its mechanism of 

action. 
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Legend for  figures : 

 

Fig 1 : NC1 domain of type XIX collagen inhibits tumor  growth in an exper imental melanoma 

model. 

B16F1 cells were subcutaneously injected to syngenic C57Bl6 mice (2.5 x 105 cells per mouse). 

Intraperitoneal injections of NC1(XIX) or scrambled peptides (10 mg/kg) were performed at days 7 

and 14. Control animals received the same volume of normal saline at the same days. Tumor volume 

was measured at days 7, 10, 14 and 18. (Mean of 6 or 7 animals for each group ± SD : *  : significantly 

different from controls, p<0.05; **  p<0.01). 

 

Fig 2 : NC1 domain of type XIX collagen has no significant effect on B16F10 and UACC 903 

melanoma cell proliferation.  

B16F10 cells (A) or UACC 903 cells (B) were plated into 96-well plates and incubated for 24 or 48h 

with NC1(XIX) or scrambled peptides (30, 60 or 120 µmol/L). Cell number was appreciated using the 

WST1 test. (Mean of 4 experiments ± SD : NS : No significant difference) 

 

Fig 3 : NC1 domain of type XIX collagen inhibits wound closure by B16F10 melanoma or  UACC 

903 cells in the scratch wound assay. 

B16F10 (A) or UACC (B) melanoma cells were seeded in 24-well  plates until subconfluence. 

Artificial scratch wound was performed as described in the “Methods “  section and the cells were 

incubated with or without NC1(XIX) peptide at the concentration 30, 60 or 120 µmol/L. Photographs 

were taken after 24h, using a phase-contrast inverted microscope, and the mean wound size ± SD after 

0 and 24h of at least of 10 measurements was calculated. The black lines indicate the margins of the 

wounds. 

 

 

Fig 4 : K inetic analysis of the inhibition of migration of B16F10 melanoma cells by the NC1 

domain of type XIX. 
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B16F10 melanoma cells were seeded on 24-well  plates. Artificial wound was performed and the cells 

were incubated with or without NC1(XIX) peptide at the concentration 30 µmol/L. Kinetic analysis of 

the migration of at least 15 cells, was performed using time-lapse microscopy. Difference of mean 

wound size between t0 and t12h, t24h and t36h are presented. 

 

Fig 5 : NC1 domain of type XIX collagen decreases cell displacement along the “ X”  axis dur ing 

ar tificial wound closure. 

B16F10 melanoma cells were seeded in Ibidi® devices and grown to subconfluence. Artificial wound 

was performed by removing the silicon insert and the cells were incubated with or without NC1(XIX) 

peptide at the concentration 30 or 60 µmol/L. Individual migration of 15 randomly choosed cells was 

followed using time-lapse microscopy, using the Metamorph software. Individual cell trajectories (A) 

and cell displacement along the “X”  axis (B) are presented.  

(Mean ± SD : *  : significantly different from control, p<0.05; **  p<0.01). 

 

Fig 6 : NC1 domain of type XIX collagen inhibits the invasion of UACC903 human melanoma 

cells in Matr igel assay. 

50,000 UACC cells were seeded onto Transwell membranes coated with Matrigel®.  

After 24h incubation in the absence (control) or presence of NC1 (XIX) in the culture medium (30 

µmol/L), migrated cells on the lower face of the membrane were counted. 

Left : representative photographs of the migrated cells after 24h incubation. 

Right : Quantification of the migrated cells (mean of 4 transwell membranes ± 1 SD, *  p<0.05) 
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Effet anti-tumoral et anti-angiogénique du domaine NC1 du collagène XIX: 
Caractér isation de la séquence minimale active et étude du  mécanisme 

d’action 
 

Résumé 
Le mélanome, cancer à haut potentiel métastatique, est actuellement en pleine expansion. 
C’est une tumeur cutanée qui prend naissance à la jonction derme-épiderme, où sont localisés 
les mélanocytes. L’ invasion tumorale est la phase clé du processus cancéreux. La migration 
cellulaire constitue le point de départ du processus métastatique et accompagne l’ invasion 
tumorale. Le collagène XIX est un collagène mineur de la zone des membranes basales, 
associé à d’autres types de collagènes (Collagènes de type IV, XV, XVIII). I l a été montré que 
le domaine NC1 (XIX) est capable d’ inhiber la progression tumorale dans un modèle 
expérimental de mélanome malin chez la souris (Ramont et al 2007). Dans l ’étude que nous 
présentons, nous avons étudié l’ effet du domaine NC1(XIX) et ses fragments dérivés, sur la 
croissance tumorale in vivo, sur les phases précoces de l’ invasion tumorale et sur 
l’angiogenèse in vitro. Une inhibition de 70% de la croissance tumorale est induite par le 
domaine NC1(XIX). L’effet anti-tumoral observé in vivo n’ est pas dû à l’ inhibition de la 
prolifération ni à des modifications des capacités d’adhésion des cellules tumorales. 
NC1(XIX) ne modifie ni la prolifération ni l’adhésion des cellules de mélanome in vitro. Cet 
effet anti-tumoral est retrouvé aussi bien pour les cellules de mélanome murin(B16F10) que 
pour les cellules de mélanome  humain (UACC903) et aussi pour les cellules endothéliales 
humaines (HUVEC). L’ inhibition de la progression tumorale trouvée in vivo peut être 
expliquée par une inhibition de la migration cellulaire en présence du domaine NC1 du 
collagène de type XIX. La migration des cellules tumorales est inhibée in vitro dans les 
modèles de blessure artificielle. NC1(XIX) inhibe aussi bien la migration des cellules 
tumorales murines que celles des cellules humaines et aussi la migration des cellules 
endothéliales.I l inhibe, in vitro, la capacité des cellules endothéliales à former des 
pseudotubes lorsqu’elles sont cultivées sur du Matrigel®. Nous n’avons pas observé de 
modification significative de l’ expression des MMP-2 et MMP-9 dans les tumeurs ni dans les 
cultures de cellules tumorales incubées avec NC1(XIX). Nous avons pu caractériser la 
séquence minimale active du domaine NC1(XIX), comme étant le peptide P10 formé des 10 
premiers acides aminés N-terminaux. In vivo et in vitro, P10 présente les mêmes propriétés 
anti-tumorales et anti-angiogéniques que le domaine NC1 du collagène (XIX). Les données 
obtenues au cours de nos travaux laissent supposer que le domaine NC1 du collagène XIX est 
une nouvelle matrikine à effet anti-tumoral et anti-angiogénique. 
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