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Résumé : 

Le TIMP-1, inhibiteur naturel des métalloprotéinases matricielles, exerce des effets pléïotropes 
indépendants de l’inhibition des MMPs et participe au développement de certains cancers et maladies 
neurodégénératives. Ces effets cytokiniques du TIMP-1 impliquent sa liaison à des récepteurs 
membranaires dont certains sont caractérisés, la glycoprotéine CD63/intégrine β1 et le complexe 
pro-MMP-9/CD44. Cependant les acides aminés ou les domaines du TIMP-1 se liant à ces récepteurs ne 
sont pas identifiés. Les travaux réalisés au cours de cette thèse mettent en évidence un nouveau récepteur 
du TIMP-1, la protéine LRP-1. Dans les neurones corticaux murins, le TIMP-1 se fixe aux domaines DII et 
DIV de LRP-1, est endocyté et induit une réduction de la taille des neurites ainsi qu’une augmentation du 
volume des cônes de croissance. Afin de caractériser cette interaction, nous avons utilisé une approche 
originale de modélisation moléculaire associant les analyses de modes normaux et la dynamique 
moléculaire. Ces analyses in silico ont permis d’identifier un mouvement de pince entre les domaines N- et 
C-terminaux du TIMP-1. Nous avons muté trois résidus (F12, K47 et W105) localisés dans une région 
essentielle d’un point vue énergétique à l’exécution de ce mouvement. Ces trois mutants n’ont pas d’effet 
sur la longueur du réseau neuritique et ne sont pas endocytés par LRP-1. En revanche, ils interagissent 
avec les 2 autres récepteurs (CD63 et pro-MMP-9) et reproduisent les effets du TIMP-1 sauvage. De plus, 
nous avons identifié une séquence de 6 acides aminés localisée dans le domaine extracellulaire I de CD63 
et essentielle à la liaison avec le TIMP-1. L’ensemble de ces travaux a permis l’identification de régions 
impliquées dans l’interaction du TIMP-1 avec ses différents récepteurs et pourrait permettre le 
développement de nouveaux outils pharmacologiques ciblant les activités cytokiniques du TIMP-1. 

Mots clefs : TIMP-1, LRP-1, neurones corticaux, CD63, modélisation moléculaire  

---------------- 
Abstract 

TIMP-1, a natural inhibitor of matrix metalloproteinases, exerts pleiotropic effects independent 
of MMP inhibition and thus participates in the development of some cancers and neurodegenerative 
disorders. These cytokine-like activities require TIMP-1 binding to membrane receptors. Up to date two 

receptors, CD63/integrin 1 and proMMP-9/CD44, have been characterized. Nevertheless, TIMP-1 
residues or regions binding these receptors remain unknown. In this work, we have identified the protein 
LRP-1 as a new receptor for TIMP-1. In mouse cortical neurons, TIMP-1 preferentially binds DII and DIV 
domains of LRP-1, is internalized via a LRP-1-dependent endocytosis, reduces neurite length and increases 
growth cone volume. To go deeper into TIMP-1/LRP-1 interaction, we used an original molecular modeling 
approach which combined normal mode analysis and molecular dynamic. These in silico studies allowed 
us to point out a clamp movement between the N- and C-terminal domains of TIMP-1. Three residues 
localized in a region that seems essential for the movement have been mutated (F12, K47 and W105) and 
single mutants have been produced. These mutants do not reduce neurite outgrowth and are not 
internalized by LRP-1. In contrast, they interact with the two others receptors proMMP-9 and CD63 and 
induce associated biological effects. Furthermore, we have identified a sequence of six residues localized 
in the CD63 extracellular domain I and essential for TIMP-1 binding. The set of our data highlighted new 
regions of TIMP-1 interacting with its receptors and could lead to design novel therapeutic agents 
targeting the TIMP-1 cytokine-like activities. 

Key words: TIMP-1, LRP-1, cortical neurons, CD63, molecular modeling  
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Dans les organes et tissus, la matrice extracellulaire (MEC) assure la cohésion des cellules entre 

elles et régule la prolifération, la migration, la différenciation, l’adhérence et l’apoptose cellulaire (Bosman 

and Stamenkovic, 2003). D’un point de vue structural, la MEC est un environnement complexe formé par 

un réseau de protéines fibreuses telles que le collagène, protéine ubiquitaire permettant la résilience des 

tissus, ou l’élastine qui confère aux tissus leur élasticité. La MEC est également riche en 

glycosaminoglycanes, macromolécules glycosylées permettant de maintenir son hydratation. Cette 

matrice est également composée de glycoprotéines (fibronectine, vitronectine, laminines…) qui 

permettent une interaction directe entre les cellules et la matrice, de protéoglycanes liant de façon 

covalente les glycosaminoglycanes et enfin de protéines matricellulaires telles que les 

thrombospondine-1 et -2 et les tenascine-C et -X. Ces protéines sécrétées par les cellules de la MEC se 

lient aux récepteurs cellulaires et aux protéines matricielles (Bornstein and Sage, 2002; Mecham, 2012). 

La MEC constitue un réservoir nutritionnel pour les cellules et est impliquée dans les interactions avec les 

cellules. Il s’agit par conséquent d’une structure dynamique en perpétuel renouvellement impliquant des 

processus de synthèse et de dégradation. La dégradation des protéines de la MEC est assurée par des 

protéinases, telles que les sérine protéinases ou certaines cystéine protéinases (Bonnans et al., 2014). 

Cependant, les enzymes majoritairement impliquées dans le remodelage matriciel appartiennent à la 

famille des métalloprotéases. Cette famille protéique comporte les métalloprotéinases matricielles 

(MMPs), les métalloprotéinases contenant un domaine désintégrine (ADAMs) ainsi que celles couplées à 

des motifs thrombospondines (ADAM-TS) (Lu et al., 2011). Le clivage des protéines de la MEC permet la 

libération de fragments possédant une activité biologique et appelés matrikines et matricryptines (Ricard-

Blum and Salza, 2014). La régulation de la dégradation matricielle est assurée par des inhibiteurs 

tissulaires spécifiques de ces MMPs, les TIMPs. En plus de leur activité inhibitrice de MMPs, les inhibiteurs 

tissulaires des métalloprotéases matricielles (TIMPs) peuvent interagir de façon directe avec les cellules 

du microenvironnement et ainsi réguler différentes fonctions cellulaires (Brew and Nagase, 2010). 
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Tableau I : Les substrats des MMPs (d’après Rodríguez et al., 2007) 
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I. Les métalloprotéases matricielles (MMPs) 

Les MMPs sont des endopeptidases de la superfamille des metzincines. Elles sont caractérisées 

par la présence d’un ion zinc stabilisé au sein de leur site actif grâce à des liaisons avec les résidus histidyles 

du motif HEXGHXXGXXHD. L’ion zinc et le résidu glutamate sont nécessaires à l’activité enzymatique. Les 

MMPs dégradent au moins un composant de la MEC. Elles sont sécrétées sous forme latente ou zymogène 

et maintenues inactives par coordination du Zn2+ avec un résidu cystéine. Le déplacement ou la protéolyse 

ménagée de leur pro-domaine libère leur site actif (Piperi and Papavassiliou, 2012).  

La première MMP a été caractérisée en 1962 chez le têtard (Gross and Lapiere, 1962). Depuis, 23 

MMPs humaines ont été identifiées et caractérisées. 

 

I.1. Classification des MMPs 

Les MMPs ont d’abord été classées selon leur spécificité de substrat, ce qui a permis d’établir cinq 

groupes: les collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les matrilysines et les MMPs 

transmembranaires (Tableau I).  

Cependant, la découverte au fil des années de nouveaux substrats pour les différentes MMPs a 

amené un autre type de classification basée sur leur structure. Cette nouvelle classification répartit les 

MMPs en 8 groupes (Egeblad and Werb, 2002) : 5 groupes comprenant les MMPs secrétées dans la MEC 

et 3 groupes pour les MMPs transmembranaires (Tableau II).  

Le premier groupe comprend les MMPs à domaine minimal composé d’une séquence signal à 

l’extrémité N-terminale, d’un propeptide avec un groupement thiol liant le zinc et permettant de 

maintenir les MMPs dans leur forme inactive et d’un domaine catalytique (Gupta and Patil, 2012) (Tableau 

II.a).  

Le second groupe est composé de MMPs à domaine homologue à l’hémopexine possédant à leur 

extrémité C-terminale un domaine hémopexine (Tableau II.b). Ce domaine est connecté au domaine 

catalytique par une région charnière nécessaire à la stabilité et à l’activité collagénolytique. La 

composition et la taille de cette région charnière varient selon les MMPs et influencent la spécificité de 

substrat (Knäuper et al., 1997). Le domaine hémopexine permet l’interaction des MMPs avec diverses 

molécules présentes à la surface des cellules (Intégrines, LRP-1…), les TIMPs et certains substrats des 

MMPs tels que le collagène, … (Lafleur et al., 2006; Morrison and Overall, 2006; Patterson et al., 2001). Il 

est composé de quatre motifs protéiques répétés et de structure proche. Le premier et le dernier de ces 

motifs sont reliés par un pont disulfure.  
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Tableau II: Structure et classification des MMPs (d’après Sternlicht and Werb, 2001; Visse and Nagase, 2003). Pre : 
Pré-domaine ; Pro : Pro-domaine, Cat : Domaine catalytique ; Zn : Ion Zinc catalytique ; Ch : Région Charnière ; Fn : 
Domaine similaire à la fibronectine ; Fu : Domaine de liaison à la furine ; Vn : Domaine similaire à la vitronectine ; 
TM : Domaine transmembranaire ; GPI : Glycosyl Phosphatidyl Inositol ; CA : région riche en cystéine ; Ig like : 
Domaine similaire aux imunnoglobulines ; SA : Signal d’ancrage ; NC : Non classifié dans la classification selon les 
substrats 
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Le troisième groupe des MMPs comprend les gélatinases possèdant des séquences riches en 

cystéines au sein de leur domaine catalytique (Tableau II.c). Ces séquences répétées sont similaires à 

celles de la fibronectine liant le collagène. Elles sont nécessaires pour la liaison et le clivage du collagène 

et de l’élastine (Murphy et al., 1994; Shipley et al., 1996).  

Le quatrième groupe est composé des MMPs sécrétées et activables par la furine (Tableau II.e). 

Ces MMPs possèdent des motifs de reconnaissance pour la furine situés entre le propeptide et le domaine 

catalytique. Le clivage de ce site par la furine induit l’activation de ces MMPs dans le cytoplasme (Pei and 

Weiss, 1995; Remacle et al., 2006) (Tableau II.d). Ces motifs de reconnaissance pour la furine sont 

également retrouvés au sein des groupes 5, 6, 7 et 8. 

La MMP-21 constitue à elle seule le 5e groupe et possède un domaine similaire à la vitronectine. 

Cette région située en amont du site de reconnaissance à la furine permet d’influencer la liaison au 

substrat et aux TIMPs, de même que l’activation membranaire des zymogènes (Sternlicht and Werb, 

2001).  

Les groupes 6, 7 et 8 correspondent aux MMPs transmembranaires. Les MMPs du groupe 6 possèdent un 

domaine transmembranaire simple et une petite partie C-terminale cytosolique (Tableau II.f). Le groupe 

7 correspond aux MMPs ancrées à la membrane par un glycosylphosphatidylinositol (GPI). Cette 

localisation membranaire joue un rôle important dans l’activation protéolytique à la surface cellulaire 

(Itoh et al., 1998b; Kojima et al., 2000) (Tableau II.g). Le groupe 8 est composé uniquement de la MMP-23. 

Contrairement aux autres MMPs transmembranaires, le signal d’ancrage est localisé à son extrémité N-

terminale. Elle est également caractérisée par un domaine riche en cystéine et un domaine de type 

immunoglobuline situé à l’extrémité C-terminale impliqué dans les interactions avec les cellules (Pei, 

1999; Pei et al., 2000; Velasco et al., 1999) (Tableau II.h). 
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A B 

Figure 1: Structure tridimensionnelle du domaine catalytique des MMPs. Exemple de la MMP-2 

A. Structure secondaire du domaine catalytique de la MMP-2, commune à tous les membres de la famille des MMPs 

(hélice α : jaune, brins β : gris, ions zinc : ocre, ions calcium : cyan). 

B. Représentation surfacique du domaine catalytique de la MMP-2 mettant en évidence la poche de liaison au 

substrat et notamment le glutamate 404 (résidu orange) impliqué dans l’interaction des MMPs avec leurs substrats. 
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I.2. Structure tridimensionnelle des MMPs 

De nombreuses données sur la structure tridimensionnelle des MMPs sont aujourd’hui 

disponibles et ont principalement été obtenues par cristallographie par diffraction des rayons X et 

résonance magnétique nucléaire (RMN). Ces données concernent la structure de certaines MMPs sous 

forme inactive (pro-MMP-1 humaine (PDB : 1SU3) ; pro-MMP-2 humaine (PDB : 1CK7)), de certains 

domaines catalytiques (domaines catalytiques de la MMP-3 humaine (PDB : 1CQR), de la MMP-2 humaine 

(PDB : 1QIB), de la MMP-10 humaine (PDB : 1Q3A), ou de MMPs complexées à leurs inhibiteurs (Complexe 

MT1-MMP/TIMP-2 (PDB : 1BUV), complexe pro-MMP-2/TIMP-2 (PDB : 1GXD), domaine catalytique de la 

MMP-1 complexé avec le domaine inhibiteur du TIMP-1 ( PDB : 2J0T), complexe MT1-MMP/TIMP-1 (PDB : 

3MA2)). Ces données ont mis en évidence que le propeptide est composé de trois hélices α et que le 

domaine catalytique présente un repliement structural superposable dans toutes les MMPs. Le domaine 

catalytique des MMPs composé de 5 feuillets β et 3 hélices α, contient 2 ions zinc, un situé au sein du site 

catalytique et un second impliqué dans la structure, et jusqu’à trois ions calcium stabilisant la structure 

(Visse and Nagase, 2003)(Figure 1A). Les MT-1, -2, -3 et -5 MMPs possèdent 8 résidus supplémentaires 

entre le deuxième et le troisième brin β. Dans la MT1-MMP, ces résidus forment une boucle impliquée 

dans la fonction activatrice de la pro-MMP-2 (Lang et al., 2004). Les études sur la structure 

tridimensionnelle des MMPs ont également mis en évidence des zones hydrophobes à la surface des 

MMPs et notamment une poche dans laquelle le ligand se fixe. La profondeur de cette poche varie selon 

les MMPs et confère aux MMPs leur spécificité de substrat (Bode et al., 1999a)(Figure 1B). Les répétitions 

de type fibronectine présentes dans les MMPs du groupe 3 sont situées au sein de la boucle localisée 

entre le cinquième brin β et l’hélice du site catalytique et sont composées de deux brins β anti parallèles 

connectés par une courte hélice α et stabilisés par deux ponts disulfures. Le domaine hémopexine 

présente une structure d’hélice à quatre pales, avec un pont disulfure entre la première et la dernière 

pale (Nagase et al., 2006).   

I.3. Régulation des MMPs 

  L’expression, la sécrétion et l’activité des MMPs varient en fonction des conditions 

physiopathologiques. Lors des phénomènes de cicatrisation ou dans certaines pathologies telles que 

l’arthrite, les cancers ou certaines maladies neurodégénératives, on observe une augmentation des taux 

d’ARNm et/ou protéiques des MMPs ainsi que de leur activité (Benson et al., 2013; Kazantseva et al., 

2013; Mroczko et al., 2014). Les MMPs sont hautement régulées au niveau transcriptionnel, mais 

également au niveau de leur activation, de leur l’inhibition et de leur clairance (Sternlicht and Werb, 

2001). 
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I.3.1. Régulation transcriptionnelle 

A l’exception de la MMP-2 qui a une expression constitutive, les promoteurs des gènes codant les 

MMPs sont inductibles et possèdent à proximité du site d’initiation de leur transcription, des sites de 

liaison pour les facteurs de restriction AP-1 et PEA3 (Benbow and Brinckerhoff, 1997; Lohi et al., 2000).  

De nombreux facteurs peuvent induire ou réprimer la transcription des gènes codant les MMPs 

tels que les esters de phorbol, des facteurs de croissance (EGF, bFGF, PDGF, TGF-α et NGF ), des cytokines 

(IL-1β, IL-6), des hormones (corticostéroïdes), les glycoprotéines membranaires appartenant à la 

superfamille des immunoglobulines appelées Basigines , le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), les 

protéines de la MEC, le stress cellulaire, ou encore le changement de phénotype cellulaire (Chakraborti et 

al., 2003; Han et al., 2001; Sternlicht and Werb, 2001; Toole, 2003). Cette régulation génique implique 

diverses voies de signalisation cellulaire. Certaines voies de signalisation peuvent avoir des effets 

antagonistes, comme la voie des MAP kinases qui activent ou répriment la transcription des MMPs en 

fonction du type cellulaire (Johansson et al., 2000; Westermarck and Kähäri, 1999).  

I.3.2. Régulation post-transcriptionnelle  

i. Stabilité des ARNm 

Ce niveau de régulation modifie le temps de demi-vie de l’ARNm en le protégeant de l’action des 

ribonucléases. Par exemple, les ARNm de la MMP-13 sont stabilisés par le PDGF (Platelet Derived Growth 

Factor) et les glucocorticoïdes, alors que le TGF-β (Transforming Growth Factor) les déstabilise (Delany et 

al., 1995; Rydziel et al., 1997). Les ARNm de la MMP-1 et -3 sont quant à eux stabilisés par les esters de 

phorbol et l’EGF (Endothelial Growth Factor) (Vincenti, 2001).  

ii. Sécrétion des MMPs  

Ce niveau de régulation permet de réguler la libération des MMPs dans le milieu extracellulaire. 

Par exemple, les MMP-8 et -9 sont synthétisées par les granulocytes en différenciation dans la moelle 

osseuse et sont stockées dans des granules spécifiques des neutrophiles circulants. Ce n’est qu’après 

activation de ces neutrophiles par des médiateurs inflammatoires que ces MMPs seront sécrétées (Hasty 

et al., 1990). Dans les macrophages, la plasmine et la thrombine sont capables d’augmenter la sécrétion 

de la MMP 12, sans modifier le taux d’ARNm, ce qui suggère également une régulation de la sécrétion de 

ces MMPs (Raza et al., 2000). 
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Figure 3: Schéma du mécanisme d’activation des MMPs (D’après Chakraborti et al., 2003) 

La première étape d’activation correspond au clivage peptidique du pro-domaine des MMPs. Il peut être réalisé par 
des MMPs actives ou des protéases à sérine (b) ou par des méthodes physiques ou chimiques (b’). La seconde étape 
d’activation correspond au clivage protéolytique afin d’obtenir une forme active. Cette étape est réalisée par des 
MMPs actives (c).  

  

 

Figure 2: Schéma représentant le mécanisme d’activation de la MMP-2 par la MT1-MMP (d’après Itoh et al., 
2015) 

Le TIMP-2 se lie à une MT1-MMP. Une fois la pro-MMP-2 liée à ce complexe récepteur, une deuxième MT1-MMP 

va réaliser le clivage protéolytique permettant d’activer la MMP-2. 
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I.3.3. Régulation de l’activation des MMPs 

Les MMPs sont sécrétées sous forme inactive, appelée zymogène. Cet état inactif est maintenu grâce 

à un résidu cystéyle situé au sein du motif consensus PRCGXPDV en position C-terminale du propeptide. 

Ce résidu lie l’atome de zinc situé dans le site actif de l’enzyme et empêche ainsi son activation (Figure 2a). 

La première étape d’activation des MMPs nécessite le clivage peptidique du pro-domaine. Ce clivage peut 

être réalisé par des MMPs actives ou par des protéases à sérine. Une réaction d’hydratation libère le 

groupe thiol de la MMP (Figure 2b). La déstabilisation du pro-domaine peut également être réalisée par 

des méthodes physiques (Traitement à pH acide et à température élevée) ou chimiques (SDS, NaSCN, 

métaux lourds Au(I), Hg(II), les composés organo-mercuriques, les oxydants tels que NaOCl, les composés 

disulfures tels que le glutathion (GSSG) et les agents alkylant le groupement SH tels que l’urée et le NEM 

(N-éthylmaléimide)) (Figure 2b’) (Van Wart and Birkedal-Hansen, 1990).  

La deuxième étape de l’activation des MMPs est un mécanisme commun à toutes les MMPs, excepté 

pour la MMP-2. Il correspond au clivage protéolytique du côté C-terminal de la séquence PRCGXPDV, par 

des enzymes activatrices telles que la MMP-3, ou par un clivage autolytique induisant une perte 

irréversible du résidu cystéyle (Figure 2.c). 

La MMP-2 a un processus d’activation différent dû à sa résistance à l’action des protéases. Son 

activation se fait grâce à la MT1-MMP et le TIMP-2. Le TIMP-2 se lie à la MT1-MMP, formant ainsi un 

complexe non inhibiteur, agissant comme récepteur pour la pro-MMP-2. Ce complexe ternaire est ensuite 

localisé à proximité d’une autre MT1-MMP membranaire, qui va permettre le clivage protéolytique de la 

pro-MMP-2 et in fine son activation (Figure 3) (Bernardo and Fridman, 2003; Itoh, 2015; Lehti et al., 2002).  

I.3.4. Régulation de l’activité des MMPs 

L’inhibition de l’activité protéolytique des MMPs est réalisée grâce à des inhibiteurs endogènes. 

Parmi ces inhibiteurs, les inhibiteurs tissulaires de MMPs (TIMPs) forment des complexes 

stœchiométriques 1:1 avec les MMPs. Dans le plasma, les MMPs peuvent également être inhibées par 

l’α2-macroglobuline. A la surface cellulaire, la glycoprotéine membranaire RECK (Reversion-inducing-

cysteine-rich protein with kazal motifs) inhibe la MT1-MMP et les MMP-2 et -9 (Oh et al., 2001). D’autres 

protéines telles que l’inhibiteur de sérine protéase TFPI-2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor-2), ou des 

fragments issus de la dégradation protéique, par exemple le produit de clivage de la protéine procollagen-

C-terminal proteinase enhancer protein par la plasmine, inhibent les MMPs mais ces résultats restent 

controversés (Herman et al., 2001; Mott et al., 2000). 
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Figure 4: Schéma représentant les différentes voies d’endocytose (d’après Mayor and Pagano, 2007) 
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1.3.5. Régulation de la clairance des MMPs dans le milieu extracellulaire 

L’activité protéolytique des MMPs peut être régulée de façon indirecte, par endocytose. En effet, 

ce processus va limiter la protéolyse matricielle en diminuant la quantité de MMPs ou de leurs inhibiteurs 

(TIMPs) présents dans le milieu extracellulaire (Emonard et al., 2005).  

a. Le processus d’endocytose 

L’endocytose correspond à une invagination de la membrane plasmique, formant ainsi une 

vésicule intracellulaire permettant soit le recyclage des composés endocytés à la surface des cellules, soit 

leur dégradation par les lysosomes. Il existe différents types d’endocytose, classés selon la composition 

de la membrane invaginée et les différents récepteurs impliqués (Doherty and McMahon, 2009) (Figure 4). 

Dans la plupart des processus d’endocytose, la dynamine, qui est une GTPase, intervient en permettant 

la constriction et la fission des vésicules (Sever et al., 2013). On distingue ensuite 2 voies majoritaires : 

- L’endocytose dépendante de la clathrine se produit au niveau d’une zone de la membrane 

plasmique riche en clathrine. Cette voie peut être constitutive ou spécifique lorsqu’elle implique un 

récepteur transmembranaire. Lorsqu’un récepteur est impliqué , une protéine adaptatrice de type AP-2 

(adaptator protein-2) va permettre l’endocytose en se liant à la fois à une clathrine et à une séquence 

YXXL ( X : résidu polaire) présente dans la partie intracellulaire du récepteur (Li et al., 2000; Mishra et al., 

2004). Une fois la membrane plasmique invaginée, les vésicules recouvertes de clathrine seront dirigées 

vers les endosomes précoces.  

- L’endocytose dépendante de la cavéoline forme des vésicules au niveau de domaines riches en 

choléstérol (radeaux lipidiques) au sein desquels est présente la cavéoline. Dans ce type d’endocytose, les 

vésicules sont de forme ovoïde plutôt que sphérique. Les vésicules formées sont capables de fusionner 

afin de former des endosomes précoces ou des structures particulières appelées cavéosomes (Parton and 

Howes, 2010).  

D’autres voies d’endocytose ont également été décrites, indépendantes de la clathrine ou de la 

cavéoline. Ces voies font appel à des protéines cargo et sont majoritairement dépendantes du cholestérol 

(Damm et al., 2005).  
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Domaine ICD 

Figure 5: Représentation schématique de la structure du récepteur LRP-1 (d’après Emonard et al., 2014) 
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b. Endocytose des MMPs et de leurs inhibiteurs par le récepteur LRP-1 

La clairance des MMPs et de leurs inhibiteurs est principalement assurée par la voie d’endocytose 

dépendante de la clathrine et implique principalement les récepteurs aux LDL (Low Density Lipoprotein) 

(Emonard et al., 2005). Parmi ces récepteurs, il y a le récepteur LRP-1, connu sous le nom de récepteur de 

l’α2-macroglobuline (α2MR), récepteur de l’apolipoprotéine (APOER) ou CD91. Ce récepteur est composé 

d’une grande chaîne α extracellulaire de 515 kDa liée de façon non covalente à une petite chaîne β 

majoritairement intracellulaire de 85 kDa. La chaine β possède un domaine transmembranaire à une seule 

traversée et un domaine intracellulaire (ICD) d’environ 100 acides aminés incluant 2 motifs NPXY 

nécessaires au processus d’endocytose et capables d’interagir avec différentes molécules adaptatrices et 

des protéines de signalisation. La chaine α est exclusivement extracellulaire et est composée de régions 

riches en cystéine faisant apparaître 4 domaines de liaison aux ligands (DI à DIV) (Lillis et al., 2008) (Figure 

5). Les domaines DII et DIV sont les domaines majoritairement impliqués dans la liaison des différents 

ligands (Neels et al., 1999; Willnow et al., 1994). Des études basées sur une structure cristallographique 

d’un domaine commun aux protéines de la famille LRP et du domaine III de la protéine RAP (Receptor 

Associated Protein), le ligand préférentiel de LRP, ont montré que l’interaction des ligands est commune 

aux membres de cette famille. Cette interaction se fait entre des résidus basiques du ligand et des résidus 

aspartyles des régions riches en cystéines et un ion calcium Ca2+ (Fisher et al., 2006b).  

 Plus d’une quarantaine de ligands de LRP-1 ont été identifiés (Tableau III) (Etique et al., 2013; Herz 

and Strickland, 2001). LRP-1 est capable de réguler par endocytose le taux extracellulaire des MMP-2, -9 

et -13 (Emonard et al., 2005). L’endocytose des MMP-2 et -13 implique leur fixation préalable à des 

récepteurs situés à proximité de LRP-1 (Barmina et al., 1999; Emonard et al., 2004). L’α2-macroglobuline 

complexée aux MMPs pouvant être endocyté par LRP-1 (Arandjelovic et al., 2005). D’autres complexes 

formés avec les MMPs sont endocytés via le récepteur LRP-1 : la thrombospondine-2 se lie à la MMP-2 et 

est ainsi endocytée (Yang et al., 2001). En revanche, pour la MMP-9, un site de fixation direct à LRP-1 a 

été identifié au sein de son domaine hémopexine (Van den Steen et al., 2006). LRP-1 est également 

capable d’endocyter les TIMP-1, -2 et -3. Leur fixation à LRP-1 peut être indirecte, sous la forme de 

complexe avec des pro-MMPs (ex : Pro-MMP-9/TIMP-1, Pro-MMP-2/TIMP-2), ou directe dans le cas des 

TIMP-2 et TIMP-3 (Emonard et al., 2004; Scilabra et al., 2013).  
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Tableau III: Tableau récapitulatif des ligands connus de LRP-1 (d’après Etique et al., 2013 et Herz and Strickland, 
2001) 
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I.4. Activités biologiques des MMPs 

L’activité protéolytique des MMPS permet l’activation ou l’inactivation autocrine ou paracrine de 

molécules de signalisation, l’altération des interactions cellules-cellules et cellules-matrice. Cette activité 

protéolytique peut également activer ou inhiber différents récepteurs membranaires et dégrader les 

protéines structurales de la MEC générant ainsi des fragments de molécules bioactifs, appelés matrikines 

(Ricard-Blum and Salza, 2014; Sternlicht and Werb, 2001). Parmi les substrats des MMPs, on retrouve des 

molécules structurales de la MEC (collagène, élastine, fibronectine,…), des protéines circulantes 

(α2-macroglobuline, IL-1 β,…) mais également des protéines présentes à la surface des cellules 

(E-cadhérine, CD44…) (Enghild et al., 1989; Ito et al., 1996; Lochter et al., 1997; Murphy et al., 1991a). 

L’activité protéolytique des MMPs aura pour conséquence des modifications du comportement cellulaire 

et notamment de la migration, de la prolifération, de la différenciation et de l’apoptose cellulaire 

(Sternlicht and Werb, 2001).  

 

I.4.1. MMPs et migration cellulaire 

Le clivage de certains composants de la MEC par les MMPs peut induire une perte d’adhérence 

cellulaire et favoriser le processus migratoire (Seiki, 2002; Vu and Werb, 2000). Par exemple, des 

kératinocytes cultivés sur un gel de collagène dont le site de clivage par les collagénases a été supprimé 

ne migrent plus. Ce résultat montre qu’une dégradation du collagène par les MMPs est nécessaire à la 

migration de ces cellules (Pilcher et al., 1997). De la même manière, la migration d’ostéoclastes cultivés 

en gel de collagène est inhibée par des inhibiteurs de MMPs à large spectre, le RP59794 et le BB 94 (Sato 

et al., 1998). Le clivage de la sous-unité γ2 de la laminine 5, protéine composant les lames basales formée 

par l’assemblage de trois chaines polypeptidiques (α3, β3, et γ2), par la MMP-2 démasque un site 

cryptique pro-migratoire (Giannelli et al., 1997).  

La protéolyse de certaines protéines de surface cellulaire par les MMPs peut également 

contribuer à la migration des cellules. C’est le cas de la glycoprotéine CD44, protéine transmembranaire 

impliquée dans les processus d’adhérence à la matrice (Goodison et al., 1999). Ainsi, le clivage de 

l’ectodomaine de la glycoprotéine CD44 par la MT1-MMP induit un remaniement au niveau des contacts 

focaux et stimule la migration de nombreux types cellulaires (cellules de cancer mammaire, 

d’ostéosarcome et de cancer du pancréas) (Bonnans et al., 2014; Kajita et al., 2001).  

Les MMPs peuvent également cliver certaines intégrines qui permettent, via leur interaction avec 

les protéines matricielles, de moduler les voies de signalisation intracellulaires FAK-Src induisant la  
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motilité cellulaire (Huttenlocher and Horwitz, 2011). Par exemple, la maturation de la sous unité αV des 

intégrines peut être induite par le clivage par la MT1-MMP (Ratnikov et al., 2002). En effet, certaines 

sous-unités α des intégrines ont besoin de ce clivage pour induire une signalisation intracellulaire 

(« Outside in ») (Berthet et al., 2000). L’hétérodimère αVβ3 étant particulièrement impliqué dans la 

migration cellulaire, la maturation de la sous unité αV par la MT1-MMP induit une augmentation de la 

migration cellulaire (Ikari et al., 2000).  

Le clivage par la MMP-2 de la chimiokine MCP-3 (Monocyte chemoattractant protein-3) liée au 

domaine hémopexine de la MMP-2, inhibe le flux calcique induit par MCP-3 nécessaire à l’attraction des 

monocytes (McQuibban et al., 2000). Le clivage par les MMPs des récepteurs DCC (Deleted in Colorectal 

Cancer) liés à la nétrine, protéine chimio-attractante impliquée dans le guidage axonal, inhibe ce 

processus dans des explants d’axones de moelle épinière (Galko and Tessier-Lavigne, 2000). De 

nombreuses matrikines générées suite à la dégradation de la MEC par les MMPs sont impliquées dans la 

migration des cellules endothéliales et le processus d’angiogenèse associé (Bellon et al., 2004). Le clivage 

du plasminogène par les MMP-3, -7, -9 et -12 libère l’angiostatine, un fragment peptidique qui inhibe la 

migration des cellules endothéliales bloquant ainsi le processus d’angiogenèse (Lijnen et al., 1998; 

Patterson and Sang, 1997; Troyanovsky et al., 2001). A l’inverse, la dégradation de l’élastine par la MMP-2 

et la MT1-MMP génère des fragments appelés ĸ-élastine augmentant la migration des cellules 

endothéliales et ainsi l’angiogenèse associée (Robinet et al., 2005).  

 

I.4.2. MMPs et prolifération cellulaire 

 La MEC est un réservoir de facteurs de croissance dont la dégradation ou le clivage de leur 

récepteur peut moduler la prolifération cellulaire (Vu and Werb, 2000). Le clivage de l’IGFBP-3 (Insulin like 

Growth Factor Binding Protein-3), protéine séquestrant l’IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), par les 

MMP-1, -2 et -3 libère l’IGF-1 stimulant la prolifération cellulaire (Fowlkes et al., 1994). Le clivage du 

pro-domaine du TGF-β par les MMP-2 et -9 libère sa forme active stimulant la prolifération cellulaire (Yu 

and Stamenkovic, 2000). De la même manière, le clivage de la décorine par les MMP-2, -3 et -7 permet la 

libération du facteur de croissance TGF-β1 (Imai et al., 1997). 

Les MMPs peuvent également avoir une action paracrine en activant directement des récepteurs à la 

surface cellulaire impliqués dans la prolifération cellulaire. Dans les cancers gastriques, une augmentation 

de l’activité de la MMP-2 conduit à une augmentation de la prolifération des cellules cancéreuses via la 

phosphorylation du récepteur de l’EGF (Gong et al., 2008). Dans les cellules vasculaires des muscles lisses,  
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la thrombine augmente la prolifération cellulaire via la libération d’un ligand, le HB-EGF (Heparin 

Binding-EGF) permettant d’activer le récepteur de l’EGF (Smiljanic et al., 2014). 

 

I.4.3. MMPs et mort cellulaire 

Les MMPs peuvent réprimer ou induire l’apoptose cellulaire (Mannello et al., 2005; Vu and Werb, 

2000). Ainsi, la MMP-3 clive l’α-synucléine, une petite protéine de 14 kDa très abondante dans le système 

nerveux central (SNC), et génère une accumulation de peptides neurotoxiques capables d’induire 

l’apoptose cellulaire (Choi et al., 2011; El-Agnaf and Irvine, 2002). La translocation de la MMP-3 au niveau 

du noyau des cellules CHO induit un clivage des composants de la matrice nucléaire, l’apparition 

d’anomalies génétiques et épigénétiques et par conséquent l’apoptose de ces cellules (Si-Tayeb et al., 

2006). A l’inverse, dans des lignées cellulaires de sarcomes et de carcinomes, les MMP-3 et -7 induisent la 

survie cellulaire et la résistance à la doxorubicine via le clivage du ligand Fas diminuant l’apoptose 

extracellulaire (Matsuno et al., 2001; Mitsiades et al., 2001). 

Les MMPs peuvent également induire l’apoptose cellulaire en induisant une perte de contact des 

cellules avec la MEC via le processus d’anoïkis (Vu and Werb, 2000). La dégradation du collagène I par la 

MT1-MMP induit une perte d’adhérence cellulaire conduisant à la mort des cellules ostéoblastiques (Guo 

et al., 2004). La MMP-2 clive la protéine membranaire N-cadhérine, protéine impliquée dans les 

interactions intercellulaires, et induit la mort des cellules des ilots hépatiques (Hartland et al., 2009).  

 

I.4.4. MMPs et différenciation cellulaire  

Les MMPs jouent également un rôle important dans les processus de différenciation de 

nombreuses cellules. Ainsi, la MT1-MMP contrôle la différenciation ostéogénique des cellules souches 

mésenchymateuses notamment lors de l’invasion de ces cellules à travers une structure tridimensionnelle 

de collagène (Lu et al., 2010). Les MMP-1 et -13 régulent l’expression des marqueurs de différenciation 

des cellules ostéoblastiques MG63 par un mécanisme qui reste non identifié (Hayami et al., 2011). 

L’extinction des gènes codant pour les MMP-3 et -9 empêche la différenciation des cellules souches 

neurales en cellules migratoires via la sécrétion de la chimiokine SDF-1 (Stroma cell-derived growth 

factor-1) et du facteur de croissance VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Barkho et al., 2008).  
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Figure 6: Rôles des MMPs dans les cancers (d’après Kessenbrock et al., 2010) 

ECM : matrice extracellulaire, EBM : membrane basale endothéliale, BM : moelle osseuse 



Introduction 

61 
 

I.5. MMPs dans le contexte pathologique 

Dans de nombreuses pathologies, l’expression, l’activation et l’activité des MMPs est dérégulée 

(Amălinei et al., 2010). Dans cette partie, nous focaliserons volontairement sur deux contextes 

pathologiques qui seront étudiés au cours de cette thèse : les cancers et les maladies neurodégénératives. 

 

I.5.1. MMPs et cancers 

Le rôle des MMPs dans les cancers est étudié depuis plus de 40 ans. En effet, dans cette pathologie 

on observe le plus souvent une augmentation de l’expression des MMPs et de leur activité protéolytique 

(Liotta et al., 1980). Les activités biologiques des MMPs référencées précédemment (partie I.4) sont donc 

pour la plupart dérégulées et vont, d’une façon générale, favoriser la croissance tumorale et la formation 

de métastases (Chang and Werb, 2001). Le rôle des MMPs dans les pathologies cancéreuses est complexe 

et varié car il module de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la migration et la survie 

des cellules tumorales ainsi que des cellules du stroma péri-tumoral. De plus, selon les types de cancers, 

les effets induits par une même MMP peuvent être pro- ou anti-tumoraux (Kessenbrock et al., 2010; 

Mannello et al., 2005) (Figure 6). Certains membres de la famille des MMPs (MMP-3, -8, -9, -12, -19 et -26) 

peuvent même se comporter comme des suppresseurs de tumeur (Decock et al., 2011). 

La prolifération des cellules tumorales est un processus majeur dans le développement tumoral. 

Les cellules tumorales acquièrent le plus souvent la capacité de proliférer en absence de signaux 

prolifératifs mais également une insensibilité aux signaux antiprolifératifs. Les MMPs vont participer 

activement à ce phénomène en modulant la biodisponibilité et la fonctionnalité de ces signaux. Par 

exemple, la MMP-9 est capable d’interagir avec la glycoprotéine CD44 à la surface des cellules 

cancéreuses et d’induire le clivage du TGF-β permettant la libération de sa forme active impliquée dans la 

prolifération des cellules cancéreuses (Massagué, 2008; Yu and Stamenkovic, 2000). Les MMP-2 et -14 

sont également des activateurs du TGF β par clivage protéolytique (Mu et al., 2002).  

L’échappement des cellules tumorales à la mort cellulaire programmée est une autre 

caractéristique des cellules cancéreuses et favorise l’augmentation du volume tumoral et la résistance 

aux traitements anti-cancéreux. L’activité enzymatique des MMPs interfère avec l'induction de l'apoptose 

dans les cellules malignes en participant notamment au clivage de ligands ou de récepteurs qui 

transduisent des signaux pro-apoptotiques. Ainsi, dans les cancers mammaires, la MT1-MMP inhibe 

l’apoptose induite par le collagène de type I en le dégradant (Maquoi et al., 2012). Dans différentes lignées 

de cellules cancéreuses, la MMP-7 clive le ligand du récepteur d’apoptose Fas et empêche ainsi sa liaison  
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à la surface des cellules cancéreuses traitées à la doxorubicine pouvant diminuer l’impact de la 

chimiothérapie (Mitsiades et al., 2001). 

La progression tumorale nécessite la mise en place d’un réseau vasculaire  dédié qui va permettre 

l’oxygénation et la nutrition des cellules tumorales ainsi que leur dissémination métastatique (Nishida et 

al., 2006). Ce processus d’angiogenèse nécessite une protéolyse de la MEC ainsi qu’une dérégulation de 

la prolifération et de la migration des cellules endothéliales via la libération de molécules pro- ou 

anti-angiogéniques (Stetler-Stevenson, 1999). Les MMPs jouent un rôle essentiel dans ces mécanismes et 

des souris déficientes pour la MMP-2 et la MMP-9 présentent une forte diminution de l’angiogenèse et 

de la vasculogenèse tumorale (Itoh et al., 1998a; Masson et al., 2005). Une des explications à ce 

phénomène est que  dans de nombreux cancers, la MMP-9 est une protéine clef du "switch" angiogénique 

car elle permet de libérer le VEGF (Vascular endothelial growth factor) soit par clivage de la liaison entre 

le VEGF et les composants de la MEC, soit par clivage du VEGF, libérant ainsi son domaine de liaison au 

récepteur VEGFR (Bellon et al., 2004; Deryugina and Quigley, 2010). Certaines MMPs vont à l’inverse avoir 

tendance à inhiber l’angiogenèse. Par exemple, l’endostatine, molécule à propriété anti-angiogénique, 

est générée par le clivage du collagène de type XVIII par les MMP-3, -7, -9, -13, et -20. De la même façon, 

la dégradation de la chaine α3 du collagène de type IV par la MMP-9 libère la tumstatine qui va se lier à 

l’intégrine αvβ3 et inhiber l’angiogenèse (Hamano et al., 2003; Maeshima et al., 2001). 

L’angiogenèse et la vasculogenèse tumorale vont favoriser la dissémination métastatique 

c’est-à-dire le passage de cellules issues de la tumeur primaire dans la circulation sanguine pour aller 

former  une tumeur secondaire dans un site anatomiquement distant. Dans un premier temps, les cellules 

se séparent de la masse tumorale primaire puis migrent à travers la lame basale et la MEC de l’épithélium 

tumoral. Les cellules migrent ensuite à travers la membrane basale de l’endothélium présent autour des 

vaisseaux sanguins afin de permettre l’étape d’intravasation dans le vaisseau sanguin. Lors du passage 

dans la circulation sanguine, les cellules tumorales subissent une transition épithélio-mésenchymateuse 

permettant aux cellules épithéliales d’acquérir un phénotype mésenchymateux, avec une modulation de 

l’adhérence cellulaire. Les MMPs vont jouer un rôle à tous les niveaux de ce processus et la surexpression 

des MMPs est généralement corrélée à la dissémination métastatique (Radisky and Radisky, 2010). Une 

surexpression de la MMP-2 va par exemple permettre le clivage de la E-cadhérine entrainant une perte 

d’interaction entre les cellules épithéliales favorisant ainsi la dissémination métastatique (Grieve and 

Rabouille, 2014). Des études récentes utilisant la microscopie à haute résolution multimodale ont montré 

l'importance du remodelage de la MEC dans la dissémination métastatique et notamment la protéolyse 

péri-cellulaire réalisée par la MMP-14. En effet, celle-ci facilite le passage à travers la matrice d’une seule  
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Figure 7: Rôles des MMPs dans les maladies neurodégénératives (d’après Rivera et al., 2004) 
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cellule puis la migration collective des cellules tumorales pour permettre l'invasion du stroma (Wolf et al., 

2007). Un certain nombre d'enzymes protéolytiques dégradant la MEC, comme les MMP-1, -2 et -13, sont 

également impliquées dans ce processus. Au niveau des poumons, il a été montré que les MMP-3 et -10 

augmentent la perméabilité des vaisseaux sanguins et favorisent l’intra et l’extravasation des cellules 

tumorales (Huang et al., 2009). Enfin, la MMP-9 s’avère critique pour la formation de la niche 

métastatique (Kaplan et al., 2005). Ce rôle est très probablement lié à sa capacité à libérer le VEGF 

supportant ainsi l'angiogenèse (Bergers et al., 2000). La MMP-9 permet également la libération du facteur 

soluble Kit-ligand qui va permettre le recrutement de cellules souches et progénitrices issues de la moelle 

osseuse (Heissig et al., 2002). Ces cellules vont jouer un rôle important dans ce contexte de niche 

métastatique (Kaplan et al., 2005) 

Les cellules du stroma tumoral vont également participer activement au développement de la 

tumeur. Des études récentes établissent un lien fort entre l’activité des MMPs et certaines cellules du 

stroma. Par exemple, la MMP-11, exprimée par les adipocytes du stroma tumoral induit une 

dédifférenciation adipocytaire permettant l’accumulation de cellules fibroblastiques non tumorales. Ces 

cellules vont favoriser la survie cellulaire et la progression tumorale (Motrescu et al., 2008).  

 

I.5.2. MMPs et maladies neurodégénératives 

 Au niveau du SNC, les MMPs sont impliquées dans de nombreux processus tels que la réparation 

tissulaire et la dégradation de la barrière hématoencéphalique (BHE). Selon les pathologies du SNC, les 

MMPs vont avoir un rôle pro-ou anti-apoptotique, induire la neuro-inflammation ou permettre la 

dégradation des peptides β-amyloïdes (Figure 7) (Kim and Joh, 2012; Rivera et al., 2004).  

 La sclérose en plaques est une maladie auto-immune du SNC caractérisée par une démyélinisation 

des gaines de myéline entourant les axones des cellules nerveuses, induisant la perte des fonctions 

motrices et cognitives. Cette démyélinisation est une conséquence de la dégradation de la BHE et de la 

migration trans-endothéliale des leucocytes activés (Ortiz et al., 2014). Les MMP-2, -7 et -9 participent à 

la dégradation de la BHE et permettent ainsi le recrutement de lymphocytes T CD4+ spécifiques qui 

sécrétent des anticorps dirigés contre les composants des gaines de myéline. De plus, ces MMPs 

favorisent la migration de monocytes et macrophages à travers la micro-vascularisation cérébrale, ce qui 

est considéré comme une étape critique de l’inflammation dans la sclérose en plaque. (Martino et al., 

2002). Ces MMPs sont présentes en plus grande quantité dans le liquide céphalo-rachidien des patients 

atteints de sclérose en plaques (Avolio et al., 2003; Cossins et al., 1997; Fainardi et al., 2006).  
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Figure 8: Schéma représentant le clivage de l’APP par les sécrétases α, β, et γ (d’après Patterson et al., 2008) 
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La maladie de Parkinson est liée à la perte de fonction des neurones dopaminergiques (Samii et 

al., 2004). Dans les neurones des patients atteints de cette maladie, la MMP-3 clive l’α-synucléine, une 

protéine présente au niveau des terminaisons présynaptiques, et libère des fragments formant des 

agrégats à l’origine des corps de Lewy (Choi et al., 2011; Sung et al., 2005). Dans un modèle animal de la 

maladie de Parkinson, il a été montré que la MMP-3 est également impliquée dans la dégradation de la 

BHE permettant l’infiltration de cellules immunitaires à l’origine de la neuro-inflammation (Chung et al., 

2013).  

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative induisant la mort des neurones de 

l’hippocampe, lieu de la mémoire et du repérage spatio-temporel, puis s’étend au reste du SNC. Cette 

maladie est caractérisée par la formation de plaques amyloïdes induisant un stress oxydatif et provoquant 

une réaction inflammatoire entrainant la mort neuronale (Allan Butterfield, 2002; Armstrong, 2009; 

Axelsen et al., 2011). Ces plaques résultent du dépôt de peptides β-amyloïdes (Aβ) issus du clivage de la 

protéine précurseur transmembranaire APP (Amyloïd Precursor Protein). Trois protéases sont impliquées 

dans le clivage de l’APP, l’α-, la β-, et la γ-sécrétases. En conditions physiologiques, la voie majoritaire est 

la voie non amyloïdogénique. L’α-sécrétase clive l’APP et libère un fragment soluble de l’APP induisant 

une neuroprotection vis-à-vis des stimuli pro-apoptotiques et du stress excitotoxique. En conditions 

pathologiques, la voie majoritaire est la voie amyloïdogénique, correspondant au clivage de l’APP par les 

β- et γ-sécrétases et libèrant des peptides amyloïdes formant des agrégats à l’origine des plaques séniles 

(Figure 8) (Storey and Cappai, 1999). Les MMPs, et plus particulièrement les MMP-2 et -9 ainsi que la 

MT1-MMP sont capables de dégrader les peptides Aβ afin de diminuer la formation de plaques amyloïdes 

(Backstrom et al., 1996; Liao and Van Nostrand, 2010; Py et al., 2014; Saido and Leissring, 2012). Une autre 

protéine, la protéine Tau et est impliquée dans la maladie d’Alzheimer. Cette protéine a pour rôle 

physiologique la stabilisation des microtubules axonaux grâce à l’interaction avec la tubuline. Dans cette 

pathologie, on observe une hyperphosphorylation de la protéine intracellulaire Tau formant des agrégats 

dans le milieu intracellulaire (Huang and Jiang, 2009). De plus, la protéine Tau peut également être 

sécrétée dans le milieu extracellulaire via des vésicules spécifiques appelées ectosomes (Dujardin et al., 

2014). La dégradation de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire par la MMP-9 génère des fragments 

endocytés par les neurones et qui présentent une capacité d’agrégation supérieure à la protéine Tau non 

clivée augmentant ainsi la neurodégénérescence (Nübling et al., 2012). 
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I.6. MMPs et stratégies thérapeutiques 

 L’implication des MMPs dans de nombreuses pathologies étant bien établie, des stratégies 

thérapeutiques basées sur leur inhibition ont été envisagées depuis une vingtaine d’années (Baranger et 

al., 2014; Steinman et al., 1998; Vandenbroucke and Libert, 2014).  

 Dans la fin des années 1990, une première génération d’inhibiteurs de MMPs a été synthétisée 

avec un groupe hydroxamate permettant de chélater le zinc catalytique (Browner et al., 1995). De 

nombreux inhibiteurs ont ainsi été développés, tels que le Marimastat et le Batimastat. Cependant, les 

essais cliniques réalisés ont montré de nombreux effets secondaires tels que des inflammations tissulaires 

(en cas d’injection), des raideurs musculo-squelettiques et des douleurs au niveau des tendons et des 

articulations dus à la non spécificité de ces inhibiteurs vis-à-vis des MMPs (Rothenberg et al., 1999). 

La seconde génération d’inhibiteurs de MMPs, développée quelques années plus tard, possède un 

groupement sulfonamide améliorant la solubilité et ainsi leur délivrance (Fisher and Mobashery, 2006; Hu 

et al., 2007). Cependant, le manque de spécificité de ces inhibiteurs, tels que le Cipemastat vis-à-vis des 

MMPs a conduit à un arrêt des essais cliniques en raison d’effets secondaires trop importants (Fingleton, 

2008). 

 Les laboratoires pharmaceutiques qui tentent de développer de nouveaux inhibiteurs de MMPs 

se focalisent désormais sur l’amélioration de leur spécificité vis-à-vis des MMPs. La caractérisation 

structurale des sites actifs a aidé à la mise au point de nouveaux inhibiteurs (Rao, 2005). La nature du 

groupement de liaison au zinc permet notamment de moduler la sélectivité des inhibiteurs vis-à-vis des 

MMPs (Agrawal et al., 2008). Le Prinomastat, un inhibiteur spécifique des MMP-2, -3, -9, -13 et -14 a 

atteint la phase III d’essai clinique dans le traitement des cancers du poumon non à petites cellules. 

Cependant, cet inhibiteur n’améliorant pas la chimiothérapie, les essais cliniques ont été abandonnés 

(Bissett et al., 2005). Un inhibiteur spécifique des MMP-2 et -9, le SB-3CT, a également été développé 

(Forbes et al., 2009). Les essais réalisés sur des lésions cérébrales traumatiques chez le rat ont montré un 

effet protecteur du SB-3CT au niveau du comportement ainsi qu’au niveau des neurones hippocampiques, 

suggérant une potentielle utilisation thérapeutique de cet inhibiteur sur les lésions cérébrales humaines 

(Gu et al., 2005; Jia et al., 2014).  

L’utilisation d’inhibiteurs de MMPs dans le traitement des maladies neurodégénératives nécessite 

le passage de la BHE afin d’avoir une bonne délivrance de médicaments et de limiter les effets secondaires 

(Baranger et al., 2014). Afin de permettre le passage de la BHE, il a été envisagé de fixer des molécules 

thérapeutiques sur un peptide se fixant sur les récepteurs aux LDL (Malcor et al., 2012; Vlieghe and 

Khrestchatisky, 2010, 2013). 
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Une autre stratégie thérapeutique consiste à viser les inhibiteurs tissulaires des MMPs et plus 

particulièrement le TIMP-1. Par exemple, l’ajout à l’extrémité C-terminale d’un 

glycosylphosphatidylinositol (GPI), permet l’ancrage du TIMP-1 à la membrane cellulaire. L’incubation de 

cellules de fibrosarcome avec ce TIMP-1-GPI diminue la prolifération et l’angiogenèse tumorale et 

potentialise le traitement à la doxorubicine (Bao et al., 2014). Dans les cellules de mélanome, le 

TIMP-1-GPI augmente l’apoptose induite par la protéine Fas suite à un traitement hyperthermique 

(Djafarzadeh et al., 2009). Ce variant du TIMP-1 accélère également la cicatrisation lorsqu’il est incubé 

avec des kératinocytes épidermiques (Djafarzadeh et al., 2014).  

Une autre stratégie a consisté au développement de variants du TIMP-1 présentant une capacité 

inhibitrice de MMPs supérieure à celle du TIMP-1 naturel. Différents variants du TIMP-1 ont été générés 

par substitution d’acides aminés entrainant une augmentation de l’inhibition des MMPs (Nagase and 

Brew, 2002; Wei et al., 2003). Ces inhibiteurs sont de bons outils pour l’étude de l’activité biologique de 

MMPs spécifiques. Cependant, les stratégies thérapeutiques basées sur le TIMP-1 ont été limitées du fait 

du large spectre d’action du TIMP-1 et notamment depuis l’identification de l’interaction du TIMP-1 avec 

différents complexes récepteurs membranaires, et de ses activités biologiques délétères associées (Baker 

et al., 2002; Ries, 2014). 
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Tableau IV: Caractéristiques des quatre membres de la famille des TIMPs (d'après Lambert et al., 2004, Brew et 
al., 2010 et Murphy et. al 2011) 

 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 

Localisation 

chromosomique Xp 11.3 – 11.23 17q23 – 17q25 22q12-1 – 22q13-2 3p25 

Expression inductible constitutive inductible inductible 

Acides aminés forme 

mature (+ peptide signal) 184 (23) 194 (26) 188 (23) 196 (29) 

Masse moléculaire 28,5 kDa 21 kDa 22 à 27 kDa 22 kDa 

Sites de N-glycosylation 2 0 1 0 

Localisation 
soluble 

soluble / surface 

cellulaire 
MEC 

soluble / 

surface 

cellulaire 

Inhibition faible des MMPs  
MT-1, -2, -3, -5 

MMP et MMP-19 
MT-1 MMP MT-3 MMP aucune 

Inhibition des ADAMs ADAM 10 ADAM-12 

ADAM-10, -12, 17, -

19 et ADAMTS-4 et 

-5 

aucun 

Liaison aux pro-MMPs 
pro-MMP-9 pro-MMP-2 pro-MMP-2 et -9 pro-MMP-2 

Protéines de liaison à la 

surface cellulaire 
CD63 

Pro-MMP-9/CD44 

intégrine α3β1 

LRP-1 

VEGFR2, 

Angiotensine-IIR, 

EFEMP1, LRP-1 

Non déterminé 
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II/ La famille des inhibiteurs tissulaires de MMPs (TIMPs) 

II.1. Structure 

Les 4 membres de la famille des TIMPs ont une chaine peptidique composée de 184 à 194 acides 

aminés avec une masse moléculaire variant de 21 à 34 kDa. Ces protéines sont organisées en 2 domaines, 

un domaine N-terminal d’environ 125 acides aminés et un domaine C-terminal d’environ 65 acides 

aminés. Chacun de ces domaines possède 6 cystéines conservées formant 3 ponts disulfures permettant 

d’obtenir la conformation caractéristique de ces protéines, formée de 6 boucles (Williamson et al., 1990). 

Parmi les 4 TIMPs, seuls les TIMP-1 et -3 possèdent des sites de N-glycosylation (Apte et al., 1995; Kim et 

al., 2012) (Tableau IV).  

Les différents TIMPs présentent un pourcentage d’homologie de séquence allant de 35 à 50 % 

(Figure 9 A). Des alignements de séquences entre les différents TIMPs montrent que les régions 

hautement conservées sont majoritairement retrouvées dans le domaine N-terminal, notamment pour 

les 22  premiers acides aminés. La séquence consensus VIRAK, située en position 18 à 22, est par exemple 

conservée chez les quatre membres et son rôle n’est toujours pas élucidé (Douglas et al., 1997). D’autres 

résidus tels que les tryptophanes W133, W174 et W203 sont également hautement conservés entre les 

quatre TIMPs. Il a été montré que certains de ces résidus sont impliqués dans la sécrétion du TIMP-2 (Ukaji 

et al., 2014). La structure tridimensionnelle des 4 TIMPs est hautement conservée et superposable. Une 

homologie de séquence protéique plus importante pour les TIMP-2 et -4 est observée sur l’alignement de 

séquences (Figure 9 A) et se situe au niveau des boucles des domaines N- et C-terminaux (Figure 9 B). 

 

II.2. Expression et régulation 

Les gènes des TIMP-1, -3, et -4 sont situés dans les introns des gènes de la synapsine -1, -3 et -2 

respectivement, avec une orientation inverse. Les synapsines sont une famille multigénique de 

phosphoprotéines spécifiques des neurones, permettant la régulation de la libération des 

neurotransmetteurs. Les analyses phylogénétiques ont montré que cette localisation des gènes des TIMPs 

remonte aux Drosophiles (Drosophila melanogaster), suggérant un fort lien entre ces deux familles 

géniques. Cependant, l’importance de cette localisation n’a pas été mise en évidence (Pohar et al., 1999). 

Le gène codant le TIMP-2 se trouve au sein du premier intron du gène Differential display clone 8 (DDC8), 

impliquant un épissage alternatif de ces deux gènes (Jaworski et al., 2007). L’expression des gènes des 

TIMP-1, -3 et -4 est inductible par diverses cytokines et facteurs de croissance alors que le gène du TIMP-2  
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Figure 9: Figure représentant les similitudes entre les quatre TIMPs humains. 

A. Alignement des séquences des 4 TIMPs humains (n° d’accession Uniprot : TIMP-1 : P01033, TIMP-2 : P16035, TIMP-3 : 

P35625 TIMP-4 : Q99727). Résidus conservés entre les 4 membres : Bleu ; Mutations autorisées : gris 

B. Représentation tridimensionnelle des 4 TIMPs. Les structures des TIMPs 3 et 4 sont des structures obtenues par 

modélisation par homologie. Les boucles des domaines N- et C-terminaux des TIMP-2 et -4 sont indiquées par des flèches. 
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est exprimé de façon constitutive. Les TIMP-1 et -2 sont exprimés dans la majorité des tissus. Les TIMP-3 

et -4 ont des expressions plus restrictives. En effet, le TIMP-3 est majoritairement présent au niveau des 

membranes basales des yeux et des reins. Le TIMP-4 n’est présent qu’au niveau du cœur, des reins, des 

ovaires, du pancréas, du colon, des testicules, du cerveau et du tissu adipeux (Murphy, 2011). 

 

II.3. Rôles biologiques 

D’un point de vue fonctionnel, les TIMPs sont principalement décrits en tant qu’inhibiteurs de 

MMPs et d’ADAMs. Les TIMP-2, -3 et -4 n’ont pas de spécificité d’inhibition vis-à-vis des MMPs (Tableau 

IV) (Brew and Nagase, 2010; Nagase et al., 2006; Visse and Nagase, 2003). 

Il est aujourd’hui bien établi que les TIMPs possèdent également des activités biologiques 

indépendantes de leur activité inhibitrice de MMPs en conditions physiopathologiques régulant différents 

processus, tels que la prolifération et la différenciation cellulaire, ainsi que l’apoptose (Chirco et al., 2006; 

Lambert et al., 2004). Des études avec des souris KO pour les différents TIMPs ont mis en évidence ces 

rôles physiopathologiques. L’inactivation du gène du TIMP-1 induit des altérations de la stéroïdogenèse 

et du cycle reproducteur murin suggérant que cette protéine est impliquée dans la régulation de la 

reproduction chez la souris. Les souris KO TIMP-1 présentent également des dysfonctionnements 

cardiaques, principalement au niveau du ventricule gauche, ainsi qu’un défaut d’apprentissage et de 

mémoire (Brew and Nagase, 2010). Les souris KO TIMP-2 présentent des altérations neuronales et 

musculaires à l’origine de dysfonctionnements moteurs. Une inactivation du gène du TIMP-3 chez la souris 

induit une augmentation du volume pulmonaire ainsi qu’une augmentation de l’apoptose durant le 

remodelage mammaire (Fata et al., 2001). Ces effets sont principalement dus à la diminution de 

l’inhibition des MMPs, suggérant que le TIMP-3 est un régulateur important des MMPs impliquées dans 

les phénomènes de dégradation matricielle. De plus, le TIMP-3 est apparu comme un régulateur clef du 

TNF-α et du TGF-β via l’inhibition de l’ADAM-17 lors des réponses inflammatoires, et présente un rôle 

protecteur vis-à-vis du diabète de type 2 en régulant le clivage du TNF α (Mohammed et al., 2004). Les 

souris KO TIMP-4 n’ont aucun problème de développement, mais sont plus sensibles à l’infarctus du 

myocarde, suggérant que le TIMP-4 a un rôle majoritairement cardiaque. Cependant, ces effets sont 

reversés par un inhibiteur de MMPs, indiquant qu’ils sont liés à l’activité inhibitrice de MMPs du TIMP-4 

(Koskivirta et al., 2010).  

 

  



76 
 

 

  

Tableau V: Structures du TIMP-1 obtenues par RMN ou cristallographie 

Référence 

PDB 

Type 

expérimental 
Résolution Caractéristiques 

2J0T Cristallographie 2,54 Å 
Domaine catalytique de la MMP-1 en complexe 

avec le domaine inhibiteur du TIMP-1 

1OO9 RMN   
Domaine catalytique de la MMP-3 en complexe 

avec le domaine N-terminal du TIMP-1 

1D2B RMN   Domaine inhibiteur de MMPs, N-TIMP-1 

1UEA Cristallographie 2,80 Å MMP-3 en complexe avec le TIMP-1 

3V96 Cristallographie 1,90 Å 
Domaine catalytique de la MMP-10 en complexe 

avec le TIMP-1 

3MA2 Cristallographie 2,05 Å MT1-MMP en complexe avec le TIMP-1 

Figure 10: Représentation schématique de la structure du TIMP-1 avec les boucles formées 

Schéma permettant de mettre en évidence les 6 boucles le composant et permettant son organisation en 2 domaines: 

le N-TIMP-1 (en vert) et le C-TIMP-1 (en rose). 
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II.4. Le TIMP-1  

II.4.1. Structure 

Le TIMP-1 est le premier membre de la famille des TIMPs à avoir été caractérisé. C’est une 

glycoprotéine de 207 acides aminés, possédant un peptide signal de 23 acides aminés, permettant sa 

sécrétion dans la MEC. Sa masse moléculaire est de 28,5 kDa. De plus, le TIMP-1 possède deux sites de 

N-glycosylation sur les asparagines localisées en position 30 et 78 de la protéine mature. Cependant, 

l’absence de N-glycosylation ne semble pas perturber l’activité MMP-inhibitrice du TIMP-1 (Caterina et 

al., 1998). Récemment, il a été montré qu’une glycosylation aberrante du TIMP-1 est associée à une perte 

d’inhibition vis-à-vis des MMPs et contribue à l’augmentation du potentiel invasif des cellules de cancer 

du colon (Kim et al., 2012b). 

Le TIMP-1 possède 12 cystéines liées entre elles par 6 ponts disulfures et formant 6 boucles 

impliquées dans la structure tridimensionnelle de la protéine. Les boucles 1 à 3 forment le domaine 

N-terminal (N-TIMP-1) de 126 acides aminés, et les boucles 4 à 6 le domaine C-terminal (C-TIMP-1) 

de 58 acides aminés (Figure 10). 

 Le domaine N-terminal est impliqué dans l’inhibition des MMPs (Murphy et al., 1991b) et le 

domaine C-terminal est impliqué dans la liaison avec certaines formes zymogènes des MMPs (Nagase et 

al., 2006). Des expériences de RMN et de cristallographie ont permis d’obtenir des données structurales 

pour les deux domaines du TIMP-1 (Tableau V). Le domaine N-terminal du TIMP-1 présente un repliement 

similaire à celui des membres de la famille des protéines OB (protéines de liaison aux oligonucléotides et 

oligosaccharides) (Murzin, 1993). Il s'agit d'un tonneau β déformé, composé de 5 brins β (référencés de A 

à F) présentant une topologie de type Clé Grecque. Le TIMP-1 contient également 3 hélices α, deux situées 

dans le domaine N-terminal et une dans le domaine C-terminal, formant ainsi une interface entre les deux 

domaines du TIMP-1. Le domaine C-terminal est composé d’une paire de brins β parallèles, connectés par 

une boucle et suivis par une hélice α, et d’une paire de brins β antiparallèles reliés par une épingle β 

(Figure 11).  

 

II.4.2. Expression et régulation du TIMP-1 

Le TIMP-1 est exprimé dans de nombreux types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules 

épithéliales et endothéliales, les ostéoblastes, les chondrocytes, les cellules de muscle lisse ainsi que dans 

plusieurs types de cellules tumorales. Il est également exprimé dans les lignées de cellules myéloïdes, 

érythroïdes et mégacaryoblastiques mais pas dans les lignées lymphoïdes. C’est une protéine sécrétée et  
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Figure 11: Représentation schématique de la structure 3D du TIMP-1 mettant en évidence les différentes structures 
de la protéine. 

Le domaine N- terminal : vert, domaine C-terminal : rose, Brins β : bleus, dont les brins A à F permettant la formation 
du tonneau β déformé à la topologie de clef grecque, Hélices α : grises.  
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sa concentration dans le sérum humain en condition physiologique est de l’ordre de 2,5 à 4 nM (Manicourt 

et al., 1994). 

Le gène du TIMP-1 est composé de 6 exons, le premier étant transcrit mais pas traduit. Il présente 

des caractéristiques des gènes de ménage telles que l’absence de TATA box, pouvant expliquer le niveau 

d’expression basal du TIMP-1. Cependant, l’expression de ce gène est également inductible grâce à la 

présence de multiples sites d’initiation de la transcription (Edwards et al., 1992). La régulation 

transcriptionnelle du gène du TIMP-1 se fait grâce à la fixation d’éléments cis-régulateurs au niveau de la 

région promotrice du gène et de l’intron 1. Le promoteur comporte dix séquences consensus SP1, six 

séquences consensus AP1, six séquences consensus PEA3, douze séquences consensus AP2 et cinq CCAAT 

box (Clark et al., 1997). Un nouvel élement cis-régulateur, UTE-1 (Upstream TIMP-1 element), a été 

identifié en aval des sites AP1 et PEA3. Cet élément lie une protéine nucléaire de 30 kDa pouvant être un 

variant d’épissage ou le produit de dégradation de la protéine RUNX2 (Bertrand-Philippe et al., 2004; Trim 

et al., 2000). 

L’activation de la transcription du gène du TIMP-1 peut se faire par différents stimuli extérieurs 

tels que des facteurs de croissance (PDGF, EGF, TGF β1), des cytokines (IL-1, IL-1 β et l’IL-6) (Roeb et al., 

1994; Sato et al., 1990), le sérum et les esters de phorbol (Phorbol 12 myristate 13 acetate, PMA) (Kordula 

et al., 1992). L’érythropoïétine (Epo) a été décrite comme induisant l’expression et la sécrétion du TIMP-1 

dans la lignée érythroleucémique humaine UT-7 dépendante de l’Epo et dans les progéniteurs érythroïdes 

CD34+ isolés à partir de sang de cordon ombilical (Kadri et al., 2000). Plus récemment, la leptine, une 

hormone secrétée par le tissu adipeux, a été montrée comme étant impliquée dans l’activation de la 

transcription via un mécanisme dépendant de SP-1/pSTAT3 (Lin et al., 2006). 
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III. Activités biologiques du TIMP-1 

Le TIMP-1 possède des activités biologiques variées pouvant être liées à l’inhibition des MMPs ou 

indépendantes de l’inhibition des MMPs et passant par des complexes récepteurs membranaires 

(Lambert et al., 2004). 

 

III.1. Activité inhibitrice de MMPs 

 Le TIMP-1 est capable d’inhiber la grande majorité des MMPs. Cependant, il est le seul TIMP à 

posséder une spécificité d’inhibition. En effet, s’il inhibe la quasi-totalité des MMPs solubles, à l’exception 

de la MMP-19, il inhibe en revanche très faiblement les MMPs transmembranaires et notamment les 

MT-1, -3 et -5 MMPs.  

 

III.1.1. Interaction TIMP-1 / MMPs 

L’inhibition des MMPs par le TIMP-1 se fait par interaction non covalente directe entre les 2 

protéines selon un rapport stœchiométrique 1:1 (Bode et al., 1999b). C’est principalement le domaine 

N-terminal qui est impliqué dans l’inhibition des MMPs. En effet, en l’absence du domaine C-terminal, le 

domaine N-terminal conserve sa structure tridimensionnelle et sa capacité à inhiber les MMPs, excepté 

pour l’ADAM-10 (Rapti et al., 2008). L’affinité du N-TIMP-1 vis-à-vis des MMP-1, -2 et -3 est cependant 6 

à 8 fois plus faible que l’affinité du TIMP-1 sauvage suggérant que le domaine C-terminal pourrait 

également être impliqué dans l’interaction avec les MMPs (Huang et al., 1996; Williamson et al., 1994). 

En effet, une étude montre que le domaine C-terminal du TIMP-1 présente des zones de contact avec les 

MMPs et qu’une délétion d’une partie de ce domaine altère la liaison du TIMP-1 à la MMP-2 (Caterina et 

al., 1998). La production du domaine C-terminal ne permet pas d’obtenir une bonne conformation 

tridimensionnelle ce qui limite l’étude de sa fonction (Bódi et al., 2003).  

Dans le domaine N-terminal, deux régions ont été identifiées comme étant impliquées dans 

l’inhibition des MMPs : la première est composée des résidus 1C-T-C-V-P-P6, formant un bras chélatant le 

zinc catalytique des MMPs, et la seconde région correspond à la boucle formée par les résidus 

66M-E-S-V-C70. En effet, les boucles formées par les ponts disulfures C1 - C70 et C3 - C99, ainsi que la 

présence d’une proline en cinquième position de ces boucles permet de rendre les résidus 66 à 70 

accessibles pour une interaction avec les MMPs (Figure 13) (Huang et al., 1997; Nagase et al., 1997). 

Les domaines catalytiques des MMPs possèdent des sites actifs, appelés sous-sites, interagissant 

avec les substrats ou les inhibiteurs tels que le TIMP-1. Ces sous-sites sont situés de part et d’autre de  
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Figure 13: Nomenclature de l’interaction substrat protéase (d’après Vandenbroucke and Libert, 2014) 

Les sites de liaison enzymatiques (P) sont en contact direct avec les sites de liaison du substrat (S). Les sites Sn sont 
situés du côté N-terminal du zinc catalytique et les sites Sn’ du côté C-terminal. 

 

Figure 14: Représentation schématique des résidus du TIMP-1 impliqués dans l’inhibition des MMPs. 

Les résidus 1 à 6 (en rouge) forment le bras permettant de chélater le zinc catalytique des MMPs. La thréonine 98 
est représentée en jaune. 

 

 

Figure 12: Représentation schématique de l’interaction entre le TIMP-1 et le site catalytique des MMPs.  

La threonine 98 est entourée en jaune. Les cysteine 3 et 99 impliquées dans un pont disulfure sont entourées en 
rouge (d’après Brew and Nagase, 2010)  

 

Pont 
disulfure 
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l’ion zinc catalytique (Figure 12). Ceux situés côté gauche de cet ion sur le schéma sont appelés S1, S2, S3, 

… et ceux localisés à droite de cet ion sont nommés S1’, S2’, S3’,… (Overall, 2001). 

Les résidus 1 à 5 du TIMP-1 forment un bras capable de s’insérer au sein des sous-sites S’1 et S’3 

des MMPs. Le résidu cystéine 1 se trouve à proximité du zinc catalytique de la MMP, bloquant ainsi le site 

catalytique de la MMP. Les résidus thréonine 2 et valine 4 sont en contact avec les sous-sites S’1et S’3 

(Gupta and Patil, 2012) (Figure 13 et 14).  

La réalisation de quinze substitutions de la thréonine 2 a montré que sa taille, sa charge 

électrostatique et la polarité de sa chaine latérale jouent un rôle important dans la sélectivité vis-à-vis des 

MMPs. En effet, lorsque cette thréonine est mutée en alanine (Mutant T2A), la constante d’inhibition de 

ce mutant est 17 fois plus importante vis-à-vis de la MMP-1 que de la MMP-3 (Meng et al., 1999). Le 

mutant T2G présente une perte d’inhibition de 50% vis-à-vis des MMP-1, -2 et -3, alors qu’il ne perturbe 

pas l’inhibition de la MMP-9 (Meng et al., 1999).  

La thréonine 98 du TIMP-1 est également importante pour la sélectivité du TIMP-1 vis-à-vis des 

différentes MMPs. En effet, le mutant T98L devient un puissant inhibiteur de la MMP-19, -14 et -24, 

métalloprotéases qui ne sont pas inhibées par le TIMP-1 sauvage (Lee et al., 2003, 2004). Plus récemment, 

des études de dynamique moléculaire ont mis en évidence que la mutation de la thréonine 98 induit une 

modification de la flexibilité protéique, à l’origine du changement d’interaction du TIMP-1 avec la 

MT1-MMP (Grossman et al., 2010) (Figure 13 et 14). Le TIMP-1 est également capable d’interagir avec la 

forme zymogène de la MMP-9 (Olson et al., 1997). Cependant, aucune donnée cristallographique sur ce 

complexe n’existe à l’heure actuelle. Cette interaction semble stabilisée grâce aux domaines C-terminaux 

du TIMP-1 et de la pro-MMP-9 (Murphy et al., 1991b).  

 

III.1.2. Effets biologiques associés 

 En inhibant l’activité protéolytique des MMPs, le TIMP-1 est un régulateur des activités 

biologiques associées à ces enzymes (Cf. Introduction 1.4). De plus, l’activation des MMPs se faisant 

principalement par d’autres MMPs, l’inhibition de l’activité de certaines MMPs peut entrainer une 

diminution en cascade de l’activité de l’ensemble des MMPs (Chakraborti et al., 2003). En conditions 

physiologiques, l’équilibre TIMPs/MMPs permet de réguler l’activité inhibitrice des MMPs et de maintenir 

l’homéostasie tissulaire (Hijova, 2005). Il a été montré qu’une dérégulation de ce ratio était impliquée 

dans différentes pathologies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, l’athérosclérose, les 

maladies neurodégénératives, … (Gardner and Ghorpade, 2003; Hamacher et al., 2004; Hijova, 2005). 
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L’inhibition des MMPs par le TIMP-1 est également impliquée dans différentes pathologies, telles 

que l’arthrite, l’athérosclérose, la progression tumorale et les maladies neurodégénératives. 

Le TIMP-1, via l’inhibition des MMPs, va ainsi pouvoir moduler la prolifération et la migration 

cellulaire, l’invasion, l’apoptose, ainsi que des processus biologiques tels que l’angiogenèse et la plasticité 

neuronale (Kerrigan et al., 2000; Murphy et al., 2002). Par exemple, le TIMP-1 stimule la prolifération des 

cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-435 via l’inhibition des MMPs. Cet effet passe par 

l’activation des voies de signalisation MEK, p38 et PI3-kinase (Porter et al., 2004). La capacité invasive des 

cellules MDA-MB-231 est dépendante de la MMP-9 et l’inhibition de cette MMP par le TIMP-1 induit une 

diminution des capacités invasives de cette lignée cellulaire (Farina et al., 2011). L’inhibition de la MMP-2 

par le TIMP-1 bloque le clivage de la VE-cadhérine conduisant à une diminution de la migration des cellules 

endothéliales et une diminution de l’angiogenèse tumorale (Akahane et al., 2004). 

Dans le SNC, le TIMP-1 est très faiblement exprimé alors que les MMPs le sont très largement 

(Crocker et al., 2004). L’intégrité de la BHE est la première ligne de défense du système nerveux. De 

nombreuses études montrent l’implication des MMPs, et plus particulièrement des MMP-2 et -9, dans la 

rupture de la BHE lors d’un processus neuropathologique (Asahi et al., 2001; Graesser et al., 2000). Ainsi, 

il a été montré dans des modèles expérimentaux d’encéphalomyélite auto-immune (modèle expérimental 

de la sclérose en plaques) que le TIMP-1 limite l’expansion de la lésion créée par les MMP-1, -2, -3, -7 et -9 

(Gijbels et al., 1994). Dans un modèle murin transgénique de démyélinisation spontanée, une 

surexpression de la MMP-3 apparait plusieurs mois avant l’apparition de la maladie. Dans les souris issues 

du croisement de cette lignée murine avec une lignée de souris surexprimant le TIMP-1, on observe une 

atténuation des signes cliniques de la maladie (D’Souza et al., 2002). Dans la maladie d’Alzheimer, les 

MMPs jouent un rôle protecteur de par leur capacité à dégrader les peptides β-amyloïdes qui sont à 

l’origine de la formation des plaques séniles (Yan et al., 2006). Une augmentation de l’expression de la 

protéine TIMP-1 induit donc une accumulation des plaques séniles via l’inhibition de la MMP-9 (Ridnour 

et al., 2012).  

 

III.2. TIMP-1 et activités indépendantes de l’inhibition des MMPs 

 En plus de ses activités inhibitrices de MMPs, le TIMP-1 possède des activités biologiques 

indépendantes de l’inhibition des MMPs. On parle alors de fonction cytokine du TIMP-1 (Ries, 2014). Cette 

fonction passe par la fixation du TIMP-1 à des complexes récepteurs membranaires. A ce jour, deux 

complexes récepteurs ont été identifiés, un complexe formé par la glycoprotéine CD44 et la pro-MMP-9  
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Figure 15: Représentation schématique de la glycoprotéine CD44 et de ses variants. 

A : Schéma du gène codant la glycoprotéine CD44 avec les exons standards (s1 à s10), permettant la synthèse de 

la forme CD44 standard (CD44s). La transcription des exons variants, permet selon l’épissage alternatif des exons 

variants situés entre les exons standards 5 et 6, la synthèse des isoformes variants de CD44 (CD44v).  

B : Structure protéique des isoformes standards et variants de CD44. La liaison de l’acide hyaluronique se fait au 

niveau de l’extrémité N-terminale extracellulaire. L’interaction avec les molécules du cytosquelette se fait au 

niveau du domaine intracellulaire ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) (d’après Goodison et al., 1999) 
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et un autre composé de la glycoprotéine CD63 et de la sous-unité β1 des intégrines (Jung et al., 2006; 

Lambert et al., 2009).  

 

III.2.1. Le complexe récepteur CD44 / pro-MMP-9 

III.2.1.1. La glycoprotéine CD44  

La protéine CD44 est une glycoprotéine membranaire de type I avec un seul domaine 

transmembranaire. Cette protéine est exprimée par de nombreux types cellulaires tels que les 

kératinocytes, les chondrocytes, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules 

hématopoïétiques et les cellules neuronales. Sa masse moléculaire est comprise entre 85 et 200 kDa, 

selon les isoformes. En effet, l’ARNm de la glycoprotéine CD44 peut subir un épissage alternatif au niveau 

des exons 6 à 15 (exons dits variants) générant ainsi une multitude de variants (Figure 15). Par ailleurs, la 

protéine peut subir une succession de modifications post-traductionnelles (N- et O-glycosylations) 

(Goodison et al., 1999).  

La forme standard de CD44 est exprimée de manière ubiquitaire en conditions physiologiques et 

pathologiques, alors que ses variants sont moins exprimés dans les tissus sains. Dans les pathologies 

cancéreuses, la surexpression des formes standard (CD44s) et variantes (CD44v) est corrélée à la 

progression tumorale et à la dissémination métastatique grâce à l’activation de voies de signalisation 

cellulaire régulant la survie des cellules cancéreuses (Bourguignon et al., 2014; Naor et al., 2008).  

Le ligand majoritaire de CD44 est l’acide hyaluronique (St. John et al., 1990) mais d’autres 

protéines de la MEC telles que l’ostéopontine, les collagènes et certaines MMPs telles que la MMP-9 ou 

encore la MT1-MMP se lient également à CD44 (Chetty et al., 2012; Isacke and Yarwood, 2002; Weber et 

al., 1997). 

  

III.2.1.2. La pro-MMP-9 

La MMP-9, une glycoprotéine de 92 kDa possédant 3 sites de N-glycosylation, est exprimée par 

de nombreux types cellulaires (Van den Steen et al., 2002) et est surexprimée dans de nombreuses 

pathologies sous ses formes zymogène et active (St-Pierre et al., 2004). La localisation extracellulaire de 

la pro-MMP-9 permet d’une part son activation par d’autres protéases et d’autre part son interaction avec  
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Figure 16: Représentation schématique de 
l’interaction du TIMP-1 avec le complexe 
récepteur proMMP-9/CD44 dans les cellules UT-7 
(d’après Bridoux et al., 2013). 

Le TIMP-1 s’associe à la forme zymogène de la 
MMP-9 en interaction avec la glycoprotéine CD44. 
La formation de ce complexe membranaire induit 
l’activation de la voie de signalisation Lyn/JAK2/PI3-
kinase/Akt, et augmente la survie des cellules 
érythroleucémiques UT7. Un troisième partenaire 
membranaire pourrait être impliqué dans ce 
complexe protéique. 

 

 

Figure 17: Représentation schématique de la 
structure des tétraspanines (d’après Stipp et al ., 
2003). 

Schéma représentant la structure commune aux 

différents membres de la famille des tétraspanines. 

Les valeurs de pourcentage représentent les 

homologies de séquences entre les quatre 

tétraspanines CD9, CD81, CD151 et TM4SF2/A15.  
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diverses protéines (TIMP-1,…) dont certains récepteurs membranaires (CD44, les intégrines α5β1 et α5β5) 

(Bauvois, 2012; Lambert et al., 2009). Ainsi, indépendamment de ses activités enzymatiques, la 

pro-MMP-9 est capable de réguler de nombreux processus cellulaires et notamment dans les contextes 

pathologiques où elle est surexprimée (Bauvois, 2012).  

 

III.2.1.3. Signalisation cellulaire et effets biologiques associés 

En absence de CD44, le domaine C-terminal du TIMP-1 a été décrit comme capable d’interagir 

avec le domaine hémopexine de la pro-MMP-9 (Nagase et al., 2006). C’est également ce domaine 

hémopexine qui semble être impliqué dans l’interaction entre la pro-MMP-9 et la glycoprotéine CD44 

(Redondo-Muñoz et al., 2008). 

La notion de complexe-récepteur du TIMP-1 pour l’association pro-MMP-9/CD44 a été décrite 

pour la première fois dans notre laboratoire pour la lignée érythroleucémique UT-7. Dans ces cellules, il a 

été montré que le TIMP-1, indépendamment de son activité inhibitrice de MMPs, i) se lie à un complexe 

récepteur membranaire formé par la pro-MMP-9 et la glycoprotéine CD44 (Lambert et al., 2009), ii) est 

capable d’induire la survie cellulaire en activant la voie de signalisation cellulaire JAK2/Pi 3-kinase/Akt/Bad 

(Lambert et al., 2003), et iii) active la protéine tyrosine kinase Lyn en amont de JAK2 (Bridoux et al., 2013). 

De façon intéressante, l’utilisation d’inhibiteurs synthétiques de MMPs ou d’anticorps bloquant l’activité 

de la MMP-9 bloque la fixation du TIMP-1 au complexe pro-MMP-9/CD44, ce qui montre que le site 

d’interaction du TIMP-1 sur la pro-MMP-9 est proche de son site catalytique (Figure 16) (Lambert et al., 

2009).  

III.2.2. Le complexe récepteur CD63 / Intégrine β1 

III.2.2.1. La glycoprotéine CD63  

La glycoprotéine CD63 (Cluster Differentiation 63) appartient à la famille des tétraspanines. Chez 

les mammifères, cette famille est composée de plus de 30 membres caractérisés par une structure 

commune. Les tétraspanines possèdent quatre traversées transmembranaires formées par des hélices α 

(Figure 17). La première boucle extracellulaire (EDI) de la glycoprotéine CD63 est de petite taille (19 acides 

aminés) et est conservée entre les différents membres. La seconde boucle extracellulaire (EDII), plus 

grande (101 acides aminés), possède une région constante et une région variable impliquée dans les 

interactions protéine-protéine. Les extrémités N- et C-terminales sont intracellulaires et le domaine 

C-terminal est impliqué dans les interactions avec le cytosquelette. Le domaine ED2 possède trois sites  
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Figure 18: Schéma représentant les 
hétérodimères formés par l’association des 
différentes sous unités α et β des intégrines, 
leur conférant leur spécificité de substrat 
(d’après Ruoslahti, 1996). 

Figure 19: Représentation schématique de la structure des sous-unités α et β des intégrines (Adam Byron) 
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de N-glycosylation. Selon le degré de glycosylation, la masse moléculaire varie entre 25 et 55 kDa 

(Metzelaar et al., 1991).  

Le processus de palmitoylation est nécessaire à l’interaction entre les différentes tétraspanines 

ainsi qu’avec d’autres protéines telles que les intégrines (Stipp et al., 2003). Les différents membres de la 

famille des tétraspanines interagissent entre eux au niveau de micro-domaines membranaires, appelés 

micro-domaines enrichis en tétraspanines (MET). Ces interactions permettent aux tétraspanines de 

moduler de nombreux processus physiopathologiques tels que la prolifération, l’adhérence et la migration 

(Levy and Shoham, 2005). Les interactions des tétraspanines avec les intégrines sont également bien 

caractérisées et modulent l’adhérence cellulaire (Yunta and Lazo, 2003). Ces interactions se font 

majoritairement avec la sous-unité β1 des intégrines. Cependant, des interactions avec la sous-unités α3 

ont été identifiées (Berditchevski et al., 1996; Yauch et al., 2000). CD63 est localisé à la membrane 

plasmique au niveau des MET mais est également présent au niveau des endosomes tardifs et des 

lysosomes. L’extrémité C-terminale de CD63 contient une séquence YXXØ (Ø correspondant à un acide 

aminé hydrophobe) permettant l’endocytose grâce à la fixation de la protéine cargo AP-2 (Pols and 

Klumperman, 2009). L’interaction de CD63 avec d’autres protéines membranaires telles que la MT1-MMP, 

induit leur endocytose et leur dégradation ou leur recyclage (Takino et al., 2003).  

 

III.2.2.2. La sous-unité β1 des intégrines 

Chez les vertébrés, la famille des intégrines regroupe 24 hétérodimères formés par 18 sous-unités 

α et 8 sous-unités β. Ces protéines sont impliquées dans les interactions cellules / MEC et cellules / cellules 

et contrôlent majoritairement l’adhérence et la migration cellulaire (Barczyk et al., 2010). L’assemblage 

des différentes sous-unités α et β confère aux intégrines leur spécificité de substrat (Ruoslahti, 1996) 

(Figure 18). 

Chaque sous-unité d’intégrine est composée d’un grand domaine extracellulaire d’environ 80 à 

150 kDa, d’une seule traversée transmembranaire en hélice α et d’une courte chaine intracellulaire (à 

l’exception de la sous unité β4). La partie extracellulaire des sous-unités α et β présente un domaine 

globulaire N-terminal permettant l’interaction avec les ligands. Les sous-unités α et β sont reliées par des 

liaisons non covalentes. Les domaines des intégrines sont reliés par des régions charnières permettant la 

flexibilité de ces protéines (Figure 19 et 20) (Srichai and Zent, 2010). 
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Figure 20: Représentation schématique des voies de signalisation permettant l’activation du dimère d’intégrine 
(d’après Avraamides et al., 2008). 

Au centre : la forme inactive, repliée. À gauche : la signalisation outside-in qui, en réponse à la fixation d’un ligand 

extracellulaire va activer le dimère. À droite : la signalisation inside-out qui va activer le dimère d’intégrine suite au 

recrutement de la taline au niveau intracellulaire de la sous unité β. 
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Les intégrines doivent subir une étape d’activation afin d’être fonctionnelles. Un premier mode 

d’activation peut se faire au niveau de leur domaine intracellulaire, appelée "inside-out". Cette activation 

permet à l’intégrine de se déplier et de rendre son domaine N-terminal accessible aux ligands. La liaison  

des ligands se fait au niveau du domaine extracellulaire N-terminal grâce à trois séquences consensus et 

aboutit à la formation des complexes focaux permettant l’adhérence et la migration cellulaire (Campbell 

and Humphries, 2011): 

 la séquence RGD, présente par exemple sur la fibronectine, la vitronectine et le fibrinogène  

 la séquence GFOGER, retrouvée dans les collagènes (O étant une hydroxyproline) 

 la séquence LDV permettant la reconnaissance des ICAM (Intracellular Cell Adhesion Molecule) et 

VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) 

L’intégrine peut être activée par phosphorylation par un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) ou par 

association avec une protéine cytoplasmique, la taline (Figure 20, gauche) (Ginsberg et al., 2005; Teoh et 

al., 2012). 

Un second mode d’activation des intégrines se fait par activation de voies de signalisation intracellulaires 

via un mécanisme appelé "outside-in" après fixation de substrats au niveau du domaine extracellulaire 

des intégrines. Cette interaction permet d’induire un changement conformationnel et ainsi l’exposition 

de séquences présentes au sein du domaine intracellulaire impliquées dans le recrutement des protéines 

permettant la formation de plaques d’adhérence (Figure 20, droite) (Askari et al., 2009; Avraamides et al., 

2008; Srichai and Zent, 2010). 

En plus d’interagir entre elles, les intégrines peuvent s’associer avec d’autres protéines 

membranaires, telles que les tétraspanines. Ces interactions peuvent se faire avec un hétérodimère αβ 

(α3β1), ou uniquement avec la sous-unité β1 (Berditchevski and Odintsova, 1999; Brakebusch and Fässler, 

2005). La sous-unité β1 possède 5 isoformes résultant d’un épissage alternatif. L’isoforme 1 est exprimée 

dans de nombreux types cellulaires tandis que les quatre autres présentent des expressions plus 

spécifiques (Van der Flier et al., 1995; Languino and Ruoslahti, 1992). Cette sous-unité des intégrines est 

importante pour les interactions cellules-cellules et cellules-MEC (Tanjore et al., 2008). L’intégrine β1 est 

importante dans le développement de nombreux cancers et des études ont montré qu’une surexpression 

de la sous-unité β1 était corrélée à un mauvais pronostic pour la survie des patients (Dingemans et al., 

2010). De plus, cette intégrine est impliquée dans la transition des cellules tumorales en dormance et la 

dissémination métastatique via l’activation de la protéine FAK (Shibue and Weinberg, 2009). Le profil 

d’expression de l’intégrine β1 est donc étudié en tant que marqueur tumoral et cible thérapeutique 

(Barkan and Chambers, 2011, 2011; Dingemans et al., 2010; Taherian et al., 2011). 
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Figure 22: Schéma représentant l’interaction du TIMP-1 avec le 
complexe récepteur CD63/intégrine β1 et modulant la 
prolifération cellulaire (d’après Egea et al., 2012; Taube et al., 
2006). 

L’interaction du TIMP-1 avec la glycoprotéine CD63 permet le 
recrutement de la sous-unité β1 des intégrines et l’activation de 
diverses voies de signalisation cellulaire, régulant la prolifération 
cellulaire dans différents types cellulaires. 

Figure 21: Schéma représentant l’interaction du TIMP-1 avec le 
complexe récepteur CD63/intégrine β1 et régulant l’apoptose 
(d’après Ries, 2014). 

Le TIMP-1 s’associe à la glycoprotéine CD63, permettant le 

recrutement de la sous-unité β1 des intégrines en hétérodimère 

avec une sous unité α. L’activation de la voie de signalisation 

FAK/PI3-Kinase, puis des protéines de signalisation Erk ou Akt 

permet de déclencher la phosphorylation de la protéine 

pro-apoptotique Bad, permettant ainsi de maintenir les protéines 

anti-apoptotiques BclXL et Bcl2 dans leur conformation active. 

 

 

Effet anti-prolifératif 

Diminution de la prolifération cellulaire Stimulation de la prolifération cellulaire 

micro ARN let-7f 
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III.2.2.3. Signalisation cellulaire et effets biologiques associés 

Le complexe récepteur CD63/intégrine β1 a été caractérisé pour la première fois dans la lignée 

cellulaire mammaire MCF10A par la méthode du double hybride (Jung et al., 2006). Une fois le TIMP-1 lié 

à CD63, cette dernière interagit avec l’intégrine β1 associée à une sous unité α (α3, 4, 5 ou 6) (Ries, 2014). 

Le TIMP-1 permet le maintien de la sous-unité β dans sa conformation active, de façon dépendante de 

CD63. Depuis la découverte de ce complexe en 2006, les effets du TIMP-1 passant par ce récepteur ont 

été étudiés dans différents types cellulaires. De nombreuses voies de signalisations ainsi que différents 

processus cellulaires ont été identifiés. 

a. Récepteur CD63/Intégrine β1 et activité anti-apoptotique 

Dans les cellules épithéliales mammaires humaines MCF10A, l’interaction du TIMP-1 avec le 

complexe récepteur CD63/Intégrine β1 induit la survie cellulaire (Jung et al., 2006). Ces effets passent par 

l’activation de voies de signalisation intracellulaires impliquant les protéines de la famille Bcl-2 (Li et al., 

1999). L’activation de la voie de signalisation FAK/PI3-Kinase, puis des protéines de signalisation Erk ou 

Akt permet de déclencher la phosphorylation de la protéine pro-apoptotique Bad, permettant ainsi de 

maintenir les protéines anti-apoptotiques BclXL et Bcl2 dans leur conformation active (Figure 21) (Liu et al., 

2003). En plus de cette voie d’apoptose intrinsèque, le TIMP-1 est également capable d’inhiber la voie 

apoptotique extrinsèque liée à la protéine TRAIL (Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-inducing 

ligand) par l’activation de la voie FAK/PI3-kinase (Liu et al., 2005). 

b. Récepteur CD63/Intégrine β1 et activité mitogénique 

Dans les cellules épithéliales mammaires MCF10A, la fixation du TIMP-1 au complexe récepteur 

CD63/intégrine β1 inhibe la prolifération cellulaire (Taube et al., 2006). Cet effet résulte d’un blocage du 

cycle cellulaire en phase G1 dû à une diminution de la cycline D1, protéine permettant l’entrée dans le 

cycle cellulaire, ainsi qu’une surexpression de la protéine p27Kip1, inhibiteur du cycle cellulaire en phase 

G1 (Figure 22 A). Un effet similaire a été identifié dans les cellules souches mésenchymateuses humaines 

issues de moelle osseuse. La liaison du TIMP-1 au complexe CD63/intégrine β1 réprime l’expression du 

micro-ARN let-7f ciblant l’axine 2 qui peut alors maintenir la β-caténine dans sa conformation inactive, et 

ainsi diminuer la prolifération cellulaire (Figure 22 B) (Egea et al., 2012).  

Dans les cellules cancéreuses pulmonaires murines, le TIMP-1 possède à l’inverse un effet 

prolifératif. En effet, une étude montre qu’une extinction du gène codant le TIMP-1 induit une diminution 
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Figure 25: Schéma représentant l’interaction du TIMP-1 avec 
le complexe récepteur CD63/intégrine β1 inhibant la 
différenciation ostéogénique dans les cellules souches 
mésenchymateuses humaines. 

Dans les cellules souches mésenchymateuses humaines, 
l’interaction du TIMP-1 avec la glycoprotéine CD63 induit une 
répression de la voie de signalisation Wnt/β-caténine et 
inhibe la différenciation ostéogénique.  

Figure 24: Schéma représentant l’interaction du TIMP-1 avec 
le complexe récepteur CD63/intégrine β1 induisant la TEM 
dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7. 

Dans les cellules cancéreuses mammaires, l’interaction du 
TIMP-1 avec la glycoprotéine CD63 induit l’expression du 
facteur TWIST-1, réprimant la transcription du marqueur 
épithélial E-cadhérine.  

 

Figure 23: Schéma représentant l’interaction du TIMP-1 avec 
le complexe récepteur CD63/intégrine β1 et modulant la 
migration cellulaire dans les cellules souches neuronales 
humaines. 

Dans les cellules souches neuronales, l’interaction du TIMP-1 
avec la glycoprotéine CD63 permet le recrutement de la 
sous-unité β1 des intégrines et l’activation de la voie de 
signalisation cellulaire FAK/PI3-Kinase/Akt induisant la 
migration cellulaire. 

 

Stimulation de la migration cellulaire 

Transition épithélio-mésenchymateuse 

Inhibition de la différenciation ostéogénique 

micro ARN let-7f 



Introduction 

97 
 

de la prolifération tumorale. Cette régulation se fait grâce à la fixation du TIMP-1 sur le complexe 

CD63/intégrine β1 et l’activation de la voie de signalisation Erk (Figure 22 C) (Xia et al., 2012).  

c. Recepteur CD63/Intégrine β1 et migration cellulaire 

Dans les cellules souches neuronales humaines, le TIMP-1 agit comme une molécule 

chimio-attractante. Dans ces cellules, la fixation du TIMP-1 au complexe CD63/intégrine β1 active la voie 

FAK/PI3-kinase/Akt entrainant une augmentation du nombre de contacts focaux ainsi qu’une 

réorganisation des fibres d’actine et de la vinculine stimulant ainsi la migration cellulaire (Figure 23) (Lee 

et al., 2014).  

d. Récepteur CD63/Intégrine β1 et différenciation cellulaire 

Dans la lignée cellulaire épithéliale mammaire MCF10A, la surexpression du TIMP-1 induit des 

changements au niveau de la morphologie cellulaire, de l’adhérence, du remodelage du cytosquelette et 

de la mobilité, caractéristiques d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Ces effets se 

traduisent par une diminution de l’expression du marqueur épithélial E-cadhérine et une augmentation 

de l’expression des marqueurs mésenchymateux N-cadhérine, vimentine, et fibronectine (D’Angelo et al., 

2014). Ces effets sont dus à l’interaction du TIMP-1 avec CD63, induisant l’expression du facteur de 

transcription TWIST-1, impliqué dans la répression de la transcription de la E-cadhérine (Figure 24) 

(Vesuna et al., 2008).  

Dans les cellules souches mésenchymateuses humaines, il a également été démontré que le 

TIMP-1 empêche la différenciation ostéogénique via sa liaison au complexe CD63/intégrine β1 (Egea et 

al., 2012). Cet effet passe par une régulation négative de la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

(Figure 25).  

 

III.2.3. Les complexes récepteurs du TIMP-1 non identifiés et activités biologiques 

associées. 

De nombreuses études décrivent des effets biologiques du TIMP-1 indépendants de sa capacité à 

inhiber les MMPs, cependant les récepteurs impliqués dans la transduction de ces effets n’ont pas été 

identifiés.  
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i. TIMP-1 et activité érythroïde potentialisante 

Le TIMP-1 a été caractérisé en tant que protéine potentialisant les effets de l’EPO sur la 

prolifération de progéniteurs érythroïdes humains normaux et de lignées cellulaires érythroleucémiques 

humaine et murine. Un récepteur potentiel d’une masse moléculaire de 32 kDa a été identifié mais aucune 

étude complémentaire n’a permis de caractériser le récepteur impliqué (Avalos et al., 1988; Gasson et al., 

1985).  

ii. TIMP-1 et migration cellulaire 

 Le TIMP-1 diminue la migration cellulaire grâce à la stimulation de l’expression de la protéine 

phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homologue) dans les cellules endothéliales dermiques. Cette 

phosphatase déphosphoryle les protéines FAK et paxilline ayant pour conséquence un remodelage du 

cytosquelette (Akahane et al., 2004).  

A l’inverse, la migration cellulaire est augmentée lorsque le TIMP-1 est surexprimé dans les cellules 

hépatiques canines MDCK mais aucun récepteur n’a été caractérisé (Jung et al., 2012). 

iii.  TIMP-1 et différenciation cellulaire 

 Le TIMP-1 joue un rôle important dans la différenciation de nombreux types cellulaires. Dans les 

cellules érythroleucémiques humaines UT-7 et murines 32D ainsi que dans des progéniteurs de la lignée 

érythroïde CD34+, le TIMP-1 induit une différenciation hématopoïétique. Cette différenciation résulte de 

l’activation de la voie de signalisation intracellulaire p38α MEKK1/MEK6 et de la caspase-3 (Dassé et al., 

2007). Dans les cellules UT-7, le complexe récepteur pro-MMP-9/CD44 induit la survie cellulaire, on peut 

donc supposer que ce complexe récepteur soit impliqué dans la différentiation de ces cellules.  

 Le TIMP-1 induit une TEM en augmentant l’expression des protéines de la TEM et en modifiant 

les propriétés migratoires et invasives des cellules hépatiques canines MDCK. La surexpression du TIMP-1 

dans cette lignée cellulaire induit une dépolarisation cellulaire ainsi qu’une diminution de la mortalité 

cellulaire au centre des sphéroïdes. Les facteurs de transcription SLUG, TWIST, ZEB-1 et -2 sont 

surexprimés et sont à l’origine d’une diminution de l’expression du marqueur épithélial E-cadhérine et de 

la surexpression des marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine, la fibronectine et la vimentine. 

De plus, la surexpression du TIMP-1 induit une augmentation de l’expression de la MT1-MMP. Même si 

l’implication du complexe CD63/intégrine β1 a été supposée par les auteurs de cette étude, cela n’a pas 

pu être démontré du fait de l’absence d’anticorps reconnaissant le CD63 canin (Jung et al., 2012).  
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Les cellules centroblastiques peuvent se différencier en cellules plasmatiques sous l’action du TIMP-1 qui 

induit une augmentation de l’expression de l’interleukine-10 et une activation de CD40 (Guedez et al., 

2001).  

Enfin, au niveau du SNC, le TIMP-1 est capable d’induire une différenciation des oligodendrocytes 

(Moore et al., 2011). 

iv.  TIMP-1 et croissance neuritique 

 Il a été montré que le TIMP-1 entraine la réduction du réseau neuritique au sein de neurones 

corticaux d’embryons de souris. Ces effets impliquent en partie l’inhibition des MMPs. Cependant les 

résultats de cette étude suggèrent également l’implication d’une voie indépendante de l’inhibition des 

MMPs et d’un complexe récepteur d’origine inconnue (Ould-yahoui et al., 2009). 
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IV. Le rôle du TIMP-1 en contexte pathologique 

 Le TIMP-1 participe au développement de différentes pathologies et pourrait de ce fait constituer 

un biomarqueur important (Gardner and Ghorpade, 2003; Grunnet et al., 2013; Holten-Andersen et al., 

1999; Würtz et al., 2008). Dans cette partie, nous nous focaliserons sur le rôle du TIMP-1 dans les cancers 

et les maladies neurodégénératives qui ont été plus spécifiquement étudiées au cours de cette thèse.  

IV.1. TIMP-1 et cancer 

 Le TIMP-1 est surexprimé dans de nombreux types de cancers tels que les cancers mammaires et 

du colon et le mélanome (Airola et al., 1999; Holten-Andersen et al., 1999; Wu et al., 2008). D’une façon 

générale cette surexpression du TIMP-1 est corrélée à un mauvais pronostic vital (Aaberg-Jessen et al., 

2009; Kuvaja et al., 2007; Ma et al., 2014; Terpos et al., 2010). A ce titre, le TIMP-1 est considéré comme 

biomarqueur des cancers gastriques et mammaires (Grunnet et al., 2013; Wang et al., 2006; Würtz et al., 

2008). Cependant, le rôle du TIMP-1 dans les cancers est complexe puisqu’il exerce des effets pro- et 

anti-tumoraux (Hornebeck et al., 2005). Cette complexité résulte en partie du double rôle du TIMP-1 qui 

est à la fois un inhibiteur de MMPs, enzymes dont les activités biologiques dans les cancers sont à la fois 

pro et anti-tumorales (Cf. Introduction I.4), et une cytokine capable de se lier à différents complexes 

récepteurs membranaires et de modifier le comportement cellulaire (Cf. Introduction III.2).  

Dans les carcinomes hépatocellulaires, la surexpression du TIMP-1 inhibe l’activité protéolytique 

de la MMP-2 et limite le développement de métastases (Wang et al., 2012). Une étude sur la lignée 

cellulaire MDA-MB-231 révèle la complexité d’action du TIMP-1 car, in vivo, cette protéine diminue la 

dissémination métastatique mais augmente le volume tumoral (Bigelow et al., 2009). Le TIMP-1 diminue 

le potentiel métastatique des carcinomes hépatiques alors qu’à l’inverse il augmente la dissémination du 

cancer du colon (Min et al., 2012; Ree et al., 1997; Seubert et al., 2014; Wang et al., 2012). Dans un 

contexte tumoral, le TIMP-1 promeut l’accumulation de fibroblastes associés au cancer, qui sont des 

cellules non tumorales permettant de favoriser le développement tumoral (Gong et al., 2013).  

 Dans les cancers, le TIMP-1 joue également un rôle important de par sa capacité à moduler 

l’efficacité des traitements anti-tumoraux. Par exemple, l’administration de TIMP-1 peut potentialiser les 

traitements anti-tumoraux, tels que la doxorubicine, en diminuant la prolifération cellulaire et en 

augmentant la sensibilité du fibrosarcome au traitement (Bao et al., 2014). A l’inverse, une étude réalisée 

sur 173 patientes atteintes d’un cancer mammaire métastatique montre que la réponse à une 

chimiothérapie est nulle quand la concentration de TIMP-1 est élevée au niveau de la tumeur primaire 

tandis que cette réponse est de 50 % lorsque le taux de TIMP-1 est faible (Schrohl et al., 2006). De plus,  
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des études in vitro montrent que des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 exposées au TIMP-1 ont 

perdu leur sensibilité à l’apoptose induite par le Paclitaxel, un antimitotique utilisé en chimiothérapie 

(Wang et al., 2010). Des cellules de fibrosarcome issues de poumon de souris déficientes pour le gène 

codant le TIMP-1 sont plus sensibles à l’apoptose induite par trois traitements chimiothérapeutiques, 

l’Etoposide, le Cytosar et la Vincristine, suggérant une résistance aux traitements chimiothérapeutiques 

induite par le TIMP-1 (Davidsen et al., 2006) Ces résultats peuvent s’expliquer en partie par le fait que 

dans les cancers mammaires et colorectaux, le TIMP-1 induit l’expression des protéines kinases CDK2a, 

CDK1, PLK1 et ATM, impliquées dans l’hyperphosphorylation des topoisomérases cibles de certains agents 

chimiothérapeutiques (Bjerre et al., 2013; Hekmat et al., 2013).  

 

IV.2. TIMP-1 et maladies neurodégénératives 

 Une augmentation de l’expression de TIMP-1 est observée dans certaines maladies 

neurodégénératives telles que la sclérose en plaques et la maladie d’Alzheimer (Kouwenhoven et al., 

2001; Lorenzl et al., 2002). Cette surexpression du TIMP-1 est due à une surexpression de cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1α, IL-6) augmentant ainsi l’expression du TIMP-1 afin de réguler l’activité 

des MMPs (Szymocha et al., 2000). Des modèles de lésion du SNC, et plus précisément une excitotoxicité 

(mort neuronale induite par choc osmotique) reposent sur une injection locale d’ion kaïnate reproduisant 

les effets du glutamate et mimant les phénomènes cellulaires retrouvés dans les maladies 

neurodégénératives. Dans ce modèle, une augmentation de l’expression du TIMP-1 au niveau des 

neurones et des astrocytes suggère une implication de cette protéine dans les évènements cellulaires 

précoces impliqués dans la réorganisation tissulaire et la neuroprotection (Rivera et al., 1997). 

Dans la sclérose en plaques, le niveau protéique de la MMP-9 est élevé, alors que l’expression du TIMP-1 

est faible. Ainsi, l’inhibition de la MMP-9 par le TIMP-1 est moins importante qu’en condition 

physiologique et serait la cause de l’augmentation de l’activité protéolytique des MMPs et de l’évolution 

chronique de la maladie (Lee et al., 1999). Dans un modèle animal expérimental de la sclérose en plaques, 

une extinction du gène codant le TIMP-1 conduit à une augmentation de la dégradation de la gaine de 

myéline, accompagnée d’une augmentation de l’infiltration des lymphocytes et une accumulation des 

macrophages. Cette étude suggère que l’expression de TIMP-1 par les astrocytes induit une réponse 

cytoprotectice atténuant la lésion de la gaine de myéline en régulant l’infiltration des cellules 

immunitaires (Crocker et al., 2006). Dans la maladie d’Alzheimer, le TIMP-1 inhibe la MMP-9, et par 

conséquent réduit sa capacité à dégrader les peptides Aβ et induit l’accumulation de ces peptides formant 

les plaques séniles (Ridnour et al., 2012).
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V. But du travail 

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire « Signalisation et Récepteurs Matriciels » (SiRMa) 

qui fait partie de l’UMR CNRS/URCA n°7369 « Matrice Extracellulaire et Dynamique Cellulaire » 

(MEDyC). La thématique principale de cette unité porte sur l’étude des interactions entre les cellules 

et la matrice extracellulaire en conditions physiopathologiques. Cette unité est divisée en trois équipes 

dont les approches sont transdisciplinaires et appliquées à la modulation de la progression tumorale 

et aux phénomènes de vieillissement de la MEC. Le groupe de travail dans lequel j’ai réalisé ma thèse 

s’intéresse à la régulation de l’activité des métalloprotéinases matricielles (MMPs) et de leurs 

inhibiteurs endogènes (TIMPs) par le phénomène d’endocytose impliquant le récepteur LRP-1 dans 

les cancers.  

 La matrice extracellulaire joue un rôle architectural et physiologique dans tous les tissus et 

organes. Elle est soumise à un renouvellement perpétuel et sa dégradation est principalement assurée 

par des enzymes protéolytiques, notamment les MMPs. Ces MMPs sont impliquées dans de nombreux 

processus pathologiques. Elles participent notamment à la progression tumorale en régulant 

l'angiogenèse, les processus d'invasion et de dissémination métastatique en favorisant la résistance à 

certains traitements anticancéreux. Elles participent également au développement de certaines 

maladies neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer où elles modulent la formation des 

plaques séniles. L’inhibition des MMPs par leurs inhibiteurs naturels et notamment le TIMP-1 ne suffit 

pas à limiter le développement de ces pathologies.  

Ces observations peuvent être expliquées par le fait que le TIMP-1 possède des activités 

biologiques indépendantes de l’inhibition des MMPs. Ces activités cytokiniques passent par sa liaison 

à différents complexes récepteurs activant des voies de signalisation intracellulaires conduisant à la 

différenciation, la prolifération et/ou l’inhibition de l’apoptose. La modulation de ces activités 

cellulaires peut favoriser le développement de pathologies. Deux récepteurs du TIMP-1 ont à ce jour 

été identifiés : i) le complexe récepteur formé par la glycoprotéine CD63 et l’intégrine β1 dans les 

cellules épithéliales mammaires MCF10A, et ii) le complexe récepteur composé de la pro-MMP-9 et la 

glycoprotéine CD44 dans les cellules érythroleucémiques UT-7.  

Les activités cytokiniques font du TIMP-1 une protéine d’intérêt dans le développement de 

stratégies thérapeutiques. En effet, il pourrait être intéressant de bloquer spécifiquement les effets 

du TIMP-1 passant par sa fixation aux différents récepteurs tout en conservant sa capacité à inhiber 

les MMPs. Le développement de tels outils pharmacologiques nécessite l’identification de nouveaux 

récepteurs du TIMP-1, la caractérisation de l’interaction du TIMP-1 avec ses différents récepteurs, et 

l’identification des régions, domaines et résidus du TIMP-1 impliqués dans ses différentes activités 

biologiques.  
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Dans ce contexte, le but de ce travail de thèse est i) d’identifier le récepteur du TIMP-1 dans 

les cellules du système nerveux central, ii) de caractériser son interaction avec ses différents 

récepteurs en étudiant la dynamique intrinsèque du TIMP-1 et iii) d’identifier des résidus et domaines 

impliqués dans ces interactions. 

  



110 
 

  



Matériel et Méthodes 

111 
 

 
 

 
 
 

MATERIEL 
ET 

METHODES 
 
 
 
 
 

 

 



 

112 

  



Matériel et Méthodes 

113 
 

I. Etude in silico du TIMP-1 
Les études in silico ont été menées en collaboration avec le plateau de Modélisation Moléculaire 

Multi-échelle (P3M) de la Maison de la Simulation de Champagne-Ardenne et plus particulièrement avec le 

Docteur Nicolas Belloy et le Professeur Manuel Dauchez. 

 

I.1. Analyse des modes normaux 

Les données structurales du TIMP-1 ont été extraites de la structure PDB 1UEA correspondant au 

complexe formé par le TIMP-1 et le domaine catalytique de la MMP-3. A l’aide du logiciel CHARMM, les atomes 

d’hydrogènes ont été ajoutés et la structure a été soumise à 1000 pas de minimisation en Steepest Descent et 

50 000 pas avec l’algorithme Newton-Raphson.  

Les analyses de modes normaux ont été appliquées à la structure minimisée obtenue dans le logiciel R 

en utilisant le module Bio3d (Grant et al., 2006). Le champ de force « calphax » a été utilisé car il permet la prise 

en compte de constantes de forces spécifiques pour les ponts disulfures et les éléments de structures 

secondaires comme les hélices α et les feuillets β. Les figures représentant les mouvements de grandes 

amplitudes du TIMP-1 ont été générées en utilisant le logiciel Pymol (Schrödinger, New-York, USA). 

Les différents modes ont été analysés en termes de fluctuations atomiques quadratiques moyennes et 

en termes d’énergie de déformation dans l’environnement R/Bio3d.  

 

I.2. Dynamique moléculaire 

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées à partir de la structure minimisée du TIMP-1 

dans un solvant explicite (TIP3P) et sur un intervalle de temps de 100 ns. Nous avons utilisé le logiciel NAMD 2.9 

avec le champ de forces CHARMM27 et dans l’ensemble NPT (nombre de particules, pression et température 

constante) à 1 atmosphère, 298 Kelvins et avec une évaluation des interactions à longue portée jusqu’à un seuil 

de 11 Å (Phillips et al., 2005). Un pas d’intégration de 2 fs a été utilisé et les énergies et coordonnées de chaque 

atome ont été sauvegardées toutes les 5 ps pour une analyse ultérieure. La simulation a été couplée à un bain 

de Langevin et à un barostat de type Nosé-Hoover pour contrôler la température et la pression. L’ensemble des 

calculs de dynamique moléculaire a été effectué au Centre de Calcul ROMEO de la Maison de la Simulation de 

Champagne-Ardenne. 
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Figure 26: Schéma des différentes structures d’un cerveau d’embryon de souris au stade 18 jours 

Les neurones sont extraits à partir des hémisphères cérébraux  

 

1 mm 



Matériel et Méthodes 

115 
 

II. Lignées cellulaires et culture primaire 

II.1. Culture primaire de neurones corticaux d’embryons de souris (E18) 

Le prélèvement des neurones corticaux d’embryons de souris est réalisé en accord avec les 

réglementations du comité éthique. Des souris Swiss femelles à 18 jours de gestation sont endormies à l’aide 

d’isoflurane (Abbvie, Rungis, France) et les placentas contenant les embryons au stade embryonnaire 18 jours 

sont placés dans un milieu de dissection froid (HBSS 1X (Invitrogen, distribué par Life technologies, Saint-Aubin, 

France) contenant 0,5% (p/v) de glucose (Sigma-Aldrich)). Après décapitation des embryons, les cerveaux sont 

prélevés, le cervelet est éliminé et seuls les hémisphères gauche et droit sont conservés. Les lobes olfactifs et 

les méninges sont également enlevés sous une loupe binoculaire (Figure 26). 

Les cortex isolés de six embryons sont ensuite rassemblés puis une dissection enzymatique est réalisée 

pendant 9 minutes à 37°C dans du milieu HBSS contenant 0,1% (v/v) de trypsine (Invitrogen) et 10 µg/ml de 

DNase I (Désoxyribonucléase I) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Un lavage par décantation avec 

un milieu de culture contenant du sérum (MEMα, pyruvate 1 mM, 0,6% (p/v) glucose et 10% (v/v) de sérum de 

veau fœtal (Invitrogen)) est réalisé afin d’inhiber l’action de la trypsine. On réalise ensuite un second lavage avec 

du milieu HBSS sans trypsine puis une étape de dissociation mécanique par aspiration avec des cônes de taille 

de plus en plus petite dans un volume de 2,5 mL de milieu HBSS contenant 5 µg/mL de DNAse I. Les neurones 

sont ensuite centrifugés (1250 g, température ambiante, 5 minutes) et le culot cellulaire est remis en suspension 

dans le milieu de culture avec sérum. L’ensemencement des neurones se fait dans une plaque 6 puits 

préalablement recouverte avec 10 µg/mL de poly-lysine (Sigma-Aldrich) à raison de 1,5.106 cellules par puits, ou 

sur des lamelles de verre préalablement recouvertes avec 1 mg/mL de poly-lysine à raison de 1,5.105 cellules 

par lamelle. Les cellules sont cultivées dans une étuve à 37°C, en atmosphère humide et en présence de 5% (v/v) 

de CO2. Une heure trente après ensemencement, le milieu de culture est remplacé par un milieu défini (Milieu 

neurobasal, 2% (v/v) de supplément B27, glutamine2,5 mM (Invitrogen) et glutamate 25 µM) (Sigma-Aldrich). 

Les neurones sont maintenus en culture pendant 48 à 96 heures.  

 

II.2. La lignée cellulaire CHO 

La lignée cellulaire CHO est une lignée de cellules ovariennes de hamster chinois qui ont la propriété d’être 

facilement transfectables. Les cellules sont maintenues en culture dans du milieu DMEM F12 (Dulbecco Modified 

Eagle’s Medium) contenant 10% (v/v) de SVF (Invitrogen) à 37°C dans une atmosphère à 5% (v/v) de CO2 et 90% 

(v/v) d’humidité. 
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Amorces Séquences 

 

 

 

shRNA TIMP-1 

 

 

 

 

shRNA contrôle 

Sens 

5’- TCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCGCACA 

GTGTTTCCCTGTTTATTAGTGAAGCCACAGATGTAATAAACAGG 

GAAACACTGTGCATGCCTACTGCCTCGG -3’ 

Anti-sens 

5’- AATTCCGAGGCAGTAGGCATGCACAGTGTTTCCCTGTTTAT 

TACATCTGTGGCTTCACTAATAAACAGGGAAACACTGTGCGCG 

CTCACTGTCAACAGCAATATACCTTC -3’ 

Sens 

5’- TCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCCAGTCGCCATT 

ATAATGCAATAGTGAAGCCACAGATGTATTGCATTATAATGGCG 

ACTGTTGCCTACTGCCTCGG -3’ 

 

Anti-sens 

5’- AATTCCGAGGCAGTAGGCAACAGTCGCCATTATAATGCAA 

TACATCTGTGGCTTCACTATTGCATTATAATGGCGACTGGCG 

CTCACTGTCAACAGCAATATACCTTC-3’ 

Tableau VI: Séquence des oligonucléotides contenant le ShRNA TIMP-1  

Les nucléotides complémentaires du shRNA TIMP-1 sont colorés en rouge et les nucléotides constituant la boucle sont 
colorés en vert

Figure 27: Schéma représentant le vecteur pLMP 

Ce vecteur comporte des séquences 3’ et 5’ LTR qui bordent un signal d’encapsidation (Ψ+), les séquences mir30 encadrant 

le ShRNA, un promoteur PGK ainsi qu’un gène de résistance à la puromycine, une séquence IRES et un gène codant la GFP 
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II.3. La lignée cellulaire MCF10A 

La lignée MCF10A a été achetée auprès de l’American Tissue Culture Collection (MCF10A CRL-10317, 

ATCC, Molsheim, France). Il s’agit de cellules épithéliales mammaires saines immortalisées par culture prolongée 

(849 jours) en milieu faiblement concentré en calcium (Soule et al., 1990). Elles sont cultivées à raison de 5.106 

cellules par flasque de 75 cm² dans du milieu DMEM F12 contenant 10% (v/v) de sérum de cheval fœtal, 

glutamine 2 mM (Invitrogen), 5 µg/ml d’insuline, 0,5 µg/ml d’hydrocortisone, 2 ng/ml d’EGF et 0,1 µg/ml de 

toxine cholérique (Sigma-Aldrich) à 37°C en atmosphère humide et en présence de 5% (v/v) de CO2.  

 

II.4. La lignée cellulaire MCF10A déficiente en TIMP-1 

La lignée MCF10A déficiente en TIMP-1 a été générée par transfection stable du vecteur pLMP 

contenant un shRNA dirigé contre l’ARNm du TIMP-1. Une lignée MCF10A exprimant un shRNA spécifique 

d’aucun ARNm humain a également été générée (Buache et al., 2011). 

II.4.1. Clonage du shRNA dirigé contre le TIMP-1 dans le vecteur pLMP 

Le vecteur d’expression utilisé pour exprimer le shRNA TIMP-1 et le shRNA contrôle est le vecteur pLMP 

(Buache et al., 2011). Il possède une séquence 5’-LTR contenant un promoteur permettant une expression 

constitutive du shRNA. La séquence permettant la formation du shRNA est bordée par des séquences identiques 

à celles du miRNA mir30. Ces séquences permettent d’augmenter l’efficacité du processus d’interférence ARN. 

On trouve également un promoteur PPGK permettant l’expression d’un gène de résistance à la puromycine ainsi 

que d’une séquence IRES qui permet la traduction d’une GFP (Green Fluorescent Protein) (Figure 27). De plus, 

ce vecteur possède une origine de réplication bactérienne et un gène de résistance à l’ampicilline pour 

permettre son amplification dans la souche Escherichia coli.  

Deux oligonucléotides contenant la séquence du shRNA TIMP-1 et deux oligonucléotides contenant la séquence 

du shRNA contrôle ont été synthétisés par la société Eurogentec (Tableau VI). Chaque couple d’oligonucléotides 

est hybridé par incubation pendant 5 minutes à 100°C, puis 5 minutes à 70°C, 3 minutes à 37°C, et 10 minutes à 

25°C dans un tampon "d’annealing" (Tris HCl 40 mM pH 7,5, MgCl2  20 mM, NaCl 50 mM). L’hybridation des deux 

oligonucléotides génère un ADN double brin présentant des extrémités cohésives XhoI et EcoRI aux extrémités 

gauche et droite respectivement. 
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Le vecteur pLMP est linéarisé par les enzymes de restriction EcoRI (Takara, distibué par Ozyme, St 

Quentin en Yvelines, France) et Xho I (Takara) dans le tampon H 1X (Tris-HCl 50 mM (pH7.5), MgCl2 10 mM, 

Dithiothreitol 1 mM) (Takara). La ligation des oligonucléotides hybridés avec le vecteur linéarisé se fait dans un 

volume final de 10 µL avec un rapport vecteur-insert de 1:3. Le milieu réactionnel contient 5 unités de ligase T4 

(Fermentas, distribué par Thermo scientific) et 1 µL de tampon de ligation 10X (Tris-HCl 400 mM, MgCl2 100 mM, 

DTT 100 mM, ATP 5 mM (pH 7,8 à 25 °C) (Fermentas). Après 1 heure d’incubation à 22°C, la ligase est inactivée 

pendant 10 minutes à 65°C. Les plasmides pLMP contenant le shRNA TIMP-1 ou le shRNA contrôle sont 

transformés dans des bactéries DH5α rendues compétentes au laboratoire. Les bactéries transformées sont 

sélectionnées sur milieu LB solide en présence d’ampicilline (50 µg/ml) après une incubation d’une nuit à 37°C. 

Les colonies sont ensuite repiquées sur boite quadrillée numérotée afin d’analyser les différents clones obtenus.  

 

II.4.2. Transfection stable et sélection  

Les cellules MCF10A sont ensemencées dans une plaque 6 puits à raison de 2,5.105 cellules par puits et 

incubées pendant 18 heures à 37°C. Les cellules sont ensuite transfectées avec le plasmide pLMP shRNA TIMP-

1 ou shRNA Contrôle à l’aide de lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec un rapport lipofectamine/ADN de 5:2. 

Ainsi, deux microgrammes d’ADN plasmidique sont dilués dans 250 µL d’Opti-MEM (Life Technologies) et 5 µL 

de Lipofectamine 2000 sont dilués dans 250 µL d’Opti-MEM. Après 5 minutes d’incubation à température 

ambiante l’ADN est ajouté à la Lipofectamine pour permettre la formation des complexes ADN/lipofectamine 

puis la solution est incubée 20 minutes à température ambiante. Le mélange est ensuite ajouté délicatement 

dans chaque puits. Après 48 heures d’incubation à 37°C, le milieu de culture est remplacé par du milieu DMEM 

F12 contenant 10% (v/v) de SCF, glutamine 2 mM (Invitrogen), 5 µg/mL d’insuline, 0,5 µg/mL d’hydrocortisone, 

2 ng/mL d’EGF, 0,1 mg/mL de toxine cholérique (Sigma-Aldrich) et 0,5 µg/mL de puromycine. Ce milieu permet 

de sélectionner les cellules MCF10A ayant incorporé le plasmide dans leur génome et exprimant ainsi de façon 

stable le shRNA TIMP-1 ou contrôle. Les cellules sont maintenues en culture dans ce même milieu à raison de 

5.106 cellules par flasque de 75 cm², à 37°C, en atmosphère humide et en présence de 5% (v/v) de CO2. 

 

II.5. La lignée cellulaire CHO surexprimant CD63 

La lignée CHO surexprimant la glycoprotéine CD63 a été générée par transfection stable du vecteur pQCXIP 

contenant l’ADNc complet du gène humain de CD63. 
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Tableau VII: Séquence des amorces utilisées pour le clonage de la glycoprotéine CD63 dans le vecteur pQCXIP 

Les sites de restriction pour les enzymes BglII et MfeI sont représentés en bleu et vert respectivement. La séquence 

permettant de coder 6 histidines à l’extrémité C-terminale de la protéine est représentée en rouge  

 

Amorces Séquences 

Sens 5’-ATATAGATCTAGGCCCGGCAGCCAT-3’ 

Anti-sens 5’-ATATCAATTGATGGTGATGGTGATGGTGCATCACCTCGTA-3’ 

Figure 28: Schéma du vecteur pQCXIP. 

Ce vecteur comporte des séquences 3’ et 5’ LTR 

qui bordent un signal d’encapsidation (Ψ+), un 

promoteur de type CMV(PCMV), une cassette de 

clonage (MCS), une séquence IRES et un gène de 

résistance à la puromycine (Puror). Il contient 

également une origine de réplication bactérienne 

(col E1 ori) et un gène de résistance à l’ampicilline 

(Ampr).  

 



Matériel et Méthodes 

121 
 

II.5.1. Clonage du CD63 dans le vecteur pQCXIP 

Le vecteur d’expression utilisé pour exprimer la protéine CD63 est le vecteur rétroviral pQCXIP (Clontech, 

Saint-Germain-en-Laye, France) d’origine eucaryote qui possède la capacité de se répliquer dans les bactéries. Il 

possède une séquence LTR (Long Terminal Repeat) permettant une expression constitutive des gènes en aval de 

ce promoteur, tel que le gène codant le signal d’encapsidation. Il possède également un promoteur CMV en 

amont d’un site multiple de clonage permettant l’insertion du gène à surexprimer. Ce promoteur permet une 

expression constitutive forte du transgène ainsi que l’expression d’un gène de résistance à la puromycine 

localisé en aval d’une séquence IRES. Enfin, ce vecteur possède une origine de réplication bactérienne ainsi 

qu’un gène de résistance à l’ampicilline permettant respectivement son amplification et sa sélection dans la 

souche bactérienne E. coli (Figure 28). 

La séquence de l’ADNc de CD63 a été obtenue via un vecteur commercial (Bioscience LifeSciences, 

Cambridge, Grande-Bretagne). Elle a été amplifiée par PCR à l’aide du couple d’amorce présenté dans le Tableau 

VII permettant l’ajout de sites de restriction MfeI et BglII de part et d’autre de l’ADNc et l’ajout d’un tag 6 

Histidines à l’extrémité C-terminale de la protéine mature. Le volume réactionnel final de 20 µL contenait 1 ng 

d’ADN plasmidique, 1 µM de chaque amorce (Eurogentec), 4 µL de tampon High Fidelity 5X (Finnzymes, distribué 

par Fisher scientific, Illkirch, France), 500 mM dNTP, et 0,4 unité d’ADN polymérase de type Phusion (Finnzymes). 

Le premier cycle est composé de 30 secondes de dénaturation à 98°C, puis de 30 secondes d’hybridation à 55°C. 

La polymérisation se fait pendant 1 minute 30 à 72°C. Ce cycle est répété 24 fois. Enfin, un dernier cycle de 5 

minutes à 72°C est réalisé de façon à permettre l’élongation de tous les brins d’ADN partiellement synthétisés.  

Les produits de PCR sont analysés et séparés sur gel d’agarose à 1% (p/v) dans le tampon TBE 0,5 X 

contenant 0,5 µg/mL de BET. La taille des produits de PCR est évaluée à l’aide des marqueurs de taille (100 pb 

DNA ladder plus, GR3, Euromedex, Souffelweyersheim, France). La bande d’intérêt à 735 pb est découpée et 

purifiée par chromatographie échangeuse d’anions à l’aide d’un kit de purification Nucleospin extract II selon le 

protocole du fournisseur. Cette séquence est ensuite digérée par l’enzyme BglII (Takara) dans le tampon H 1X 

(Tris-HCl 50 mM (pH7,5), MgCl2 10 mM, Dithiothreitol 1 mM, NaCl 100 mM) (Takara) pendant 45 minutes à 37°C. 

Après purification, une seconde digestion est réalisée avec l’enzyme MfeI (New England Biolabs, Evry, France) 

dans le tampon CutSmart 1X (Potassium Acetate 50 mM, Tris-acetate 20 mM, Magnesium Acetate 10 mM, 100 

μg/ml BSA, pH 7.9) (New England Biolabs) pendant 45 minutes à 37°C. Le vecteur pQCXIP est linéarisé par les 

enzymes EcoRI (Takara) et BamHI (Takara) dans le tampon K 1X (Tris-HCl 20 mM (pH8.5), MgCl2 10 mM, 

dithiothreitol 1 mM, KCl 100 mM) (Takara), pendant 1 heure à 37°C.  
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Tableau VIII: Séquence des amorces utilisées pour la mutagenèse dirigée 

Les nucléotides permettant de substituer la phénylalanine 12, la lysine 47 et le tryptophane 105 par des alanines sont 

représentés en rouge 

 

       Amorces Séquences 

F12 -> A12 
Sens 5’-CCACCCACAGACGGCCGCCTGCAATTCCGACCTCG -3’ 

Anti-sens 5’- CGAGGTCGGAATTGCAGGCGGCCGTCTGTGGGTGG -3’ 

K47 -> A47 
Sens 5’- GATGACCAAGATGTATGCAGGGTTCCAAGCCTTAGGG -3’ 

Anti-sens 5’- CCCTAAGGCTTGGAACCCTGCATACATCTTGGTCATC -3’ 

W105 -> A105 
Sens 5’- GCAGTTTTGTGGCTCCCGCGAACAGCCTGAGCTTAGC -3’ 

Anti-sens 5’- GCTAAGCTCAGGCTGTTCGCGGGAGCCACAAAACTGC -3’ 

T2 -> G2 
Sens 5’- CAGCAGGGCCTGCGGCTGTGTCCCACCC -3’ 

Anti-sens 5’- GGGTGGGACACAGCCGCAGGCCCTGCTG -3’ 
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Après purification des produits de digestion, la séquence du CD63 est insérée par ligation dans le vecteur 

pQCXIP. La ligation a lieu dans un volume final de 10 µL contenant un rapport vecteur-insert de 1 : 3, 5 unités de 

ligase T4 (Fermentas) et 1 µL de tampon de ligation (Fermentas). Après une incubation d’une nuit à 4°C, la ligase 

est inactivée 5 minutes à 70°C et les produits de ligation sont digérés par les enzymes EcoRI et BamHI (Takara) 

dans le tampon K 1X (Takara) pendant 1 heure à 37°C afin de linéariser les vecteurs refermés sur eux-mêmes. 

Après inactivation de ces enzymes par chauffage pendant 15 minutes à 65°C, une transformation par choc 

thermique des produits de ligation est réalisée dans les bactéries DH5α rendues compétentes au laboratoire. 

Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB solide en présence d’ampicilline (50 µg/ml) une nuit 

à 37°C. Les colonies sont ensuite repiquées sur boite quadrillée numérotée afin d’analyser les différents clones 

obtenus. Chaque clone est ensuite séquencé par la société Beckman Coulter Genomics (Tekeley, Royaume-Uni) 

afin de vérifier la présence du cDNA de CD63 dans le vecteur PQCXIP ainsi que l’absence de mutation.  

II.5.2. Transfection stable et sélection  

Les cellules CHO sont ensemencées dans des plaques 6 puits à raison de 2.105 cellules par puits dans 2 

mL de milieu DMEM F12 contenant 10% (v/v) de SVF (Invitrogen). Les cellules sont transfectées à l’aide de 

lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec un rapport lipofectamine/ADN 5:2. Le protocole utilisé est identique à celui 

décrit pour les cellules MCF10A (cf II.4.2). Les cellules sont sélectionnées pendant 15 jours dans le milieu DMEM 

F12 contenant 10% (v/v) de SVF et 0,5 µg/mL de puromycine (Sigma-Aldrich). Les cellules sont maintenues en 

culture dans ce milieu à 37°C, en atmosphère humide et en présence de 5% (v/v) de CO2. 

 

III. Production et purification du TIMP-1 et de ses mutants  

III.1. Mutagenèse dirigée 

Les quatre mutants du TIMP-1 (F12A, K47A, W105A et T2G) ont été générés par mutagenèse dirigée à 

partir de l’ADNc du TIMP-1 contenu dans le vecteur pCMV6-TIMP-1 commercialisé par la société Origene 

(distribué par Clinisciences, Nanterre, France). La mutagénèse dirigée a été réalisée à l’aide du kit Quick change 

II Site directed mutagenesis (Agilent technologies, Les Ulis, France) selon le protocole fourni par le fabricant. Les 

différentes amorces utilisées pour réaliser les mutations sont présentées dans le Tableau VIII. Les vecteurs 

pCMV6-TIMP-1 contenant les différents mutants ont été séquencés par la société Beckman Coulter Genomics 

afin de vérifier la présence des mutations. 
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Amorces Séquences 

Sens 5’-TACAGAATTCCACCATGGCCCC-3’ 

Anti-sens 5’-GAGAGCTAGCGGCTATCTGGGACC-3’ 

Tableau IX: Séquence des amorces utilisées pour le clonage du TIMP-1 et des mutants dans le vecteur p3XFLAG CMV14 

Les sites de restriction pour les enzymes EcoRI et NheI sont représentés en bleu et vert respectivement. L’ATG est 

représenté en rouge.  

Figure 29: Schéma représentant le vecteur p3XFLAG-CMV-14. 

Ce vecteur comporte une origine de réplication f1 (f1 origin), et un promoteur de type CMV (CMV promoter) en 

amont du site multiple de clonage (MCS). La séquence codant pour le tag 3XFLAG est retrouvée en aval du MCS. 

Le gène de résistance à l’ampicilline (AmpR) permet de réaliser une sélection en milieu procaryote, et le gène de 

résistance à la néomycine (neoR) permet une sélection en milieu eucaryote.  
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III.2. Clonage dans le vecteur p3XFLAG CMV14 

Le vecteur d’expression choisi pour exprimer le TIMP-1 et ses mutants est le vecteur d’expression 

p3XFLAG-CMV-14 (Sigma-Aldrich). Ce vecteur de 6,3 kb possède une origine de réplication bactérienne ainsi 

qu’un gène de résistance à l’ampicilline permettant respectivement son amplification et sa sélection dans la 

souche bactérienne E. coli. Ce vecteur possède un promoteur de type CMV en amont du site d’insertion du 

transgène ce qui permet une forte expression de celui-ci dans des cellules eucaryotes. Il possède également un 

gène de résistance à la néomycine permettant d’exercer une pression de sélection et de favoriser son intégration 

dans le génome des cellules eucaryotes et ainsi de générer des cellules stablement modifiées. Enfin, le vecteur 

p3XFLAG-CMV-14 possède trois séquences en tandem en aval du site multiple de clonage et codant la séquence 

en acides aminés suivante : D-Y-K-D-H-D-D-Y-K-D-H-D-D-Y-K-D-D-D-D. Lorsque le cadre de lecture est conservé, 

cette séquence de 2,73 kDa appelée "tag" 3XFLAG est fusionnée à l’extrémité C-terminale de la protéine codée 

par le transgène (Figure 29). 

L’ADNc du TIMP-1 sauvage et des différents mutants contenus dans le vecteur pCMV6-TIMP-1 ont été 

amplifiées par PCR à l’aide d’amorces dégénérées afin d’introduire des sites de restriction compatibles avec le 

site multiple de clonage du vecteur (Tableau IX).  

 Le volume réactionnel final (20 µL) de la PCR comporte 4 µL de tampon High Fidelity 5X (Finnzymes, 

distribué par Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France), 10 mM de dNTPs, 0,5 µM de chacune des 2 

amorces (Eurogentec, Angers, France), 1 ng d’ADN plasmidique et 0,02 U/µL d’ADN polymérase haute-fidélité 

de type Phusion (Finnzymes). La PCR est composée d’une étape de dénaturation de 30 secondes à 98°C, puis de 

23 cycles comprenant 10 secondes de dénaturation à 98°C et 30 secondes d’hybridation/polymérisation à 72°C. 

Une extension finale de 5 minutes à 72°C est réalisée. Les produits PCR sont vérifiés par électrophorèse en gel 

d’agarose à 1% (p/v) dans le tampon TBE 0,5X (Tris 45 mM, Acide borique 45 mM, EDTA 1 mM pH8) contenant 

0,5 µg/ml BET. La taille des produits de PCR est évaluée à l’aide d’un marqueur de tailles (100 pb DNA ladder 

plus, GR3, Euromedex, Souffelweyersheim, France). 

Les séquences amplifiées sont ensuite purifiées par chromatographie échangeuse d’anions à l’aide d’un 

kit de purification Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) selon le protocole fourni par le 

fabricant. Ces séquences sont digérées dans le tampon Multicore 1X (Tris-acétate 25 mM, pH 7,5 à 37°C, acétate 

de potassium 100 mM, acétate de magnésium 10 mM, DTT 1 mM) (Promega, Charbonnières-les-bains, France) 

pendant 1h à 37°C par les couples d’enzymes de restriction EcoRI et NheI. En parallèle, le vecteur p3XFLAG-CMV-

14 est linéarisé par digestion avec les enzymes EcoRI et XbaI (Promega) dans le tampon Multicore 1X (25 mM 

Tris-acétate, pH 7,5 à 37°C, acétate de potassium 100 mM, acétate de magnésium 10 mM, DTT 1 mM). Après 

purification des produits de digestion, les séquences sont insérées par ligation dans le vecteur p3XFLAG-CMV-

14. 
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La réaction a lieu dans un volume final de 10 µL contenant un rapport vecteur-insert de 1:3, 5 U de ligase T4 

(Fermentas, distribué par Thermo Fisher Scientific) et 1 µL tampon de ligation 10X (Tris-HCl 400 mM, MgCl2 100 

mM, DTT 100 mM, ATP 5 mM (pH 7,8 à 25°C) (Fermentas). Après une incubation d’une nuit à 4°C, la ligase est 

inactivée pendant 5 minutes à 70°C et les produits de ligation sont digérés par l’enzyme XbaI (Promega) dans le 

tampon Multicore 1X (Promega) pendant 1h à 37°C pour linéariser les vecteurs refermés sur eux-mêmes. Après 

inactivation de l’enzyme par chauffage 15 minutes à 65°C, une transformation par choc thermique des produits 

de ligation est réalisée dans des bactéries DH5α rendues compétentes au laboratoire. Les bactéries 

transformées sont sélectionnées sur milieu LB solide (Lysogeny Broth : 10 g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait de 

levures, 5 g/L de NaCl, 18 g/L agar) en présence d’ampicilline (50 µg/ml) une nuit à 37°C. Les colonies sont ensuite 

repiquées sur boite quadrillée numérotée afin d’analyser les différents clones obtenus. 

L’analyse des différents clones est réalisée à partir de cultures bactériennes de clones positifs. L’ADN 

plasmidique est extrait grâce au kit NucleoBond Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel) selon le protocole du 

fournisseur. L’ADN plasmidique est ensuite digéré 1 h à 37°C par le couple d’enzymes BamHI et HindIII (Promega) 

dans le tampon E 1X (Tris HCl 6 mM, MgCl2 6 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, pH 7,5) (Promega) afin d’extraire 

les inserts. Les produits de digestion sont analysés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1% (p/v). Les clones 

présentant les profils électrophorétiques attendus ont été séquencés par la société Beckman Coulter Genomics. 

III.3. Production et purification du TIMP-1 et des mutants 

Les cellules CHO sont ensemencées dans des plaques 6 puits à raison de 2.105 cellules par puits dans 2 

mL de milieu DMEM F12 contenant 10% (v/v) de SVF (Invitrogen). Les cellules sont transfectées avec les 

différents vecteurs à l’aide de lipofectamine 2000 (Invitrogen) en utilisant un rapport lipofectamine/ADN de 5:2. 

Le protocole utilisé est identique à celui décrit pour les cellules MCF10A (Cf. Matériel et Méthodes II.4.2). Les 

cellules sont sélectionnées pendant 15 jours dans le milieu DMEM F12 contenant 10% (v/v) de SVF (Invitrogen) 

et 0,5 µg/mL de néomycine (Sigma-Aldrich).  

Les cellules CHO exprimant de façon stable le TIMP-1 et les mutants sont mises en culture pendant 48 heures 

en boite de 150 cm² à raison de 1.107 cellules par boite dans le milieu DMEM F12 supplémenté avec 10% (v/v) 

de SVF et 0,5 µg/mL de néomycine. Après trois lavages avec du tampon PBS (KH2PO4 1,7 mM, KCl 2,6 mM, NaCl 

137 mM, Na2HPO4 10 mM), le milieu de culture est remplacé par 20 ml de milieu DMEM F12 sans SVF. Après 48h 

d’incubation, le milieu est récupéré puis centrifugé ( 10 000 g, 4°C, 20 minutes). Le surnageant est récupéré, son 

pH est ajusté à 3,5 à l’aide d’une solution d’HCl 5 N et d’EDTA 10 mM sont ajoutés afin de dissocier les complexes 

MMPs : TIMPs (Murphy et al., 1989). Après une incubation d’1 h à 37°C, le pH est ajusté à 7,4 à l’aide d’une 

solution de NaOH 5 N. Le TIMP-1 ainsi que les mutants sont purifiés par chromatographie d’affinité grâce à la 

résine ANTI-FLAG M2 Affinity gel (Sigma-Aldrich) composée de billes d’agarose sur lesquelles sont fixées des IgG 

murines anti-FLAG. 
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La capacité protéique de la résine est de 0,6 mg/mL. La résine est tout d’abord lavée 3 fois avec la solution de 

glycine 0,1 M pH 3,5, puis équilibrée par 3 lavages successifs avec du tampon TBS (Tris HCl 50 mM, NaCl 150 

mM, pH 7,4). Les milieux équilibrés à pH 7,4 (20 mL) sont incubés avec 100 µL de résine sous agitation pendant 

3h à 4°C. Après centrifugation (1 000 g, 4°C, 1 minute), la résine est lavée cinq fois avec du tampon TBS. L’élution 

du TIMP-1 et des mutants est réalisée par choc acide en ajoutant 2 mL de solution de glycine 0,1 M pH 3,5. Après 

centrifugation (1 000 g, 4°C, 1 minute), le surnageant est récupéré et placé dans un tube contenant 50 µL de 

solution Tris (Tris 1M, pH 8) afin de rétablir le pH à 7,4.  

 Selon la concentration protéique et le tampon dans lequel les protéines sont éluées, les protéines 

purifiées sont concentrées et/ou dialysées. La concentration est réalisée par centrifugation sur Vivaspin avec 

une membrane possédant un seuil de coupure de 10 kDa (Sartorius, Aubagne, France). La dialyse est réalisée à 

l’aide de cassettes (membrane avec pores de 10 kDa) (Life Technologies) avec des bains de PBS permettant 

l’échange de tampon.  

 

III.4. Quantification du TIMP-1 et évaluation du taux de pureté 

La quantification des protéines purifiées est réalisée à l’aide d’un kit Elisa Quantikine Human TIMP-1 

dirigé contre le domaine C-terminal du TIMP-1, invariant entre les mutants (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

selon le protocole fourni par le fabricant. La concentration protéique des échantillons est ajustée entre le TIMP-

1 sauvage et les variants.  

Afin d’évaluer l’homogénéité et la pureté des protéines purifiées, une coloration au nitrate d’argent est 

réalisée sur gel de polyacrylamide (12,5%) en conditions dénaturantes. Le gel est placé une nuit dans une 

solution de fixation (50% (v/v) éthanol, 10% (v/v) acide acétique). Différents lavages de 10 minutes sont réalisés. 

Un 1er lavage dans une solution contenant 50% (v/v) éthanol, 5% (v/v) acide acétique et 2% (p/v) chlorure de 

cuivre, un 2ème lavage avec la solution composée de 10% (v/v) éthanol et 5% (v/v) acide acétique, un 3ème 

lavage avec une solution composée de 0,001% (p/v) KMnO4, un 4ème lavage avec la solution composée de 10% 

(v/v) éthanol et 5% (v/v) acide acétique, puis un dernier lavage avec la solution composée de 10% (v/v) éthanol. 

Le gel est ensuite rincé avec la solution composée de 10% (v/v) éthanol et 5% (v/v) acide acétique, puis incubé 

10 minutes à l’obscurité dans une solution d’ AgNO3 (0,1% p/v), rincé à l’eau distillée, placé 1 minute dans une 

solution de 10% (p/v) K2CO3 et révélé à l’aide d’une solution contenant 2% (p/v) K2CO3 et 0,2% (p/v) 

formaldéhyde. La révélation est stoppée par incubation dans la solution composée de 10% (v/v) éthanol et 5% 

(v/v) acide acétique. 
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 Dirigé contre Clone Espèce Dilution Fournisseur 

p
ri

m
ai

re
s 

TIMP-1 7-6C1 Souris 1 : 1 000 Merck Millipore  

TIMP-1  polyclonal Lapin 1 : 1 000 Merck Millipore  

FLAG M2 Souris 1 : 3 000 Sigma-Aldrich  

FLAG SIG1-25 Lapin 1 :3 000 Sigma-Aldrich  

LRP-1 8G1 Souris 1 µg/ml Merck Millipore  

pro-MMP-9 polyclonal Lapin 1 : 1 000 Sigma-Aldrich  

CD63 RFAC4 Souris 1 : 1 000 Merck Millipore  

actine polyclonal Chèvre 1 : 1 000 Santa-Cruz  

se
co

n
d

ai
re

s IgG Souris  Ref 7076S Cheval 1 : 10 000 Cell Signaling  

IgG Lapin Ref 7074 S Chèvre 1 : 10 000 Cell Signaling  

IgG Chèvre Ref 5420 Lapin 1 : 5 000 Sigma-Aldrich  

Tableau X: Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les immunoempreintes 
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IV. Etude de l’expression protéique par immunoempreinte 

IV.1. Préparation des extraits protéiques 

Les cellules sont lavées une fois avec du tampon PBS puis lysées dans le même tampon contenant 1% (v/v) 

Triton X-100 ou 1% (v/v) Chaps, glycérophosphate 80 mM, EGTA 50 mM (ethylene glycol tetraacetic), MgCl2 15 

mM et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) dilué au 1 : 500e. Le lysat 

cellulaire est incubé 20 minutes à 4°C et agité toutes les 5 minutes au vortex puis centrifugé (20 000 g, 30 

minutes, 4°C). Le surnageant est ensuite récupéré et conservé à -20°C avant analyse. Les échantillons protéiques 

sont dosés selon la méthode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Marne la Coquette, France) ou selon 

la méthode de Lowry après précipitation des protéines solubilisées par le Chaps (kit RCDC™ protein assay, 

Bio-Rad). 

IV.2. Electrophorèse et immunoempreinte 

Les échantillons sont chauffés à 100°C pendant 5 minutes puis déposés à quantités égales dans un gel de 

polyacrylamide (10% ou 12,5%) en conditions dénaturantes et réductrices (SDS-PAGE). Après migration 1 heure 

30 à 100 V dans le tampon de migration (Tris Base 0,02 M, Glycine 0,2 M, 0,1% (p/v) SDS), les protéines sont 

transférées (70 V, 1h30) sur une membrane de nitrocellulose (Whatman Protran, Kent, UK) dans le tampon de 

transfert (20 % (v/v) éthanol, Tris 25 mM, glycine 192 mM). La membrane est ensuite saturée durant 1 heure à 

température ambiante dans la solution de blocage composée de 5% (p/v) de lait dégraissé dilué dans du tampon 

TBS-T (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM ; 0,1% (v/v) Tween), puis incubée avec l’anticorps primaire (Tableau 

X) dans la solution de blocage pendant 12 heures à 4°C. Après 5 lavages de 5 minutes avec du tampon TBS-T, la 

membrane est incubée 1 heure à température ambiante avec les anticorps secondaires (Tableau X) couplés à la 

peroxydase de Raifort et dilués au 1/10 000e dans la solution de blocage. Les protéines sont révélées par 

chimioluminescence avec le kit Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare,  

Vélizy-Villacoublay, France) et mises en évidence à l’aide de l’Odyssey Fc (Licor, distribué par Eurobio, 

Courtaboeuf, France). 

 

V. Etude de l’activité de certaines MMPs en présence d’inhibiteurs 

L’activité inhibitrice de MMPs du TIMP-1 et de ses mutants est déterminée à l’aide d’une cinétique 

enzymatique en présence de différentes MMPs et de leur substrat fluorogénique. Les MMP-1 (2 nM), -2 (0,76 

nM) ou -9 (0,3 nM) actives (Calbiochem), ainsi que les domaines catalytiques de la MMP-3 (2,3 nM) (Calbiochem) 

et de la MT1-MMP (0,3 nM) (Enzo Life Science) sont incubées pendant 3 heures à 27°C avec des concentrations 

croissantes de TIMP-1 sauvage ou des différents mutants (de 0,14 à 30,4 nM) dans le tampon Tris-test ( Tris 50 

mM , NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM) pour un volume final de 200 µL. 
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Substrat Séquence 
 λexcitation λemission 

MMP-1/-9 DNP - Pro - Cha - Gly - Cys (Me) - His - Ala - Lys (N-Me-Abz) - NH2 365 nm 450 nm 

MMP-2/-7 MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH2-TFA 325 nm 393 nm 

MMP-3 NBD-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-Trp-Lys(DMC)-NH₂ 350 nm 465 nm 

MT1-MMP MCA-Pro-Leu-Ala-Cys-MeOBzl-Trp-Ala-Arg-DNP-Dap-NH2 325 nm 392 nm 

Tableau XI: Substrats spécifiques des MMPs utilisés pour les tests fluorimétriques 

Substrats MMP-1/-9, MMP-2/-7 et MMP-3 (Calbiochem) et substrat MT1-MMP (Sigma-Aldrich) 
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Les substrats fluorogéniques spécifiques de chacune des MMPs (tableau XI) sont ensuite ajoutés à des 

concentrations variables (2,5 à 5 µM). 

La dégradation du substrat fluorogénique est suivie à l’aide d’un lecteur de plaques (Tecan Infinite F200 

PRO) en utilisant des longueurs d’onde d’excitation et d’émission spécifiques à chaque substrat. Afin d’être dans 

des conditions de vitesse initiale (Vi), une mesure est réalisée toutes les minutes sur une période de 20 minutes. 

La représentation de Michaelis-Menten (V = f([S])) est réalisée avec le logiciel GraphPad Prism (GraphPad, La 

Jolla, USA) afin de déterminer les valeurs de Vmax et de Km grâce à l’équation de Michaelis-Menten : 𝑉𝑖 =

𝑉𝑚𝑎𝑥×[𝑆]

𝐾𝑀+[𝑆]
. Le TIMP-1 étant un inhibiteur compétitif, les Ki sont déterminés par mesure de la vitesse initiale (Vi) en 

présence de différentes concentrations d’inhibiteurs [I] et en utilisant l’équation de Morrison: 𝑉𝑖 =

𝑉𝑚𝑎𝑥×[𝑆]

𝐾𝑚×(1+
[𝐼]

𝐾𝑖
)+[𝑆]

 (Kakkar et al., 1999). Les représentations graphiques de l’équation de Morrison ainsi que les 

constantes d’inhibition Ki sont déterminées à l’aide du logiciel GraphPad Prism.  

 

VI. Etude des interactions protéine-protéine in vitro 

VI.1. Etude de l’interaction TIMP-1 / LRP-1 

VI.1.1. Résonance plasmonique de surface 

Les mesures de résonance plasmonique de surface ont été réalisées au sein de la plateforme Centre 

d’Analyse Protéomique de Marseille (CAPM-Biocapteurs) du Centre de Recherche en Neurobiologie et 

Neurophysiologie de Marseille (CR2N) UMR 7286. L’appareil utilisé pour réaliser ces mesures est le Biacore T200. 

Le tampon utilisé pour les différentes injections est le tampon HBS-N (Hepes–NaOH 50mM pH7,4, NaCl 150mM, 

tween 0,005%) 

La puce CMD500M (Xantec, Dusseldorf, Allemagne) a été fonctionnalisée par couplage chimique de 

l’anticorps anti-Fc (Jackson Immunoresearch, distribué par Interchim, Montluçon, France). Le niveau de 

couplage de l’anticorps sur les 4 pistes d’analyses est de l’ordre de 17000-18000 RU. Les domaines DII et DIV de 

LRP-1 possédant un tag Fc (R&D systems) sont immobilisés de façon orientée sur la biopuce. Les analytes sont 

injectés en cinétique multi cycle, correspondant à l’injection successive de différentes concentrations d’analytes 

avec un temps de dissociation entre chaque injection. Les analytes testés sont le TIMP-1 (wt) ainsi que les 

différents mutants. L’EGF (Sigma-Aldrich) est utilisé en tant que témoin négatif d’interaction car il n’interagit 

pas avec les domaines DII et DIV de LRP-1 (Loukinova et al., 2002). Des gammes de concentration croissantes (5-

160 nM) sont injectées successivement sur les deux domaines de LRP-1, en les laissant se dissocier suffisamment 

longtemps après chaque injection. Les constantes de dissociation KD sont déterminées.  
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VI.1.2. Immunoprécipitation 

30 µL de résine M2 anti FLAG (Sigma-Aldrich) sont lavés 3 fois avec du tampon PBS puis incubés 1 heure 

avec du PBS supplémenté avec 0,01% (p/v) de BSA. Le TIMP-1 sauvage ou les mutants (350 ng) possédant un 

Tag 3XFLAG à l’extrémité C-terminale (cf partie III.) sont fixés à la résine par une incubation pendant 3 heures à 

4°C sous agitation douce dans un volume final de 500 µL de PBS. La résine est ensuite lavée 3 fois avec du tampon 

PBS.  

Les neurones corticaux d’embryons de souris sont lavés avec du tampon PBS puis lysés dans ce même 

tampon supplémenté avec 1% (v/v) Triton X-100, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM et avec un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) dilué au 1 : 500e. Le lysat cellulaire est incubé 20 

minutes à 4°C, agité toutes les 5 minutes au vortex puis centrifugé (20 000 g, 30 minutes, 4°C). Le surnageant 

est récupéré et les protéines totales sont dosées selon la méthode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). 

La résine est incubée pendant 12 heures à 4°C avec 500 µg d’extraits protéiques de neurones corticaux sous 

agitation douce. Trois lavages au PBS supplémenté avec 0,1% (p/v) de Triton X-100 sont ensuite réalisés. Les 

complexes protéiques sont éluées dans du tampon de Laemmli 2X (Tris HCl 50 mM pH 6,8, 10 % (v/v) glycérol, 

0,001 % (p/v) bleu de bromophénol, 2 % (p/v) SDS, 20 % (v/v) β-mercaptoéthanol). Les échantillons sont ensuite 

séparés par électrophorèse puis analysés par immunoempreintes à l’aide d’anticorps anti-TIMP-1, anti-FLAG et 

anti-LRP-1. 

 

VI.2. Etude de l’interaction TIMP-1 / pro-MMP-9 par immunocapture 

Le TIMP-1 sauvage ou les mutants (350 ng) sont fixés à la résine M2 anti FLAG (Sigma-Aldrich) par 

incubation pendant 3 heures à 4°C. 250 ng de pro-MMP-9 recombinante humaine (Calbiochem, Fontenay sous 

Bois, France) sont ajoutés à la résine puis incubés sous agitation douce pendant 12 heures à 4°C. Trois lavages 

au PBS supplémenté avec 0,1% (p/v) de Triton X-100 sont réalisés. Les complexes protéiques sont élués dans du 

tampon de Laemmli 2X. Les échantillons sont ensuite séparés par électrophorèse puis analysés par 

immunoempreintes à l’aide d’anticorps anti-TIMP-1, anti-FLAG et anti-pro-MMP-9.  

 

VI.3. Etude de l’interaction TIMP-1/CD63 par immunoprécipitation 

Les cellules de la lignée cellulaire CHO surexprimant CD63 (Cf. Matériel et Métodes II.5) sont 

ensemencées à raison de 2.105 cellules par puits pendant 48 heures dans du milieu DMEM F12 supplémenté 

avec 10% (v/v) de SVF et 0,5 µg/mL puromycine. Les cellules sont ensuite grattées dans le tampon TEM (Tris 75 

mM, EDTA 2 mM, MgCl2 12 mM, pH 7,5) puis lysées par sonication (3 pulses de 30 secondes). Les lysats cellulaires  
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Nom du peptide Séquence 

EDI N ter – VGAQLVLSQTIIQGATPGS – C ter 

EDI 6HIS N ter – HHHHHHVGAQLVLSQTIIQGATPGS – C ter 

Scramble N ter – TISLIPALVQGSVGQTAQG – C ter 

Scramble 6HIS N ter – HHHHHHTISLIPALVQGSVGQTAQG – C ter 

P1 N ter – VGAQLVLSQ – C ter 

P2 N ter – VLSQTIIQG – C ter 

P3 N ter – TIIQGATPGS – C ter 

EDI a N ter – HHHHHHVGAQLVLSQAAAAAATPGS – C ter 

Tableau XII: Peptides générés par synthèse chimique pour étudier l’interaction du TIMP-1 avec le domaine EDI de CD63 
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sont incubés pendant 3 heures à 4°C sous agitation faible en présence de 1% (p/v) CHAPS (Sigma-Aldrich) afin 

de solubiliser le CD63. Les extraits protéiques sont ensuite centrifugés (20 000 g, 4°C, 20 minutes), les 

surnageants sont récupérés et la concentration en protéines est déterminée par la méthode de Lowry à l’aide 

du kit RCDC (Bio-Rad). Les extraits sont dilués dans du tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 afin d’avoir une 

concentration protéique de 1 mg/mL.  

20 µL de billes NiNTA (Qiagen) sont lavées 3 fois avec le tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 (1 000 g, 1 minute, 

4°C). Les billes sont laissées pendant 10 minutes dans le dernier lavage. 500 µL d’extraits protéiques (500 µg de 

protéines) sont incubés avec les billes pendant 1 heure à 4°C sous agitation. Les billes sont ensuite centrifugées 

(1 000 g, 1 minute, 4°C) puis lavées trois fois avec le tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 contenant 20 mM d’imidazole.  

Le TIMP-1 sauvage ou muté (200 ng) est ajouté aux billes dans 500 µL de tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 

contenant 20 mM d’imidazole puis incubés une nuit à 4°C sous agitation. Les billes sont ensuite lavées 3 fois 

avec le tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 contenant 50 mM d’imidazole afin d’éliminer les interactions 

non-spécifiques sur les billes NiNTa. L’élution des complexes protéiques formés se fait par ajout sur les billes de 

40 µL de tampon de Laemmli 2X. Les échantillons sont ensuite séparés par électrophorèse puis analysés par 

immunoempreintes à l’aide d’anticorps anti-CD63, anti-TIMP-1 ou anti-FLAG.  

 

VI.4. Etude de l’interaction TIMP-1/Domaine extracellulaire I (EDI) de CD63  

VI.4.1. Synhtèse du domaine extracellulaire 1 (EDI) 

Le domaine extracellulaire I (EDI) de CD63 correspond à une séquence de 19 acides aminés (Uniprot 

n°P08962) : Nt – VGAQLVLSQTIIQGATPGS – Ct. Cette séquence ainsi que des séquences tronquées, mutées et 

aléatoires dérivées de la séquence du domaine EDI ont été synthétisées par la société Genecust (Dudeland, 

Luxembourg) (Tableau XII). Certains peptides ont également été synthétisés avec 6 histidines supplémentaires 

à l’extrémité N-terminale. La synthèse de ces peptides a été réalisée selon la méthode Fmoc permettant la 

protection de la fonction amine lors de l’étape de liaison du 1er acide aminé à la résine, via son domaine 

C-terminal. Le groupement protecteur Fmoc a ensuite été éliminé avant le couplage des acides aminés. Le taux 

de pureté des peptides est évalué par HPLC et ce dernier est supérieur à 95%. 
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Tableau XIII: Séquence des amorces pour le clonage du domaine extracellulaire II de la glycoprotéine CD63 dans le 
vecteur pQe30 

La séquence correspondant au début de la séquence du domaine EDII est représentée en violet, et la séquence 

correspondant à la fin de ce domaine est représentée en orange. Le codon stop est indiqué en rouge et les sites de 

restriction pour les enzymes HindIII et BglII sont respectivement représentés en vert et en bleu.  

 

 

Amorces Séquences 

Sens 5’-GAGAAGATCTGCTGGCTATGTGTTT-3’ 

Anti-sens 5’-AGAGAAGCTTCTACACATTTTTCCTCAGCCA-3’ 

Figure 30: Schéma du vecteur pQe30 

Ce vecteur comporte un site de liaison pour les ribosomes (RBS), un codon initiateur en amont d’une séquence codant pour 

6 histidines (6xHis) suivie d’un site de reconnaissance pour le Facteur Xa (FXa Recognition Site), permettant de cliver le tag 

6 Histidines, et d’une cassette de clonage (MCS). Ces éléments sont sous le contrôle du promoteur du phage T5 (PT5), 

reconnu par l’ARN polymérase d’E.coli, et de l’opéron lactose (lac O).Il contient également une origine de réplication 

bactérienne (col E1 ori) et un gène de résistance à l’ampicilline (Ampr). 
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VI.4.2. Etude d’interaction 

20 µL de billes NiNTA (Qiagen) sont lavées 3 fois avec le tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 (1 000 g, 1 minute, 

4°C). Les billes sont laissées pendant 10 minutes dans le dernier lavage. 500 µg de peptide sont incubés avec les 

billes pendant 1 heure à 4°C sous agitation. Les billes sont ensuite centrifugées (1 000 g, 1 minute, 4°C) puis 

lavées trois fois avec le tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 contenant 20 mM d’imidazole.  

200 ng de TIMP-1 sont ajoutés aux billes dans 500 µL de tampon NaH2PO4 20 mM pH 8 contenant 20 

mM d’imidazole puis incubés une nuit à 4°C sous agitation. Les billes sont ensuite lavées 3 fois avec le tampon 

NaH2PO4 20 mM pH 8 contenant 50 mM d’imidazole afin d’éliminer les interactions non-spécifiques sur les billes 

NiNTa. L’élution des complexes protéiques formés se fait par ajout sur les billes de 40 µL de tampon de Laemmli 

2X. Les échantillons sont ensuite séparés par électrophorèse puis analysés par immunoempreintes à l’aide 

d’anticorps anti-TIMP-1 ou anti-FLAG.  

 

VI.5. Etude de l’interaction TIMP-1/Domaine extracellulaire II (EDII) de CD63  

VI.5.1. Synthèse du domaine extracellulaire II (EDII) 

 Le vecteur d’expression utilisé pour produire le domaine extracellulaire II de CD63 (EDII) est le vecteur 

d’expression bactérienne pQe30 (Qiagen, Courtaboeuf, France). Ce vecteur est composé d’une séquence codant 

six histidines entre le codon stop et le site multiple de clonage, permettant l’ajout d’un tag 6 Histidines en 

position N-terminale de la protéine permettant sa purification. De plus, ce vecteur possède un gène de 

résistance à l’ampicilline permettant la sélection dans la souche bactérienne E.coli. Ce vecteur possède 

également un promoteur au lactose inductible par l’IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) (Figure 30). 

La séquence du domaine extracellulaire II de CD63 a été amplifiée à l’aide du couple d’amorce présenté 

dans le tableau XIII. Le volume réactionnel final de 20 µL contient 1 ng d’ADN, 1 µM de chaque amorce 

(Eurogentec), 4 µL de tampon High Fidelity 5X (Finnzymes), dNTP 500 mM, et 0,4 unité d’enzyme polymérase 

Phusion (Finnzymes). Le premier cycle est composé de 30 secondes de dénaturation à 98°C, puis de 30 secondes 

d’hybridation à 50°C. La polymérisation se fait pendant 90 secondes à 72°C. Ce cycle est répété 24 fois. Enfin, un 

dernier cycle de 5 minutes à 72°C est réalisé de façon à permettre l’élongation de tous les brins partiellement 

synthétisés. Les produits PCR sont analysés et séparés sur gel d’agarose à 1% (p/v) contenant 0,5 µg/mL BET 

dans le tampon TBE 0,5 X. La taille des produits de PCR est évaluée à l’aide des marqueurs de taille (100 pb DNA 

ladder plus, GR3, Euromedex, Souffelweyersheim, France). Après purification du produit de PCR à l’aide d’un kit 

de purification Nucleospin extract II (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) ce dernier est digéré par les enzymes 

BglII (Takara) et HindIII (Takara) dans le tampon K 1X (Takara) pendant 1 heure à 37°C. Le vecteur pQe30 est 

digéré par les enzymes BamHI (Takara) et HindIII (Takara) dans le tampon K 1X (Takara), pendant 1 heure à 37°C.  
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Après purification des produits de digestion, la séquence de l’EDII est insérée par ligation dans le vecteur 

pQe30 (Cf. Matériel et Méthodes II.5.1.). Après une incubation d’une nuit à 4°C, la ligase est inactivée 5 minutes 

à 70°C et les produits de ligation sont digérés par l’enzyme BamHI dans le tampon K 1X pendant 1 heure à 37 °C 

afin de linéariser les vecteurs refermés sur eux-même. Après inactivation de ces enzymes par chauffage pendant 

15 minutes à 65°C, une transformation des produits de ligation par choc thermique est réalisée dans les bactéries 

BL21 (Agilent Technologies, Les Ulis, France). Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB solide 

en présence de 50 µg/mL ampicilline pendant une nuit à 37°C. Les colonies sont ensuite repiquées sur boite 

quadrillée numérotée afin d’identifier les différents clones obtenus. L’extraction de l’ADN plasmidique de 

différents clones est réalisée à partir de cultures bactériennes grâce au kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel) 

et selon le protocole du fournisseur. Les clones sont ensuite séquencés par la société Beckman Coulter Genomics 

afin de vérifier la présence des inserts dans le vecteur pQe30 ainsi que l’absence de mutation (vecteur pQe30 

CD63 EDII). 

 Afin de produire le domaine EDII, une pré-culture d’un clone positif est réalisée pendant 18 heures dans 

du milieu LB liquide. Cette pré-culture est ensuite diluée 5 fois dans le même milieu et la densité optique à 600 

nm est déterminée. Lorsque la densité optique est comprise entre 0,5 et 0,6, la production de protéines est 

induite par l’IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). La production du domaine EDII nécessite la mise au 

point des conditions de production. Des concentrations variables d’IPTG (0,2 mM à 1 mM final) (Sigma-Aldrich) 

ont été ajoutées au milieu de culture, différents temps (30 minutes à 1 nuit) et températures (20 à 37°C) ont 

également été testés.  

Les suspensions bactériennes ont ensuite été centrifugées (3 500 g, 15 minutes, 4°C). Les surnageants sont 

conservés et les culots sont repris dans 200 µL de tampon de lyse (Tris 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazole 5 mM) 

soniqués 3 fois 30 secondes puis centrifugés (10 000 g, 20 minutes, 4°C). Les échantillons (culots et surnageants) 

ont été déposés sur gel de polyacrylamide (15%) en conditions dénaturantes. Après migration, pendant 1h30 à 

100 V dans le tampon de migration (Tris Base 0,02 M, Glycine 0,2 M, 0,1% (p/v) SDS) les gels ont été colorés au 

bleu de Coomassie (méthanol 40% (v/v), acide acétique 10% (v/v), bleu de Coomassie 0,1 % (p/v)).  
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 Dirigé contre Clone Espèce Dilution Fournisseur 

p
ri

m
ai

re
s 

TIMP-1 7-6C1 Souris 1 : 300 Merck Millipore  

LRP-1 8G1 Souris 1 µg/ml Merck Millipore  

EEA1 polyclonal Lapin 1 : 300 Abcam  

β3 tubuline SDL-3D10 Souris 1 : 300 Sigma - Aldrich  

se
co

n
d

ai
re

s 

IgG Souris 

AlexaFluor 488 
polyclonal Singe 1 : 1 000 Invitrogen  

IgG Lapin 

AlexaFluor 488 
polyclonal Singe 1 : 1 000 Invitrogen  

IgG Souris 

AlexaFluor 568 
polyclonal Singe 1 : 1 000 Invitrogen  

IgG Lapin 

AlexaFluor 568 
polyclonal Chèvre 1 : 1 000 Invitrogen  

Tableau XIV: Anticorps primaires et secondaires utilisés pour l’immunofluorescence 

 Dirigé contre λexcitation (nm) Λémission (nm) 

 phalloïdine 578 600 

se
co

n
d

ai
re

s 

IgG Souris AlexaFluor 488 495 519 

IgG Lapin AlexaFluor 488 495 519 

IgG Souris AlexaFluor 568 578 603 

IgG Lapin AlexaFluor 568 578 603 

Tableau XV : Longueurs d'ondes d'excitation (λexcitation) et d'emission (λémission) associées aux anticorps secondaires utilisés 
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VII. Etude de l’expression protéique par immunofluorescence 

 Les cellules cultivées sur lamelles de verres sont lavées 3 fois avec du PBS-B refroidi à 4°C, puis fixées 

avec du paraformaldéhyde 4% (p/v) pendant 10 minutes. Les sites de liaisons aspécifiques des anticorps sont 

saturés pendant 1 heure avec une solution de BSA à 3% (p/v). Les lamelles sont ensuite incubées avec l’anticorps 

primaire (tableau XIV) pendant une nuit à 4°C. Après 3 lavages avec du PBS-B, les lamelles sont incubées avec 

un anticorps secondaire (Tableau XIV) pendant 1 heure à température ambiante en présence d’1 µg/mL de 

Hoechst afin de mettre en évidence les noyaux. Enfin, trois lavages dans du PBS-B sont réalisés avant de 

retourner les lamelles sur une lame en ajoutant au préalable une goutte de milieu de montage Fluor Save 

Reagent (Calbiochem). Les lames sont observées à l’aide du microscope à fluorescence Olympus BH2-RFCA 

(Olympus, Rungis, France) puis du microscope confocal Zeiss LSM 710 (Zeiss, Heidelberg, Allemagne) pour les 

expériences de co-localisation. Les différents fluorochromes ont été excités en utilisant la longueur d’onde 

appropriée (Tableau XV).  

 

VII.1. Mise en évidence de la colocalisation entre LRP-1 et le TIMP-1 dans les neurones 

corticaux d’embryons de souris 

Les neurones corticaux sont cultivés pendant 48 heures sur lamelle de verre préalablement recouvertes 

à la poly-lysine (cf Partie II.1.). L’immunomarquage est réalisé selon le protocole détaillé ci-dessus (Partie VII.1.). 

Les anticorps primaires utilisés sont l’anticorps primaire dirigé contre la protéine LRP-1 (souris) et contre le TIMP-

1 (lapin). Les anticorps secondaires utilisés sont les anticorps dirigés contre les IgG de souris couplés à 

l’AlexaFluor 488 et contre les IgG de lapin couplés à l’AlexaFluor 568. Les lames sont observées à l’aide du 

microscope confocal Zeiss LSM 710 (Zeiss, Heidelberg, Allemagne) en utilisant un objectif x63. Les différents 

fluorochromes ont été excités en utilisant la longueur d’onde appropriée (Tableau XV). 

VII.2. Etude de la morphologie neuronale par immunofluorescence 

VII.2.1. Marquages par immunofluorescence 

Les neurones corticaux sont cultivés pendant 24h sur lamelle de verre préalablement recouvertes à la 

poly-lysine (Cf Partie II.1.). Ils sont ensuite incubés pendant 30 minutes avec 150 ng/mL TIMP-1 sauvage ou muté 

dans un milieu défini (Milieu neurobasal, 2% (v/v) de supplément B27, 2,5 mM glutamine (Invitrogen) et 25 µM 

glutamate) en présence ou absence de 19,5 µg/mL de RAP (Receptor associated protein) (Perrot et al., 2012). Le 

milieu est ensuite rapidement éliminé et les cellules sont incubées une nuit avec l’anticorps anti-β3 tubuline 

(Sigma-Aldrich). Les lamelles sont ensuite incubées pendant une heure à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire anti-souris couplé à un Alexa Fluor 488 (Invitrogen) et dilué au 1:1 000e. Après 3 lavages avec du  
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PBS-B, les lamelles sont incubées pendant 2 heures à température ambiante avec la phalloïdine couplé à un 

Alexa Fluor 568 (Invitrogen) et dilué au 1:100e, ainsi qu’avec 0,5 µg/mL de Hoechst (Life technologies). Enfin, 

trois lavages dans du PBS-B sont réalisés avant de retourner les lamelles sur une lame en ajoutant au préalable 

une goutte de milieu de montage Fluor Save Reagent (Calbiochem). 

VII.2.2. Analyse de la taille du réseau neuritique 

Les lames sont observées avec un microscope à fluorescence Olympus BH2-RFCA en utilisant un objectif 

x 40. Dix champs sont photographiés par lame à l’aide d’une caméra U-MPTV (Olympus) et en utilisant le logiciel 

d’acquisition DP Controller (Olympus). La longueur du réseau neuritique total est déterminée à l’aide du plugin 

Neuron J du logiciel Image J. Le nombre de noyaux par champ est compté de façon à exprimer la longueur du 

réseau neuritique par neurone.  

VII.2.3. Analyse du volume des cônes de croissance 

Les lames sont observées avec le microscope confocal Zeiss LSM 710 NLO (Zeiss, Heidelberg, Allemagne) 

en utilisant un objectif x63. Les différents fluorochromes ont été excités en utilisant la longueur d’onde 

appropriée. Dix champs sont photographiés par lame en utilisant le logiciel d’acquisition Zen et avec un pas 

entre chaque section de 0,300 µm. Les images obtenues ont été traitées et reconstruites avec le logiciel Amira 

(FEI Visualization, Hillsboro, USA). Le volume des cônes de croissance de chaque neurone est mesuré grâce à la 

quantification des voxels (correspondant aux pixels en 3D).  

 

VIII. Etude de l’endocytose par immunofluorescence 

VIII.1. Marquages par immunofluorescence 

Les neurones corticaux sont cultivés pendant 4 jours sur lamelle de verre préalablement recouvertes à 

la poly-lysine (cf Partie II.1.). Les lamelles sont ensuite incubées pendant 30 minutes sur de la glace dans du 

milieu défini (Milieu neurobasal, 2% (v/v) de supplément B27, 2,5 mM glutamine (Invitrogen) et 25 µM 

glutamate) supplémenté avec 1 mg/ml BSA. Cette étape permet de saturer la surface cellulaire et de bloquer le 

processus d’endocytose. Les neurones sont ensuite exposés pendant 1h30 à 4°C avec 150 ng/ml TIMP-1 ou 

mutants en présence ou non de 19,5 µg/mL de RAP. L’endocytose est déclenchée par incubation à 37°C pendant 

10 minutes à 1 heure et arrêtée par incubation à 4°C. 

Les immunomarquages sont réalisés avec les anticorps dirigés contre le TIMP-1 (souris) et contre le 

marqueur des endosomes précoces EEA1 (lapin) selon le protocole défini dans la partie VII. Les anticorps 

secondaires utilisés sont couplés à un Alexa Fluor 568 (TIMP-1) ou à un Alexa Fluor 488 (EEA1). 
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VIII.2. Analyse de l’endocytose 

L’acquisition des images pour l’analyse de la colocalisation a été réalisée avec le microscope confocal Zeiss 

LSM 710, en utilisant un objectif 63x, une caméra numérique et le logiciel d’acquisition Zen (Zeiss). Les différents 

fluorochromes ont été excités en utilisant les longueurs d’onde appropriées. Un pas entre chaque section de 

z=0.300 µm a été utilisé. Les images obtenues ont été traitées et reconstruites avec le logiciel Amira (projections, 

représentations surfaciques). Les résultats présentent la représentation surfacique des marquages TIMP-1 et 

EEA1 et les points de colocalisation. Les coefficients de corrélation ont été déterminés à l’aide du module de 

quantification de colocalisation du logiciel Amira sur 10 images par expérimentation indépendante.  

 

IX. Etude de la survie cellulaire 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits à raison de 1,5.104 cellules par puits dans le 

milieu milieu DMEM/Ham-F12 contenant 10% (v/v) de sérum de veau fœtal, 2 mM de glutamine (Invitrogen), 5 

µg/mL d’insuline, 0,5 µg/mL d’hydrocortisone, 2 ng/mL d’EGF, et 0,1 mg/mL de toxine cholérique 

(Sigma-Aldrich)). Après 18 heures d’incubation, les cellules sont lavées 1 fois avec du PBS pH 7,4 contenant 100 

mM de glycine, puis 2 fois avec du PBS. Les cellules sont incubées 1 heures à 37°C avec 150 ng/mL de TIMP-1 

sauvage ou mutant dans du milieu DMEM F12. L’apoptose est ensuite induite par 0,01 µM de staurosporine 

(Enzo Life Science, Villeurbanne, France). Le nombre de cellules viables est déterminé à T = 0, T = 24 heures et T 

= 48 heures par dosage colorimétrique à l’aide de MTT (Sigma-Aldrich). 20 µL de MTT (solution à 1 mg/ml) sont 

ajoutés par puits. Après une incubation de 4 heures à 37°C, le milieu contenant le MTT est éliminé et le formazan 

formé par la succinate deshydrogénase mitochondriale est dissous dans 100 µL d’isopropanol contenant 0,04 N 

d’acide chlorhydrique. La densité optique à 560 nm est mesurée à l’aide du lecteur de plaques Tecan F200 Pro 

(Tecan, Lyon, France). 

 

X. Analyses statistiques 

L’ensemble des résultats présentés sont issus d’expériences indépendantes répétées un minimum de 3 fois. 

Les photos présentées sont représentatives d’une expérience. Les valeurs sont exprimées sous la forme de 

moyenne +/- erreur standard à la moyenne (SEM). Selon les expériences, un test de Student ou un test ANOVA 

a été utilisé pour étudier la significativité des résultats obtenus. Celle-ci est exprimée de la manière suivante : * 

p<0,05 ; ** p<0,01 ; NS = Non Significatif. 
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Partie I : 

Identification d’un nouveau récepteur du 

TIMP-1 : le récepteur LRP-1  
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Contexte scientifique  

Des études menées au sein de notre équipe de recherche ont pour objectif de caractériser les 

interactions entre le récepteur LRP-1 et certains acteurs de la protéolyse matricielle dans différents contextes 

pathologiques (cancers et maladies neurodégénératives). La protéine LRP-1, exprimée à la surface des neurones, 

est impliquée dans le comportement et la fonction motrice des souris en modulant la transmission synaptique 

(May et al., 2004). La localisation de LRP-1 est modifiée dans le cerveau de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. En effet, lors du développement de la maladie, LRP-1 est moins exprimé à la surface des vaisseaux 

sanguins alors qu’il est surexprimé à la surface des neurones. Cette modification de la localisation de LRP-1 

diminue la clairance des peptides Aβ par la circulation sanguine, augmentant ainsi la formation des plaques 

séniles (Donahue et al., 2006). Par ailleurs, le récepteur LRP-1 interagit avec de nombreux ligands, permettant 

leur endocytose, ainsi que l’activation de voies de signalisation cellulaire. Le TIMP-2 et le TIMP-3 ont ainsi été 

identifiés comme des ligands de LRP-1 est sous forme libre et/ou lié à la pro-MMP-2 (Emonard et al., 2004; 

Scilabra et al., 2013).  

Une augmentation de l’expression de TIMP-1 est observée dans certaines maladies neurodégénératives 

telles que la sclérose en plaques, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Kouwenhoven et al., 2001; 

Lorenzl et al., 2002). Dans un modèle de culture primaire de neurones d’embryons de souris, il a été montré que 

le TIMP-1 réduit la longueur des neurites conduisant à une altération de la connectivité neuronale. Ces effets 

sont en partie liés à l’inhibition de la MMP-2 mais un autre mécanisme indépendant de l’inhibition des MMPs 

pourrait être impliqué puisqu’un inhibiteur de MMPs à large spectre, le RXPO3R ne reproduit pas la totalité des 

effets obtenus par le TIMP-1 dans ce modèle in vitro. De plus, la surexpression du TIMP-1 induit des effets plus 

importants que l’ajout de TIMP-1 exogène, suggérant un effet autocrine (Ould-yahoui et al., 2009). 

Les activités cytokiniques du TIMP-1 impliquant généralement sa fixation à un récepteur membranaire, 

nous avons émis l’hypothèse d’une interaction entre le TIMP-1 et LRP-1 à la surface des neurones permettant 

d’une part d’assurer la clairance du TIMP-1 et d’autre part de moduler la connectivité neuronale. 

Nos résultats ont été publiés dans la revue Plos One en 2014. 
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Principaux résultats 

Pour étudier l’interaction entre le TIMP-1 et LRP-1, nous avons utilisé un modèle de culture primaire de 

neurones corticaux d’embryons de souris dans lequel un effet du TIMP-1 a déjà été démontré (Ould-yahoui et 

al., 2009). 

Nous avons montré que le TIMP-1 induit une diminution de 50% de la longueur des neurites et une 

augmentation de 175% du volume des cônes de croissance. Les effets du TIMP-1 sont bloqués par la protéine 

RAP, le ligand préférentiel de LRP-1, ainsi que par un anticorps bloquant dirigé contre LRP-1. Ces résultats 

laissent supposer que le TIMP-1 interagit avec le récepteur LRP-1 dans le modèle de culture primaire d’embryons 

de souris. 

Par immunofluorescence et immunoprécipitation, nous avons mis en évidence une colocalisation et une 

interaction directe du TIMP-1 avec LRP-1.  

En suivant l’endocytose de TIMP-1 fluorescent, nous avons montré que le TIMP-1 fixé à LRP-1 est 

internalisé dans les deux heures suivant l’incubation des cellules avec le TIMP-1.  

Pour confirmer et préciser l’interaction du TIMP-1 avec LRP-1, nous avons transfecté des cellules CHO 

avec les ADNc codant les domaines extracellulaires de LRP-1. 

Suite à l’immunoprécipitation de ces domaines, nous avons montré que le TIMP-1 se lie 

préférentiellement aux domaines DII et DIV de LRP-1. Ce résultat a été confirmé en évaluant la constante de 

dissociation par résonance plasmonique de surface. La fixation du TIMP-1 aux domaines DII ou DIV est également 

inhibée par RAP. De plus, des tests d’endocytose réalisés avec les cellules CHO exprimant les domaines DII et 

DIV ont permis de confirmer que la liaison du TIMP-1 à ces domaines induit l’endocytose du TIMP-1.  

Afin de déterminer si les effets du TIMP-1 observés sur les neurones sont indépendants de son activité 

inhibitrice de MMPs, nous avons utilisé le mutant T2G, décrit dans la littérature comme ayant perdu sa capacité 

d’inhibition des MMP-1, -2, -3 et -7. Dans les neurones corticaux d’embryons de souris, le mutant T2G induit une 

diminution de 30% de la longueur des neurites et une augmentation de 100% du volume des cônes de 

croissance. Par immunofluorescence, nous avons montré que le mutant T2G est colocalisé avec le récepteur 

LRP-1 à la surface des neurones. Les effets du mutant T2G dans ce modèle cellulaire sont inhibés par RAP et par 

l’anticorps bloquant LRP-1.  

Ces résultats montrent que le mutant T2G reproduit les effets du TIMP-1 sur les neurones corticaux en 

se fixant à LRP-1 et que les effets du TIMP-1 sur ce modèle cellulaire sont indépendants de l’inhibition des MMPs.  
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Conclusion  

Nous avons identifié la protéine LRP-1 en tant que nouveau récepteur du TIMP-1 dans les neurones 

corticaux d’embryons de souris.  

Cette interaction est directe et se fait avec les domaines DII et DIV de la chaine extracellulaire de LRP-1. 

La liaison et l’endocytose du TIMP-1 via le récepteur LRP-1 sont indépendantes de son activité inhibitrice 

de MMPs.  

La liaison du TIMP-1 à LRP-1 dans les neurones corticaux d’embryons de souris module la plasticité 

neuronale en réduisant la taille des neurites et en augmentant le volume des cônes de croissance.  
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Abstract 
Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) regulates the extracellular matrix turnover by inhibiting the proteolytic activity 
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cell types including neuronal plasticity, but the underlying molecular mechanisms remain mostly unknown. The trans-membrane 

receptor low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1) consists of a large extracellular chain with distinct ligand-

binding domains that interact with numerous ligands including TIMP-2 and TIMP-3 and a short transmembrane chain with 

intracellular motifs that allow endocytosis and confer signaling properties to LRP-1. We addressed TIMP-1 interaction with 

recombinant ligand-binding domains of LRP-1 expressed by CHO cells for endocytosis study, or linked onto sensor chips for 

surface plasmon resonance analysis. Primary cortical neurons bound and internalized endogenous TIMP-1 through a mechanism 

mediated by LRP-1. This resulted in inhibition of neurite outgrowth and increased growth cone volume. Using a mutated inactive 

TIMP-1 variant we showed that TIMP-1 effect on neurone morphology was independent of its MMP inhibitory activity. We 

conclude that TIMP-1 is a new ligand of LRP-1 and we highlight a new example of its MMP-independent, cytokine-like functions. 
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Introduction 

The four tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP-1–4) 
inhibit the proteolytic activity of matrix metalloproteinases 
(MMPs) and together constitute the principal regulators of the 
pericellular environment in physiological and pathological 
situations [1]. Independently of their MMP inhibitory properties, 
TIMPs elicit signaling pathways through binding to membrane 
receptors that lead for instance to regulation of cell growth and 
apoptosis [2,3]. We have thus reported that the formation of a 
ternary complex at the cell surface between TIMP-1, proMMP-9 
and the hyaluronan receptor CD44 promoted erythroid cell survival 
[4,5]. TIMP-1 binds to CD63, a member of the tetraspanin receptor 
family, to regulate cell survival via an interaction with b1 integrin 
[6]. 

The low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1) 
is a receptor for more than 40 different ligands [7], including 
members of the MMP family such as MMP-2 [8,9], MMP-9 [10] 
and MMP-13 [11]. LRP-1 is a heterodimeric endocytic receptor 
that consists of a 515-kDa extracellular a-chain non-covalently 
associated to an 85-kDa transmembrane b-chain. The a-chain 
contains four extracellular ligand-binding domains, termed 
domains I to IV, each composed of a cluster of cystein-rich 
complement-type repeats. Although most of LRP-1 ligands bind to 
domains II and IV, the aspartic proteinase pro-cathepsin D has 
recently been shown to interact with the extracellular part of LRP1 
b-chain [12]. A 39-kDa protein, originally identified by its 
copurification with LRP-1 [13] and thereby termed 
receptorassociated protein (RAP), is a chaperone that binds tightly 
to domains II, III and IV of LRP-1 through its C-terminal 
heparinbinding domain and antagonizes ligand binding to LRP-1 
[14]. The cytoplasmic tail of LRP-1 b-chain contains an YXXL and 
two NPxY motifs that regulate its localization to clathrin-coated 
pits and contribute to LRP-1 endocytosis. Moreover, NPxY motifs 
also serve as docking sites for cytoplasmic adaptor proteins 
including Shc, Disabled and Fe65 that confer signaling properties 
to LRP-1 [7]. The embryonic lethal phenotype obtained after 
targeted disruption of the LRP-1 gene [15] pinpoints the biological 
importance of this endocytic and signaling receptor in normal 
development. We recently demonstrated that LRP-1 knockdown 
inhibited migration and invasive capacities of carcinoma cells, and 
identified the extracellular signal regulated protein kinases (ERK) 
and c-Jun N-terminal kinases (JNK) as the main LRP-1 molecular 
relays to regulate focal adhesion disassembly in malignant cells 
[16,17]. 

TIMP-1 elicits important effects in brain pathophysiology and in 
neuronal differentiation and plasticity [18]. Thus, TIMP-1 

inhibits neurite outgrowth and modulates growth cone 
morphology in cultured cortical neurons [19]. These effects have 
been related in part to the inhibition of MMP-2 activity, but 
alternative/complementary mechanisms cannot be excluded. 
Tissue-selective deletion of LRP-1 in neurons highlights its key 
role in mice behavior and motor function [20]. We have previously 
shown that TIMP-2 and -3 endocytosis by low-density lipoprotein 
receptor-related protein-1 (LRP-1) is an efficient way to control 
TIMP-2 and -3 extracellular levels in a variety of cell types 
[9,21,22]. However, the relationship between TIMP-1 and LRP-1, 
and its biological consequences on neuron behavior, remain 
unknown. 

In the present report, we first investigated the possible interaction 
of TIMP-1 with LRP-1 in CHO cells expressing LRP-1 ligand-
binding domains [14] as a model system. As TIMP1 and LRP-1 are 

both involved in neuronal plasticity [19,20], we then extended our 
study to primary cortical neurons. Our results demonstrate for the 
first time that TIMP-1 binds to specific domains of LRP-1 to 
undergo endocytosis. Moreover, such an interaction regulates 
neuronal outgrowth and growth cone morphology. Finally, a 
mutated inactive TIMP-1 variant [23] reproduces morphological 
effects displayed by full-length TIMP-1 on neurones. 

Materials and Methods  

Reagents 
Anti-LRP-1 a-chain (mouse, clone 8G1), anti-LRP-1 b-chain 

(mouse, clone 5A6) and nonreactive IgGs used for 
immunoprecipitation and immunoblotting, were obtained from 
Millipore SAS (Molsheim, France). Anti-hemagglutinin (anti-HA) 
tag monoclonal antibody (mouse, clone 12CA5) was obtained from 
Roche 
Diagnostics (Meylan, France). Anti-red fluorescent protein 
(antiRFP) tag rabbit polyclonal antibodies were from Abcam 
(Paris, France). Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit and 
antimouse antibodies were purchased from Cell Signaling 
Technology (distributed by Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, 
France). For immunocytochemistry experiments, mouse anti-bIII-
tubulin (clone SDL.3D10) and anti-FLAG (clone M2) antibodies 
were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, 
France). Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 568-
phalloidin and Prolong Gold antifade reagent with 49, 6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) were from Molecular Probes (distributed 
by Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Mouse recombinant 
TIMP1 and goat anti-mouse TIMP-1 antibodies were purchased 
from R&D System (Minneapolis, MN, USA). Blocking LRP-1 
polyclonal antibodies (R2629) [24] were a generous gift from Dr. 
D.K. Strickland (Department of Surgery, University of Maryland 
School of Medicine, Baltimore, MD, USA). Streptavidin eFluor710 
was obtained from eBioscience (Paris, France) and ProtOn Biotin 
Labeling Kit from Vector Laboratories (CliniSciences SAS, 
Nanterre, France). EZ-Link sulfo-NHS-LC-biotin, D-biotin and 
monomeric avidin-agarose beads were obtained from Thermo 
Fisher Scientific (Illkirch, France). Pronase and other chemicals 
were from Sigma-Aldrich. 

Plasmids, transfection and purification of recombinant 

proteins 
The plasmid constructs SPCT (SP, signal peptide; CT, 

Cterminal), ligand-binding domain II (DII) or IV (DIV) coding for 
LRP-1 mini-receptors were generated as described elsewhere [25]. 
The plasmid construct for RFP-tagged TIMP-1 was previously 
described [19]. CHO cells were stably transfected with the SPCT, 
mini-LRP-II and mini-LRP-IV plasmid constructs using JetPEI 
reagent from Polyplus Transfection (distributed by Ozyme). Clonal 
cells were selected with 0.8 mg/ml G418 (Invitrogen) and 
overexpression of LRP-1 mini-receptors was controlled by 
immunoblotting and immunocytochemistry. Then, 
minireceptoroverexpressing CHO cells were grown in Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12 (Invitrogen) 
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 0.5 mg/ml 
G418. In some experiments, CHO cells overexpressing HA-tagged 
LRP-1 minireceptors were further transiently transfected with RFP-
tagged TIMP-1. 
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TIMP-1 cDNA was cloned into the p3XFLAG-CMV-14 vector 
(Sigma-Aldrich) to produce TIMP-1 with fusion FLAG-tag in 
Cterminal using the following primers: 
TACAGAATTCCACCATGGCCCC (forward) and 
GAGAGCTAGCGGCTATCTGGGACC (reverse). The mutated 
non-functional fulllength TIMP-1 exhibiting threonine-2 mutated 
to glycine (T2G) [23] was generated using the QuickChange II Site-
Directed Mutagenesis kit (Stratagene, Agilent Technologies, Les 
Ulis, 
France) with the following primers: 
CAGCAGGGCCTGCGGCTGTGTCCCACCC (forward) and 
GGGTGGGACACAGCCGCAGGCCCTGCTG (reverse). 
DNA sequencing confirmed the fidelity of these constructs. CHO 
cells were stably transfected with these constructs to express 
FLAG-tagged wild type TIMP-1 and the T2G mutant. The 
conditioned medium was collected and incubated 1 h with 10 mM 
EDTA in acidic condition (pH 3.5) to remove TIMP-1 complexed 
to MMPs. After pH equilibration to 7.4, the conditioned medium 
was incubated with anti-FLAG M2 affinity gel (Sigma-Aldrich) for 
3 h at 4uC. After the resin was collected and washed with 
trisbuffered saline (TBS), the recombinant proteins were eluted 
under acidic conditions (0.1 M glycine-HCl, pH 3.5) and the 
concentrations were determined using the Human TIMP-1 
Quantikine ELISA Kit (R&D Systems). All recombinant proteins 
were controlled by SDS-PAGE, silver nitrate staining and 
immunoblotting. 

RAP was expressed in Escherichia coli BL21 pLysS (Promega, 
Charbonnie`res-les-Bains, France) using the pT7H6FX-RAP 
construct kindly provided by Dr. M. S. Nielsen (Department of 
Medical Biochemistry, University of Aarhus, Denmark). RAP 
purification was conducted as previously reported [25]. 

Primary cultures of cortical neurons 
Primary cultures of cortical neurons were prepared from CD1 

mice embryos, as previously described [19]. Pregnant mice were 
deeply anesthetized with isofluorane and then sacrified by cervical 
dislocation, without suffering. Embryos at E17-18 were 
decapitated. This is conform to National and European regulations 
(EU directive Nu 2010/63) and in agreement with the authorization 
for animal experimentation attributed to the laboratory by the 
Prefecture des Bouches du Rhone (permit number: D 
13 055 08). Cells were plated onto poly-D-lysine coating 
(SigmaAldrich) and grown at 37uC in a humidified chamber 
containing 5% CO2. After 90 min, the plating medium was replaced 
by serum-free defined medium consisting in Neurobasal Medium 
with 2% B27 supplement, 5 U/ml penicillin/streptomycin, 2.5 mM 
glutamine (all from Invitrogen) and 25 mM glutamate (Sigma 
Aldrich). 

Whole-cell protein extraction 
Whole-cell protein extracts were prepared by scraping primary 

neurons in ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 1% (v/v) Triton X-100, 5 mM EDTA, 1 mM 
phenylmethylsulfonylfluoride and 1 mM Na3VO4 supplemented 
with a proteinase inhibitor cocktail from Sigma-Aldrich). Cells 
were shaken vigorously for 30 min at 4°C and the remaining pellet 
was separated by centrifugation (10,000 g for 10 min at 4uC) and 
discarded. Protein concentration was quantified by the Bradford 
method (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France). 

Plasma membrane protein isolation 
CHO cells or primary neurons were washed twice with ice-cold 

phosphate-buffered saline (PBS) and cell surface proteins were 
biotinylated with PBS containing 0.5 mg/ml of EZ-Link sulfoNHS-
LC-biotin for 30 min at 4uC. After three washes, cells were 
incubated with 100 mM glycine in PBS for 30 min at 4uC to avoid 
nonspecific binding. Cells were washed three times before protein 
extraction in ice-cold lysis buffer as described above. Cell extracts 
were pelleted at 10,000 g for 10 min at 4uC and protein amount was 
quantified by the Bradford method. Solubilized biotinylated 
proteins from neurons (250 mg) or CHO cells (750 mg) were then 
specifically affinity-purified using 40 ml of monomeric 
avidinagarose beads. Incubation was performed overnight at 4uC 
with gentle agitation, followed by five washes with cold lysis buffer 
to remove nonspecific binding. Cell-surface biotinylated proteins 
were then subjected to immunoprecipitation assay with anti-LRP1 
(clone 8G1 or 5A6), anti-HA, anti-RFP, or nonspecific IgGs that 
served as control. For immunoprecipitation, 10 mM D-biotin in 
PBS was used for competitive elution of biotinylated proteins from 
avidin-agarose beads. Immunoprecipitation was performed with 
protein G-Sepharose (Amersham Biosciences, Courtaboeuf, 
France) for 4 h at 4uC on an orbital agitator. Samples were washed 
three times with cold lysis buffer. Then, immunoprecipitated 
protein complexes were solubilized before analysis by 
immunoblotting. 

Immunoblotting analysis 
Immunoprecipitated cell-surface proteins and proteins from 

whole-cell extracts were separated by SDS-PAGE, transferred onto 
a nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences) and incubated 
overnight at 4uC under gentle agitation with anti-LRP-1 (1/1000; 
5A6 or 8G1), anti-TIMP-1 (1/500), anti-HA tag (1/ 1000) or anti-
RFP tag (1/500) antibodies. Membranes were then incubated for 1 
h at room temperature (RT) with corresponding horseradish 
peroxidase-coupled antibodies. TBS with 0.1% (v/v) Tween-20 
was used for all washes. Immunoreactive bands were revealed 
using the ECL chemiluminescence kit (Amersham Biosciences) by 
using a ChemiDoc-XRS imaging station (BioRad laboratories). 
Ponceau red staining solution was used to ensure equal loading of 
the protein samples and for normalization. Immunoblots presented 
are representative of at least three independent experiments. 

Fluorescent TIMP-1 preparation and endocytosis 

experiments 
Ten mg of TIMP-1 were biotinylated with the ProtOn Biotin 

Labeling Kit according to the manufacturer’s instructions. Then 
biotinylated TIMP-1 was incubated with 0.5 mg of eFluor 710 
Streptavidin for 30 min at RT. For cell-surface binding of 
fluorescent TIMP-1 (fluo-TIMP-1), 26104 CHO cells or cortical 
neurons were plated onto 96-well plates and allowed to grow 
overnight (for CHO cells) or 8 days (for neurons) in their respective 
culture medium. After washing twice with assay medium (culture 
medium containing 0.1% bovine serum albumin, BSA) and 
adaptation to this medium at 4uC for 1 h, cells were incubated with 
10 nM fluo-TIMP-1 in assay medium at 4uC for 2 h, in the absence 
or presence of 500 nM RAP, a classic competitor of LRPligand 
interaction [13]. Cells were then carefully rinsed five times with 
cold PBS and surface-digested with 0.1% (w/v) pronase in culture 
medium at 4uC to degrade surface-bound ligands and detach cells. 
After cell collection by centrifugation, fluorescence in the  
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supernatant defined as surface-bound ligand was measured by 
spectrofluorimetry (lexc, 633 nm/lem, 710 nm) (Infinite F200 PRO, 
Tecan, Lyon, France). Appropriate controls with eFluor alone were 
performed. For endocytosis assays, after 2 h of binding and careful 
rinsing with PBS, cells were further cultured in assay medium pre- 
warmed at 37uC for 1 hour. To distinguish surface binding from 
intracellular accumulation, cells were washed twice with cold PBS 
and surface-digested with pronase as above. 
Fluorescence associated with pelleted cells, i.e. pronase-resistant 
was defined as internalized ligand. Proteins were quantified by the 
Bradford method to normalize the results. 

Surface plasmon resonance (SPR) analysis 
Recombinant human LRP-1 Fc-tagged mini-domains II and IV 

(termed respectively Fc-DII and Fc-DIV) were purchased from 
R&D Systems. Human recombinant TIMP-1 was a generous gift 
from Prof. H. Nagase (Kennedy Institute of Rheumatology, 
University of Oxford, London, United Kingdom). Epidermal 
growth factor (EGF), used as negative control [9], was from Sigma-
Aldrich. Interaction of ligands with LRP-1 mini-domains was 
tested at 25uC using a Biacore T200 (GE Healthcare Life Sciences, 
Velizy-Villacoublay, France) and HBS (50 mM HEPESNaOH pH 
7.4, 150 mM NaCl, 0.005% Tween-20) as running buffer. Anti-Fc 
antibody (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, United Kingdom) 
was first immobilized at pH 5.0 on a CMD500m sensor chip 
(Xantec) using amine coupling kit (GE Healthcare). Fc fragment 
(Millipore SAS), Fc-DII and Fc-DIV were then immuno-captured 
on the sensor chip at a density of around 8 fmol/mm2. Binding to 
Fc-DII- or Fc-DIV-coated flow cells was corrected for non-specific 
binding to Fc-coated flow cells. The single-cycle kinetic method 
was used to measure the affinity of ligands with LRP-1 mini-
domains. TIMP-1 and EGF were serially diluted 2-fold in running 
buffer yielding concentrations ranging from 5 to 80 nM and 
samples injected sequentially 2 minutes at 50 ml/min using 
increasing concentrations. Blank run injections of HBS were 
performed in the same conditions before ligands injections. 
Double-subtracted sensorgrams were globally fitted with the 1:1 
titration kinetic binding model from Biacore T200 Evaluation 
version 2.0. Data are representative of three independent 
experiments. 

Inhibition of MMP-2 activity and Ki determination 
Active MMP-2 (0.76 nM) was added into Tris-test buffer (50 

mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl and 5 mM CaCl2) containing 
FLAG-TIMP-1 or FLAG-T2G (0.17 to 13.5 nM) and incubated 2 
h at 27uC. MMP-2 activity was monitored with the fluorogenic 
synthetic substrate MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-AlaArg-
NH2.TFA, at excitation and emission wavelengths of 325 and 393 
nm, respectively. Enzyme and substrate were from Millipore SAS 
(Molsheim, France). Non-linear regression analysis with Graphpad 
software (La Jolla, USA) was used to calculate the Ki values using 
the Morrison equation. 

Immunofluorescence and cytoskeleton labeling 
Cortical neurons from mouse embryos were seeded onto poly-

Llysine-coated glass slides for 24 h at 37uC. Recombinant 
FLAGTIMP-1 (10 nM), FLAG-T2G (10 nM), RAP (500 nM) and 
blocking LRP-1 polyclonal antibodies (R2629, 30 mg/ml) were 
added to cultures in serum-free media for 30 minutes. Neurons 
were rinsed with PBS and fixed in 4% (v/v) paraformaldehyde for 
10 min. For immunofluorescence, cells were pre-incubated with 

0.1% Triton X-100, 3% BSA for 60 min, followed by incubation at 
4uC with the following primary antibodies overnight: anti-LRP1 
(8G1, 1/100), anti-TIMP-1 (1/100), anti-FLAG (1/100) or antibIII-
tubulin (1/100). Control preparations were incubated without 
primary antibodies. Slides were washed five times with PBS and 
cells were incubated with secondary antibodies conjugated to 
Alexa Fluor 488 (1/1000, green) or Alexa Fluor 568 (1/1000, red) 
at RT for 60 min. For F-actin labeling, cells were further incubated 
with Alexa Fluor 568-phalloidin (1/100) at RT for 45 min, rinsed 
with PBS and mounted in fluorescence mounting medium 
containing diaminido phenylindole (DAPI) for nuclei 
counterstaining. Cells were observed using a Zeiss LSM 710 
confocal laser scanning microscope with the 636 oil-immersion 
objective and Zeiss operating system associated with the ZEN 
software program (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Germany). 
Acquisitions were performed by exciting Alexa Fluor 488, Alexa 
Fluor 568 and DAPI dye with an argon laser, a helium–neon laser 
and a chameleon infrared laser tuned at 730 nm, respectively. 
Emitted fluorescence was detected through the appropriate 
wavelength window. 

Morphological analyses 
In each experiment, fluorescence microphotographs were taken 

from of at least 5 randomly selected fields per slide and 3 slides per 
experimental condition. The neurite length of all bIII-tubulin 
positive cells was measured using the ImageJ plugin NeuronJ. The 
mean length of the neuritic arbor was obtained by dividing the total 
length of neurites in a field by the number of cells immunoreactive 
for bIII-tubulin, as previously described [19]. A neurite segment 
was defined as the distance between the branching point and the tip 
of the neurite. Growth cone volume quantification was realized 
using the AMIRA software (v5.4.2, Visualization Sciences Group, 
Burlington, MA, USA). For quantification studies, a multichannel 
field module was used, followed by a filter and deconvolution 3D 
treatment. The same threshold was applied for each field. Growth 
cone volumes were obtained by summing voxel volumes per cell. 

Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using Student’s t-test. Values 

represent the means 6 s.e.m. of at least three independent 
experiments. 

Results  

LRP-1 directly binds TIMP-1 and mediates its uptake 

in CHO cells through the extracellular ligand-binding 

domains II and IV 
We first investigated whether LRP-1 may bind TIMP-1 at the 

plasma membrane. Overexpressing full-length LRP-1 is 
particularly inefficient due to its considerable molecular weight; 
therefore, we generated CHO cells that stably overexpress 
functional HAtagged-mini-receptors derived from LRP-1. The 
SPCT construct contains only the HA-tagged LRP-1 b-chain 
(molecular weight of 106 kDa), whereas the other LRP-1 variants 
further contain the ligand-binding domain II (DII, molecular weight 
of 153 kDa) or IV (DIV, molecular weight of 164 kDa) (Fig. 1A) 
of the extracellular a-chain. Stable expression of HA-tagged 
minireceptors at the plasma membrane of each CHO clone was 
assessed by HA tag-directed immunoprecipitation of cell-surface 
biotinylated proteins followed by immunoblotting analysis using an  
  



 

168 

 
Figure 1. Domains II and IV of the extracellular a-chain of LRP-1 are required to bind and promote TIMP-1 endocytosis in CHO cells. A. Schematic 

representation of LRP-1-derived minireceptors carrying no-ligand-binding cluster (SPCT), extracellular binding-domain II (DII) or extracellular binding-

domain IV (DIV). Each construct contains a HA tag at the amino-terminus of the a-chain. B. Transfected CHO cells stably express HA-tagged SPCT (SPCT), 

HA-tagged mini LRP-II (DII), or HA-tagged mini LRP-IV (DIV). Nontransfected cells served as control (CTRL). Biotinylation of cell-surface proteins was 

performed, followed by an immunoblot (IB) analysis using anti-HA tag. Bands correspond to the expected molecular weights of SPCT (106 kDa; arrowhead), 

DII (153 kDa; star), and DIV (164 kDa; double star). C. CHO cells overexpressing HA-tagged LRP-1-derived minireceptors (SPCT, DII, DIV) or not (CTRL) were 

transiently transfected with RFP-tagged TIMP-1 for 24 hours. Cell-surface proteins were subjected to immunoprecipitation (IP) assay with either anti-HA 

tag (left panel) or an anti-RFP tag (right panel). Then, immunoblot (IB) analysis was conducted using both anti-LRP-1 b-chain (5A6) and anti-RFP tag. D. 

Representative sensorgrams for TIMP-1 interacting with DII (left panel) and DIV (right panel). A set of concentrations (5–80 nM) of TIMP-1 or EGF was 

sequentially injected over immobilized Fc-DII and Fc-DIV. The solid black lines represent the specific binding of TIMP-1 obtained after double-subtraction 

of the signal obtained on the control flow cell and a blank run. The dotted black lines represent the fit of the data with a kinetic titration 1:1 interaction 

model. The grey lines represent the specific binding of EGF obtained after doublesubtraction of the signal obtained on the control flow cell and a blank 

run. Arrows indicate the beginning of each injection. The data illustrated are representative of three independent experiments. E. Binding and 

internalization of exogenous fluorescent TIMP-1 (fluo-TIMP-1) by CHO cells overexpressing minireceptor SPCT (left), DII (middle) or DIV (right). Binding 

was assessed by incubating fluo-TIMP-1 (10 nM) at 4uC for 2 hours. Cells were then transferred to 37uC for additional 2 h to allow internalization. All 

incubations were performed with or without RAP (500 nM), an antagonist of LRP-1-mediated binding and consequently, endocytosis. Fluorescence 

intensity was quantified by spectrophotometry and expressed as arbitrary units (A.U.). Values below 10 A.U. are considered to be nonspecific. Images in 

B–D are representative of results obtained in 3 independent experiments. Values in E represent the means 6 s.e.m. of 3 independent experiments. NS, 

not significant; * p,0.05, as compared to untreated cells. 
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anti-HA antibody, which revealed the expected molecular weights 
(Fig. 1B). 
To investigate binding of TIMP-1 to the different LRP-1 constructs, 
CHO cells overexpressing SPCT, DII or DIV or not (CTRL) were 
transiently co-transfected with RFP-tagged TIMP-1. Co-
immunoprecipitation experiments demonstrated that the antiHA 
tag antibody immunoprecipitated transfected RFP-TIMP-1 only in 
CHO cells expressing the domains II and IV of LRP-1 (Fig. 1C, left 
panel). Consistently, the anti-RFP antibody immunoprecipitated 
LRP-1 fusion proteins containing the domains II and IV (Fig. 1C, 
right panel). In both cases, no immunoprecipitation was obtained in 
SPCT-overexpressing cells. 

We next verified whether TIMP-1 can physically interact with 
LRP-1 using SPR technology. LRP-1 domains II and IV were 
immunocaptured on a sensor chip and TIMP-1 or EGF was injected 
(Fig. 1D). As previously reported using soluble LRP-1 [8], EGF 
interacted neither with DII nor DIV. A direct interaction was 
demonstrated between TIMP-1 and LRP-1 domains II and IV, with 
a nanomolar range of affinity (Table 1). Interestingly, association 
rate (kon) of TIMP-1 for DII is 10-fold faster than that for DIV, 

while its dissociation rate (koff) about twice for DII versus DIV. 
This results in an affinity of TIMP-1 5-fold higher for DII than for 
DIV. These data clearly demonstrate that soluble TIMP-1 directly 
binds cell-surface LRP-1, especially through its ligand-binding 
domains II and IV. 

To study whether TIMP-1 undergoes internalization after 
binding to LRP-1 mini-receptors in CHO cells, we used 
eFluorconjugated recombinant TIMP-1 (fluo-TIMP-1) (Fig. 1E). 
At 4uC, we observed that fluo-TIMP-1 binds to CHO cells 
overexpressing DII or DIV constructs, such a binding being 
partially inhibited by RAP. No detectable fluo-TIMP-1 was 
measured at the surface of SPCT-overexpressing CHO cells. After 
2 h at 37uC, about 50% of fluo-TIMP-1 bound to the surface of 
DII- and DIV-overexpressing cells was found internalized. The 
addition of RAP significantly impeded TIMP-1 endocytosis 
mediated by the LRP-1-derived minireceptors. Altogether, these 
data demonstrated that LRP-1 mediates the binding and uptake of 
TIMP-1 mainly through domains II and IV of its extracellular a-
chain. 

Data are based on three measurements using five different concentrations for each measurement. Mean values 

6 s.e.m. are presented. 
The kon values are in M21s21, and koff values are in s21. 
The equilibrium constants of dissociation (KD) were calculated from the association (kon) and dissociation (koff) rate constants. 
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Figure 2. Endogenous TIMP-1 interacts with LRP-1 in cortical neurons. A. Cortical neurons from mouse embryos were plated onto poly-Llysine-coated 

coverslips for 24 h at 37uC, fixed, washed and stained with anti-LRP1 antibody (Alexa Fluor 488, green) and anti-TIMP-1 antibody (Alexa Fluor 568, red) 

before confocal microscopy analysis. Nuclei were counterstained with DAPI (blue) and appropriate secondary antibody controls were performed. LRP-1 

labeling (left), TIMP-1 labeling (middle), and a merged image (right) are shown. B. Biotinylation of cell-surface proteins was conducted at 4uC from cortical 

neurons previously treated for 24 h with or without RAP (500 nM). Proteins were affinity precipitated with avidinagarose beads, then LRP-1-containing 

complexes were immunoprecipitated by either anti-LRP-1 b-chain (LRP-1 b; left panel) or anti-LRP-1 a-chain (LRP-1 a; middle panel) and analyzed by 

western-blot using anti-LRP-1 b-chain (5A6), anti-LRP-1 a-chain (8G1) and anti-TIMP-1 antibodies. Nonspecific IgGs were used as a negative control of 

immunoprecipitation. The presence of TIMP-1 in immunocomplexes was quantified by densitometric analysis relative to immunoprecipitated LRP-1-a-

chain (histogram, right panel). C. Binding and internalization of exogenous fluorescent TIMP-1 (fluo-TIMP-1) by cortical neurons. Binding was determined 

by incubating fluo-TIMP-1 at 4uC for 2 h. After extensive washes, part of the cells was used to quantify total binding. The other part was incubated at 37uC 

for an additional 1 h to permit endocytosis. Experiments were carried out with or without RAP (500 nM). Fluorescence intensity was quantified by 

spectrophotometry and expressed as arbitrary units (A.U.). Values below 10 A.U. are considered to be nonspecific. Images in A and B are representative 

of results obtained in 3 independent experiments. Values in B and C represent the means 6 s.e.m. of 3 independent experiments. NS, not significant; ** 

p,0.01, as compared to untreated cells. Scale bar: 5 µm. 
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Interaction of TIMP-1 with LRP-1 at the plasma 

membrane of cortical neurons promotes its 

internalization 
We next investigated whether there was a functional interplay 

between TIMP-1 and LRP-1 in a relevant culture model of 
primary cortical neurons, which express both TIMP-1 and LRP-
1 [19,26]. Confocal imaging analysis using anti-LRP1 and 
antiTIMP-1 antibodies (Fig. 2A) revealed that endogenous LRP-
1 and TIMP-1 co-localized, especially along neurites, as 
evidenced by overlay image. To confirm these results, co-
immunoprecipitation experiments were carried out from cell-
surface proteins. We efficiently immunoprecipitated both 
endogenous LRP-1 a-chain and LRP-1 b-chain with antibodies 
directed either against the extracellular part of the b-chain (Fig. 
2B, left panel) or against the a-chain (Fig. 2B, right panel). 
TIMP-1 was found co-immunoprecipitated with LRP-1-
containing complexes in each co-immunoprecipitation assay in 
basal conditions (Fig. 2B). Furthermore, the amount of 
immunoprecipitated TIMP-1 decreased about 2-fold upon RAP 
treatment (Fig. 2B, graph). These data demonstrated for the first 
time that endogenous LRP-1 and TIMP-1 might indeed interact 
at the surface of cortical neurons. 

To examine whether such an interaction may lead to TIMP-1 
internalization, neurons were incubated with fluo-TIMP-1 in the 
presence or in the absence of RAP (Fig. 2C). After incubation at 
4uC to permit fluo-TIMP-1 binding to the cell surface, they were 
transferred to 37uC to allow endocytosis. Addition of RAP 
inhibited by 2-fold both binding and internalization of 
fluoTIMP-1, suggesting that TIMP-1 is mainly endocytosed in 
neurons in an LRP-1-dependent pathway. 

Interaction of TIMP-1 with LRP-1 at the surface of cortical 
neurons alters neurite outgrowth and growth cone 
morphology 

To demonstrate the biological/functional relevance of 
TIMP1/LRP-1 interactions, we evaluated the response of 
neurons to TIMP-1 treatment. For this purpose, cortical neurons 
were labeled with anti-bIII tubulin antibodies to visualize the 
microtubule cytoskeleton and measure neurite outgrowth (Fig. 
3A and 3B). A significant decrease in neurite mean length was 
observed after 30 min of 10 nM TIMP-1 treatment compared to 
untreated control cells. Interestingly, TIMP-1-mediated 
inhibition of neurite outgrowth was abolished by RAP treatment. 
Similar inhibition of neurite outgrowth was obtained using 
R2629, a previously validated LRP-1 blocking antibody [24]. 

RAP and blocking antibodies alone had no effect on neuronal 
morphology. These results demonstrated that TIMP-1 triggers 
rapid effects that modulate neurite outgrowth and that depend on 
its interaction with LRP-1. 

We further investigated the effect of TIMP-1 on the structural 
plasticity of cortical neurons by analyzing the growth cone 
volume, a paradigmatic actin-rich structure. F-actin staining with 
Texas Red phalloidin revealed a 2.8-fold increase in the volume 
of growth cones after 30 min treatment with TIMP-1 (Fig. 4A 
and 4B). The inhibition of LRP-1 with RAP or blocking LRP-1 
antibodies prevented the increase in growth cone size upon 
TIMP1 treatment. Again, RAP and blocking antibodies alone did 
not affect cellular morphology. 

Changes in the morphology of cortical neurons are not 

related to the inhibitory function of TIMP-1 
We next sought to determine whether the short-term effects of 

TIMP-1 on neurite outgrowth and growth cone size was related 
to MMP-2 inhibition, as previously suggested for long-term 
effects of TIMP-1 [19]. For this purpose, we used T2G mutant, 
a mutated inactive form of full-length TIMP-1 in which the 
threonine-2 

substitution to glycine abrogates its MMP inhibitory activity 
except for MMP-9 [23], which was not produced by murine 
cortical neurons early after explantation [19]. We experimentally 
confirmed that T2G mutant, contrary to full-length TIMP-1, 
failed to inhibit MMP-2 activity, with Ki values equal to 18.9 
and 0.09 nM, respectively. 

Confocal imaging analysis of cortical neurons revealed that 
T2G mutant was highly co-localized with endogenous LRP-1, as 
observed for TIMP-1 (Fig. 5A). We next compared the effects of 
T2G to those of full-length TIMP-1 on cortical neuron 
morphology. After 30 min of treatment, as observed using 
fulllength TIMP-1, the T2G mutant reduced the neurite mean 
length (Fig. 5B) and increased the volume of growth cones by 
about 2-fold (Fig. 5C). Again, RAP or R2629 treatments 
prevented the effects of the T2G mutant (Fig. 5B and 5C). These 
data indicate that TIMP-1-mediated modulation of neuron 
morphology is not related to its MMP inhibitory activity, but 
rather depends on its ability to interact with LRP-1. 
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Figure 3. TIMP-1 binding to LRP-1 reduces neurite length. A. Cortical neurons from mouse embryos were cultured for 24 h on poly-L-lysinecoated coverslips 

and then treated for 30 min with TIMP-1 (10 nM), RAP (500 nM), blocking LRP-1 polyclonal antibodies (R2629) or a combination of TIMP-1+RAP and TIMP-

1+R2629. Untreated cells served as control (CTRL). Cells were labeled with anti-bIII-tubulin monoclonal antibody and observed under confocal microscopy. 

B. Quantification of neurite mean length per cell was performed using the ImageJ plugin NeuronJ and expressed as percent of untreated neurons (CTRL). 

Images in A are representative of results obtained in 3 independent experiments. Values in B represent the means 6 s.e.m. of 3 independent experiments. 

NS, not significant; ** p,0.01. Scale bar: 10 µm. doi:10.1371/journal.pone.0103839.g003 
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Figure 4. TIMP-1 binding to LRP-1 increases growth cone volume. A. Cortical neurons from mouse embryos were treated after 24 h growing on poly-L-

lysine-coated coverslips for 30 min with TIMP-1 (10 nM), RAP (500 nM) or blocking LRP-1 polyclonal antibodies (R2629) or a combination of TIMP-1+RAP 

and TIMP-1+R2629. Untreated cells served as a control (CTRL). Neurons were incubated with Alexa Fluor 568-phalloidin to label F-actin structures and 

analyzed by confocal microscopy. B. 3D-quantification of growth cone volume was performed using the AMIRA software and expressed as percent of 

untreated neurons (CTRL). Images in A are representative of results obtained in 3 independent experiments. Values in B represent the means 6 s.e.m. of 

3 independent experiments. NS, not significant; ** p,0.01. Scale bar: 5 µm. 
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Figure 5. Inactive T2G mutant of TIMP-1 colocalizes with LRP-1 and exerts similar effects on the morphology of cortical neurons than wild-type TIMP-1. A. 

Cortical neurons from mouse embryos were allowed to grow during 24 h onto poly-L-lysine-coated coverslips, and treated for 30 min with FLAG-TIMP-1 

(10 nM) or FLAG-T2G (10 nM). Neurons were then stained with anti-LRP-1 antibody (Alexa Fluor 568, red) or anti-FLAG antibody (Alexa Fluor 488, green) 

and analyzed by confocal microscopy. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Images were treated with the AMIRA sofware. Fluorescent signals 

corresponding to LRP-1, FLAG and colocalization were shown by red (left), green (middle) and cyan (right) labeling. B–C. Neurons were treated as indicated 

in A, in the absence or presence of RAP. B. Neurites were labeled with anti-bIII-tubulin antibody and observed under confocal microscopy. The neurite 

mean length per cell was determined using the ImageJ plugin NeuronJ and expressed as percent of untreated neurons (CTRL). C. Actin-rich growth cones 

were visualized with Alexa Fluor 568-phalloidin, observed under confocal microscopy and quantified using the AMIRA software (right panel). Images in A 

are representative of results obtained in 3 independent experiments. Values in B and C represent the mean 6 s.e.m. of 3 independent experiments. NS, 

not significant; ** p,0.01. Scale bar: 5 µm. 
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Discussion 

In this study, we have demonstrated that CHO cells 
overexpressing LRP-1 mini-receptors bind and internalize 
TIMP-1. By SPR analysis, we evidenced a direct and strong 
interaction between TIMP-1 and the ligand-binding domains DII 
and DIV from the extracellular LRP-1 a-chain. We have shown 
that primary cortical neurons from murine embryos also 
endocytose TIMP-1 by a mechanism dependent on LRP-1. 
Interaction between TIMP-1 and LRP-1 modulates neuronal 
outgrowth and morphology. Altogether, these data indicate that 
LRP-1 is a cellular receptor of TIMP-1 and functions as signaling 
receptor in neurons. 

LRP-1 is an endocytic receptor that binds several varieties of 
ligands [7], including members of the MMP family, MMP-2, -9 
and -13 and of the TIMP family, TIMP-2 and -3 [27]. Previous 
study reported that MMP-9:TIMP-1 complex, but not TIMP-1 
alone, bound to LRP-1 [10]. Using cell cultures and in vitro 
binding analysis, we clearly demonstrated that TIMP-1 directly 
binds to and is internalized by LRP-1, through interactions with 
the ligand-binding domains DII and DIV of the extracellular 
achain. This is a common feature among LRP-1 extracellular 
ligands, with the exception of pro-cathepsin D that binds to the 
short extracellular part of the b-chain [12]. The detailed kinetic 
SPR analyses of TIMP-1 interaction with DII and DIV indicate 
that DII appears to be the most efficient domain to bind TIMP-
1. This has been already observed for other extracellular ligands 
such as pro-urokinase, pro-uPA and tissue-type plasminogen 
activator complexed to plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1 
[28]. In contrast, we recently showed that cell membrane 
receptor CD44 bound to LRP-1 by interacting with the fourth 
ligand-binding domain, DIV [25]. 

RAP, a powerful antagonist for LRP-1 binding [14], did not 
entirely abolish binding of TIMP-1 to the ligand-binding 
domains DII and DIV but significantly inhibited its 
internalization. Similarly, RAP fails to inhibit the binding of 
MMP-13 [11] and proMMP-2:TIMP-2 [9] to LRP-1, but not 
their subsequent internalization. These data suggest the existence 
of RAP-insensitive co-receptor(s) allowing the further 
presentation of TIMP-1 to LRP-1 prior to endocytosis, as 
previously reported for the trimolecular complex uPA:PAI-
1:uPA receptor [29]. In this sense, CD44 [4] and CD63 [6] both 
bind TIMP-1 and could act as LRP1 co-receptor. Furthermore, 
binding to cortical neurons and internalization of TIMP-1 were 
only partially inhibited by RAP, as previously shown for TIMP-
2 [9] and TIMP-3 [22] in different cell culture models. These 
studies thus suggest that TIMP-1, as TIMP-2 and TIMP-3, was 
endocytosed by both LRP-1-dependent and -independent 
pathways. It would be interesting to determine whether the LRP-
1-independent endocytosis is identical for TIMP-1, TIMP-2 and 
TIMP-3. A new member of the LDL receptor family, LRAD3, 
involved in amyloid precursor protein trafficking by a RAP-
insensitive mechanism has been identified in the cortex and 
hippocampus [30]. LRAD3 could thus represent a candidate for 
mediating the LRP-1-independent endocytosis of TIMP-1 
observed in neurons. 

We have previously reported that full-length TIMP-1 and its 
truncated N-terminal domain, which retained full MMP 
inhibition capacity [31], modulated neurite outgrowth and 

morphology of cortical neurons after relative long exposures of 
24 h. In the same experimental paradigm, the mutated T2G N-
terminal truncated form lacking MMP inhibitory activity [23] 
did not alter neuronal plasticity [19]. From these results, we 
concluded that TIMP-1 modulates neuronal outgrowth and 
morphology through, at least in part, the inhibition of MMPs, in 
particular MMP-2, which is abundantly expressed by these 
developing neurons. In the present study a short exposure (30 
min) to TIMP-1 similarly decreased neurite length and increased 
growth cone size, but remarkably the TIMP-1 effects were 
independent of its inhibitory action on MMPs. Indeed, the full-
length T2G mutant, unable to inhibit most MMPs including 
MMP-2, modulated neuronal plasticity through its interaction 
with LRP-1. These differences observed with two mutants that 
only differ by the absence or presence of the C-terminal part of 
TIMP-1, points out the bi-functionality of TIMP-1, exhibiting 
not only MMP inhibition but also MMPindependent regulation 
of cell signaling and biological activities, as previously reviewed 
[3,32]. Although challenging, the identification of TIMP-1 
residues involved in signal transduction would be of real interest 
to provide a better understanding of the dual action of this 
molecule. 

The ability of TIMP-1 to mediate MMP-independent signal 
transduction was reported in few cell types but never in neurons 
[3]. For instance, TIMP-1 was shown to associate with cell-
surface CD44 and proMMP-9 to promote erythroid cell survival 
through the PI3kinase/Akt signaling pathway [4,5]. 
Additionally, TIMP-1 was reported to interact with CD63 to 
regulate epithelial cell survival via the ERK signaling pathway 
[6], and mesenchymal stem cell functions through let-7f 
microRNA and Wnt/b-catenin signaling [33]. Such interactions 
have not been reported for TIMP-1 in neurons, but TIMP-2, 
another member of the TIMP family, has been shown to promote 
neuronal differentiation through binding to a3b1 integrin in a 
MMP-independent manner [34]. We may hypothesize that in 
response to a sudden increase of TIMP-1 levels as those reported 
in neurons after acute hyperactivity/excitotoxic lesions [35,36], 
TIMP-1 rapidly triggers changes in neuron morphology through 
interaction with LRP-1. However, chronic TIMP-1 exposures 
associated for instance with inflammatory processes may set in 
motion alternative pathways that involve the inhibition of 
MMPs, which lead eventually to the same biological effects: the 
inhibition of neurite outgrowth. 

Several LRP-1 ligands, such as apoE-containing lipoproteins 
and a2-macroglobulin (a2M), promote neurite outgrowth [37]. 
Mantuano and co-workers [38] demonstrated that this promoting 
effect exerted by binding of a2M to LRP-1 was dependent on 
Akt and ERK activation. More recently, Shi and colleagues [39] 
described a signaling pathway whereby a2M or tissue-type 
plasminogen activator binding to LRP-1 resulted in Src family 
kinase activation leading to Trk receptor transactivation. These 
authors conclude that Trk receptor transactivation was necessary 
for activation of Akt and ERK and for neurite outgrowth 
downstream to LRP-1. In contrast, a recent report analyzed the 
involvement of LRP-1 in the inhibition of neurite outgrowth by 
serving myelin-associated glycoprotein receptor [40]. Similarly, 
our data clearly show that TIMP-1 binding to LRP-1 inhibited  
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neurite outgrowth. However, the intracellular signaling 
pathway engaged by LRP-1-mediated endocytosis of TIMP-1 
remains to be deciphered. 

In conclusion, this study shows that independently of MMP 
inhibition, TIMP-1 acts as a cytokine-like molecule through its 
binding to LRP-1. Our data strongly suggest that LRP-1 
functions as a versatile signaling receptor whose cell response 

appears mainly dependent of the stimuli and cell environment. 
We propose that LRP-1 constitutes a new functional relay that 
modulates neuronal plasticity in response to cytokine-like 
activity of TIMP-1. In this sense, LRP-1 could represent a 
valuable therapeutic target for the modulation of potentially 
deleterious effects of TIMP-1. 
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Les activités biologiques du TIMP-1 indépendantes de l’inhibition des MMPs et induites par sa fixation 

aux récepteurs pro-MMP-9/CD44, CD63/intégrine β1 ou encore LRP-1 pourraient avoir des effets 

délétères dans certains cancers ou certaines maladies neurodégénératives (D’Angelo et al., 2014; 

Thevenard et al., 2014; Xia et al., 2012). Bloquer l’interaction du TIMP-1 avec ses différents récepteurs 

présente donc un intérêt thérapeutique majeur. Cette approche nécessite cependant une parfaite 

caractérisation des domaines du TIMP-1 qui se lient aux différents récepteurs identifiés. Si actuellement 

les résidus du TIMP-1 impliqués dans sa liaison et dans l’inhibition des MMPs sont bien caractérisés (Bode 

et al., 1999; Gupta and Patil, 2012), ceux impliqués dans sa liaison aux différents récepteurs et dans ses 

activités cytokiniques n’ont pas été identifiés.  

A l’heure actuelle, l’étude des interactions protéine-protéine fait appel à des approches in silico afin 

de rationaliser les méthodes expérimentales. L’amarrage moléculaire ou docking moléculaire est une 

méthode particulièrement adaptée à ce type d’étude. Cependant, cette méthode nécessite des données 

structurales précises issues de la cristallographie aux rayons X ou de la RMN pour chacun des deux 

partenaires. Ce type de données est disponible pour le TIMP-1, en revanche seules des données partielles 

existent pour les récepteurs CD63 et LRP-1 du fait de la taille importante de LRP-1 et de la présence de 

nombreuses régions non ordonnées dans CD63. L’amarrage moléculaire semble donc difficile à mettre en 

œuvre dans le cadre du TIMP-1 et ses récepteurs et c’est la raison pour laquelle nous avons choisi une 

autre stratégie innovante. 

Nous sommes partis du constat que les interactions des protéines avec leurs récepteurs impliquent le 

plus souvent des changements conformationnels de l’un et/ou l’autre des partenaires (Jiang et al., 2014; 

Mittag et al., 2010). Ces changements conformationnels peuvent être mis en évidence par l’étude de la 

dynamique des protéines. Nous avons étudié la dynamique du TIMP-1 et émis l’hypothèse que perturber 

ses changements conformationnels pourrait bloquer sa liaison aux récepteurs et/ou les effets cellulaires 

associés. Les analyses de modes normaux (NMA) couplées à la dynamique moléculaire sont deux 

méthodes particulièrement adaptées à l’étude de la dynamique intrinsèque des protéines (Floquet et al., 

2006). En effet, les modes normaux donnent accès au mouvement de grande amplitude des domaines 

protéiques grâce au calcul des modes de basses fréquences (Skjaerven et al., 2009). Les simulations issues 

de la dynamique moléculaire permettent de calculer le déplacement des atomes à des échelles de l’ordre 

de la nanoseconde (Doruker et al., 2000; Karplus and McCammon, 2002).  
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Figure 32: Etude de la contribution énergétique des 
différents résidus du TIMP-1 décrit par le mode 7 

A. Histogramme représentant l’énergie de 

déformation des résidus du TIMP-1 selon le mode 7. 

Les faibles énergies de déformation sont représentées 

en bleu et les fortes énergies en rouge 

B. Localisation des résidus possédant une forte énergie 

de déformation dans la structure tridimensionnelle du 

TIMP-1. Les résidus possédant une grande énergie de 

déformation sont représentés en rouge et plus épais 

 

  

 

Figure 31: Représentation du mouvement du TIMP-1 
issu du mode 7 

A. Représentation du mouvement du TIMP-1 selon le 

mode 7. Les flèches indiquent le sens du mouvement 

des différentes régions du TIMP-1 

B. Représentation du passage de la position fermée du 

TIMP-1 à la position ouverte selon le mode 7 



Résultats 

185 
 

I. Analyse de Modes Normaux (NMA) 

Les modes normaux sont calculés à partir de données structurales issues de la cristallographie et 

de la RMN. L’énergie de la structure tridimensionnelle du TIMP-1 (PDB n° 1UEA – Structure obtenue par 

cristallographie aux rayons X, Résolution : 2,8 Å) a tout d’abord été minimisée grâce aux algorithmes 

steepest descent et Adopted Basis Newton–Raphson (ABNR). L’analyse des modes normaux a été réalisée 

sur cette structure et a permis de générer un ensemble de modes ((3 x nombre d’atomes) - 6) présentant 

des mouvements intra-protéique différents. Les 6 premiers modes sont ceux de translation et rotation de 

la molécule (Hayward and de Groot, 2008; Reuter et al., 2003). Les modes suivants sont ceux de plus basse 

énergie à température ambiante et les modes 7 à 12 sont potentiellement ceux qui contribuent le plus 

aux mouvements de grande amplitude de la protéine. Pour cette étude, nous avons fait le choix de nous 

focaliser principalement sur le mode 7. Selon ce mode, le mouvement du TIMP-1, présenté dans la figure 

31, peut être assimilé à un mouvement de pince réalisé par les domaines N- et C-terminaux.  

Dans un second temps nous avons cherché à mettre en évidence les régions du TIMP-1 impliquées 

dans l’exécution de ce mouvement et ainsi identifier des acides aminés qui pourraient être essentiels à la 

dynamique d’interaction de cette protéine. Nous avons ainsi étudié l’énergie de déformation des 

différents résidus au cours du mode 7 ce qui permet de visualiser la contribution énergétique de chaque 

résidu lors de l’exécution du mouvement (Figure 32 A). L’histogramme obtenu montre des zones de faibles 

(en bleu) et de fortes (en rouge) contributions énergétiques réparties sur l’ensemble de la séquence du 

TIMP-1. Les résidus présentant une forte contribution énergétique sont répartis tout au long de la 

structure primaire du TIMP-1. Une autre représentation utilisant la structure tridimensionnelle du TIMP-

1 (Figure 32 B) montre de façon très intéressante que les résidus présentant la plus grande énergie de 

déformation sont localisés dans la partie centrale de la protéine le long d’un axe situé entre les domaines 

N- et C-terminaux. Cette localisation est en accord avec le mouvement de pince décrit précédemment 

puisque cette région pourrait être assimilée à une "charnière" nécessaire à l’exécution du mouvement. 
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II. Dynamique moléculaire 

 En parallèle à l’analyse des modes normaux, nous avons réalisé des expériences de dynamique 

moléculaire mettant en évidence les fluctuations atomiques des différents acides aminés du TIMP-1 au 

cours du temps. Ces fluctuations reflètent leurs déplacements lors de la dynamique moléculaire (Figure 

33 A). L’histogramme met en évidence des zones de faibles fluctuations (en bleu) et des zones de fortes 

fluctuations atomiques (en rouge) correspondant à des zones très mobiles de la protéine. Ces zones sont 

réparties tout au long de la structure primaire du TIMP-1. La localisation de ces zones dans la structure 

tridimensionnelle de la protéine montre qu’elles sont majoritairement situées à la périphérie de la 

molécule, dans des régions connues pour être principalement en interaction avec les métalloprotéases 

(Figure 33 B). De façon intéressante, les zones de faibles fluctuations atomiques correspondent à la région 

de fortes contributions énergétiques précédemment identifiée dans le mouvement de pince et cette 

localisation renforce le rôle de région "charnière" attribué à cette zone.  

  

A 

B Figure 33: Fluctuations atomiques des carbones α du 
TIMP-1 issues des simulations de dynamique moléculaire 

A. L’histogramme représente la fluctuation atomique du 

carbone α de chaque résidu du TIMP-1. Les faibles 

fluctuations sont représentées en bleu et les fortes 

fluctuations en rouge. 

B. Représentation des fluctuations atomiques dans la 

structure tridimensionnelle du TIMP-1. Les résidus dont les 

carbones α présentent une forte fluctuation sont 

représentés en rouge et plus épais. 
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III. Identification de résidus impliqués dans le mouvement  

 A partir de ces données, nous avons cherché à identifier dans cette zone charnière des acides 

aminés dont la substitution pourrait entrainer une perturbation du mouvement. Dans un premier temps, 

nous avons superposé les données normalisées des énergies de déformation obtenues avec l’analyse des 

modes normaux avec les données normalisées des fluctuations atomiques issues de la dynamique 

moléculaire (Figure 34). Cette superposition met en évidence 7 zones (marquées par #) au sein desquelles 

l’énergie de déformation est maximale alors que les fluctuations atomiques sont relativement faibles.  

 

 

Dans ces zones, nous avons éliminé les résidus appartenant à des structures secondaires, de façon 

à ne pas perturber le repliement structural du TIMP-1 (Figure 34). Parmi les résidus appartenant aux 7 

zones et en dehors des structures secondaires, trois résidus ont été identifiés comme susceptibles d’être  

Figure 34: Superposition de l’énergie de déformation sur l’histogramme de fluctuation atomique du TIMP-1 lors 
de la dynamique moléculaire 

Les valeurs d’énergie et de fluctuation sont normalisées afin de pouvoir superposer ces données # : Régions 

présentant une forte énergie de déformation et une faible fluctuation atomique. Les hélices α sont représentées en 

violet et les feuillets β en jaune 
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délétion du W105 
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Figure 35: Localisation des résidus à muter dans la structure tridimensionnelle du TIMP-1 

A. Localisation des résidus F12 et K47 se faisant face tout au long du mouvement et mise en évidence de l’interaction 

électrostatique 

B. Localisation du W105 situé à l’entrée de la région charnière et présentant un encombrement stérique important 

visible en représentation surfacique après délétion 
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impliqués dans le mouvement de pince précédemment décrit : la phénylalanine 12 (F12), la lysine 47 (K47) 

et le tryptophane 105 (W105). Les résidus F12 et K47, localisés dans la région charnière, se font face tout 

au long du mouvement (Figure 35 A). Cette figure montre que ces deux résidus sont à une distance 

(inférieure à 3,2 Å) leur permettant de former une liaison hydrogène. Le troisième résidu ciblé est le 

tryptophane 105 (W105) qui se situe à l’entrée de la région charnière et présente un encombrement 

stérique important (Figure 35 B).  
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Partie III : 

Production de mutants du TIMP-1 
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Figure 36: Représentation schématique des mutants du 
TIMP-1 

A. Localisation des trois acides aminés substitués par une 

alanine dans la structure 3D du TIMP-1 ainsi que de la 

thréonine 2 substituée par une glycine  

B. Représentation schématique de la séquence des mutants 

après mutagenèse dirigée et clonage dans le vecteur 

p3XFLAG CMV14 
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Trois acides aminés la phénylalanine 12 (F12), la lysine 47 (K47) et le tryptophane 105 (W105) ont 

été désignés comme susceptibles d’être impliqués dans la dynamique du TIMP-1. 

I. Génération des mutants du TIMP-1 

 Nous avons décidé de générer trois mutants simples (F12A, K47A et W105A) dans lesquels chacun 

des acides aminés désigné a été substitué par une alanine. Le choix de la substitution par une alanine 

repose sur l’absence de charge électrostatique de cet acide aminé (contrairement aux résidus F12 et K47) 

et sur son faible encombrement stérique (contrairement au résidu W105). Un autre mutant dont la 

thréonine 2 a été substituée par une glycine (T2G) a également été généré. Cette mutation étant éloignée 

de la région charnière que nous avons ciblée, le mutant T2G servira de contrôle. Par ailleurs, les études 

réalisées avec ce mutant T2G, décrit comme ayant perdu ses capacités inhibitrices vis-à-vis des MMP-1, 

-2, -3 et -7, permettront de dissocier les effets du TIMP-1 dépendants de ceux indépendants de l’inhibition 

des MMPs.  

Les séquences modifiées par mutagénèse dirigée ont été insérées dans le vecteur 

p3XFLAG-CMV-14 permettant l’expression de la protéine sauvage et des mutants dans des cellules 

eucaryotes et l’ajout d’un "tag" 3XFLAG à l’extrémité C-terminale des protéines (Figure 36). Toutes les 

constructions ont été vérifiées par séquençage avant la poursuite des expérimentations.  
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Figure 38: Etude de l’expression du TIMP-1 et des mutants par immunofluorescence 

Les cellules CH0 stablement transfectées avec le vecteur pCMV-3XFLAG contenant le TIMP-1 sauvage ou les mutants 

sont ensemencées sur lamelles de verre. Un immunomarquage est réalisé à l’aide d’un anticorps dirigé contre le 

TIMP-1 (clone 7-6C1). Cet anticorps est détecté à l’aide d’un anticorps secondaire couplé à un AlexaFluor 488. Ces 

résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. Barre d’échelle : 5 µm 

Figure 37: Etude de l’expression et de la sécrétion du TIMP-1 et des mutants par immunoempreinte  

A. Les extraits cellulaires et les milieux conditionnés des cellules CH0 stablement transfectées sont déposés sur gel 

d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1, anti-FLAG et anti-actine sont réalisées.  

B. Histogrammes de quantification de l’expression et la sécrétion du TIMP-1 et des mutants. Les pourcentages sont 

exprimés par rapport au TIMP-1 wt. 

Les résultats présentés sont issus d’une expérience et sont représentatifs d’expérimentations réalisées en triplicata.  

Test Student. NS : non significatif 

A 

B 
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II. Production du TIMP-1 et des mutants 

Les vecteurs permettant l’expression du TIMP-1 sauvage et des mutants ont été transfectés de façon 

stable dans la lignée cellulaire CHO. Le choix de cette lignée est justifié par sa haute transfectabilité et 

parce qu’elle permet d’avoir une maturation des protéines de type eucaryote (repliement et 

glycosylation). Des extraits protéiques ainsi que les milieux conditionnés des différentes lignées cellulaires 

obtenues ont été déposés sur gel d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1, anti-FLAG et 

anti-actine ont été réalisées afin de vérifier l’expression et la sécrétion des différents mutants (Figure 

37 A).  

La figure 37 montre que le TIMP-1 sauvage et les mutants sont exprimés par les cellules, qu’ils sont 

sécrétés dans le milieu de culture et qu’ils possèdent tous le tag 3XFLAG. Les protéines sécrétées sont 

glycosylées car on observe une bande à la masse moléculaire attendue de 37 kDa. Ces résultats montrent 

également que les différentes mutations n’affectent pas l’expression et la sécrétion de la protéine ni sa 

reconnaissance par l’anticorps anti-TIMP-1 (clone 7-6C1). En effet, l’intensité évaluée par densitométrie 

des bandes obtenues avec les anticorps anti-TIMP-1 et anti-FLAG pour les différents mutants est 

équivalente à celle du TIMP-1 sauvage (Figure 37 B).  

Ces résultats ont été confirmés par immunofluorescence réalisée dans les lignées de cellules CHO 

transfectées avec le TIMP-1 sauvage et les mutants (Figure 38). Les immunomarquages montrent une 

détection et une localisation similaires des mutants TIMP-1 par rapport à celles du TIMP-1 sauvage. 

  

III. Purification du TIMP-1 et des mutants 

Le TIMP-1 et les mutants produits par la lignée CHO avec un tag 3XFLAG à leur extrémité C-terminale 

ont été purifiés par chromatographie d’affinité sur une résine couplée à un anticorps anti-FLAG. Cette 

étape de purification a nécessité quelques mises au point. En effet, la lignée cellulaire CHO, comme la 

plupart des lignées eucaryotes, exprime et sécrète des MMPs (Sandberg et al., 2006) qui peuvent former 

des complexes avec le TIMP-1 (Roderfeld et al., 2007). Afin d’éviter de purifier du TIMP-1 complexé à des 

MMPs, nous avons ajouté une étape de prétraitement des milieux conditionnés avec l’EDTA à pH 3,5 

pendant une heure à 37°C de façon à dissocier les complexes MMP/TIMP (Murphy et al., 1989). Le 

zymogramme de la figure 39 montre qu’en absence de prétraitement des milieux conditionnés à l’EDTA, 

la pro-MMP-9 est présente dans la solution contenant le TIMP-1 purifié. L’absence complète de bande 

correspondant à la pro-MMP-9 après prétraitement à l’EDTA et purification permet de mettre en évidence 

que l’on obtient du TIMP-1 non complexé à la pro-MMP-9.   
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Figure 39: Dissociation des complexes pro-MMP-9/TIMP-1 avant 
l’étape de purification 

Les milieux conditionnés de cellules CHO transfectées stablement 

avec le vecteur codant l’ADNc du TIMP-1, ainsi que les protéines 

purifiées ayant subi ou non un traitement à l’EDTA sont déposés sur 

gel d’électrophorèse contenant de la gélatine. Après migration, les 

gels sont incubés dans le tampon de digestion afin de mettre en 

évidence la présence de MMPs 

Figure 40: Analyse de la pureté du TIMP-1 et des mutants 

A. Le milieu conditionné des cellules CHO exprimant le TIMP-1 sauvage est déposé avant et après purification du 

TIMP-1 sur un gel d’électrophorèse puis coloré au nitrate d’argent  

B. Après purification par chromatographie d’affinité et quantification par le kit ELISA anti-TIMP-1, le TIMP-1 et les 

mutants sont déposés en quantités équivalentes et séparés par électrophorèse. Une coloration au nitrate 

d’argent est réalisée ainsi qu’une immunoempreinte anti-FLAG 

Test Student. NS : non significatif 

NS NS NS NS NS NS 
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Après purification, les protéines éluées ont été séparées par électrophorèse puis colorées au 

nitrate d’argent afin d’évaluer leur taux de pureté (Figure 40 A). La figure 40 A met en évidence une seule 

bande correspondant à la masse moléculaire attendue de 37 kDa. 

 Après la quantification grâce à un kit ELISA utilisant des anticorps dirigés contre la partie 

C-terminale du TIMP-1, des quantités équivalentes de TIMP-1 et de mutants ont été séparées par 

électrophorèse. Un gel est coloré au nitrate d’argent et un autre est analysé par immunoempreinte avec 

un anticorps dirigé contre le tag 3XFLAG (Figure 40 B et C). Les résultats montrent que la quantification à 

l’aide du kit ELISA est fiable puisqu’elle permet d’équilibrer les concentrations de TIMP-1 sauvage et des 

mutants comme en témoigne l’homogénéité de l’intensité des bandes obtenues.  

Cette quantification a permis d’estimer la production de 600 ng de TIMP-1 purifié à partir de 

1.106 cellules CHO après 48h de culture. 

 

IV. Mesure de l’activité inhibitrice de MMPs du TIMP-1 et des mutants 

 Après avoir purifié le TIMP-1 sauvage et les mutants, nous avons testé leur capacité à inhiber les 

MMPs. Cette étude doit permettre de vérifier le bon repliement des différentes protéines ainsi que leur 

fonctionnalité vis-à-vis des MMPs. En effet, les résidus K47, F12 et W105 étant éloignés des résidus 

impliqués dans l’inhibition des MMPs, leur mutation ne devrait pas perturber cette activité biologique du 

TIMP-1. Seul le mutant T2G dont la perte d’inhibition vis-à-vis des MMP-1, -2 et -3 est avérée, devrait 

présenter des effets différents de ceux du TIMP-1 sauvage et servira donc de contrôle.  

 L’activité inhibitrice du TIMP-1 et des mutants vis-à-vis des MMP-1, -2, -3 et -9 a été analysée par 

fluorimétrie en présence de concentrations variables de TIMP-1 ou de mutants et ce, dans des conditions 

de vitesse initiale. L’équation de Morrison a été utilisée pour déterminer les constantes d’inhibition Ki 

(Figure 41). Comme attendu, le mutant T2G n’inhibe pas les MMP-1, -2 et -3. Les représentations 

graphiques de l’équation de Morrison ainsi que les valeurs des Ki ne montrent aucune différence 

significative d’inhibition des MMP-1, -2, -3 et -9 entre le TIMP-1 sauvage et les trois mutants K47A, F12A 

et W105A (Tableau XVI). Ces résultats indiquent que les mutations réalisées au niveau de la région 

charnière n’impactent pas l’activité inhibitrice du TIMP-1 vis-à-vis de ces MMPs.  
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Tableau XVI: Tableau regroupant les constantes d’inhibition (Ki) du TIMP-1 sauvage et des différents mutants vis à 
vis des MMP-1, -2, -3 et -9 

Les valeurs de Ki sont exprimées en nM et correspondent à la moyenne ± écart type de 3 expériences indépendantes 
 

 

Figure 41: Mesure de l’activité inhibitrice du TIMP-1 sauvage et des mutants vis-à-vis des MMP-1, -2, -3 et -9 

Représentation graphique de l’équation de Morrison correspondant à l’inhibition des MMP-1, -2, -3 et -9 par le TIMP-1 et 
les mutants. Ces résultats sont représentatifs de trois expérimentations réalisées de manière indépendante 
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Nous avons également étudié la capacité du TIMP-1 sauvage et des différents mutants à inhiber 

la MT1-MMP dans le but de déterminer si les mutations altèrent ou non la spécificité d’inhibition du 

TIMP-1 (Figure 42). En effet, le TIMP-1 est connu pour ne pas inhiber toutes les MMPs et ainsi être un très 

mauvais inhibiteur de la MT1-MMP. Cependant, la substitution de la thréonine 98 par une leucine permet 

de générer un mutant du TIMP-1 possédant une forte capacité inhibitrice vis-à-vis de la MT1-MMP (Lee 

et al., 2003) et nos mutations pourraient engendrer un phénomène similaire.  

Les résultats présentés dans la figure 42 montrent que le TIMP-1 sauvage et les 4 mutants inhibent 

très faiblement la MT1-MMP contrairement au TIMP-2, un puissant inhibiteur de la MT1-MMP. Ainsi, les 

mutations réalisées ne modifient pas l’activité inhibitrice du TIMP-1 vis-à-vis de la MT1-MMP et 

probablement de façon plus générale sa sélectivité vis-à-vis des MMPs.  

 

 

 

 

 

  

A
ct

iv
it

é 
(U

.A
.)

 

Figure 42: Mesure de l’activité inhibitrice du TIMP-1 et des mutants vis-à-vis de la MT1 MMP 

Représentation graphique de l’équation de Morrison correspondant à l’inhibition de la MT1-MMP par le TIMP-2, 

le TIMP-1 et les mutants.  

Ces résultats sont représentatifs de trois expérimentations réalisées de manière indépendante 



 

202 

  



Résultats 

203 
 

 

 

 

 

Partie IV : 

Etude de l’interaction du TIMP-1 et des 

mutants avec le récepteur LRP-1  

 

  



 

204 

 

A 

B 

Figure 43: Effet des mutants du TIMP-1 sur le réseau neuritique 

A. Les neurones sont incubés avec 150 ng/mL TIMP-1 ou mutants pendant 30 minutes. Un immunomarquage anti- β3 

tubuline est réalisé et la longueur des neurites est mesurée grâce au plugin NeuronJ du logiciel ImageJ. 

Ces images sont représentatives de trois expérimentations réalisées de manière indépendante.  

Barre d’échelle : 5 µm 

B. Histogramme représentant le pourcentage du réseau neuritique de chaque neurone par rapport au contrôle 

(CTRL). Test Student ** : p<0,01, NS : non significatif. La significativité est exprimée par rapport au contrôle. 
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I. Etude de l’interaction avec le récepteur LRP-1 

 Nous avons montré que le TIMP-1 diminue la longueur des neurites et augmente le volume des 

cônes de croissance des neurones corticaux d’embryons de souris via sa fixation aux domaines DII et DIV 

du récepteur LRP-1. Dans le but de caractériser l’interaction du TIMP-1 avec ce récepteur, nous avons 

testé l’effet des mutants dans ces cellules.  

I.1. Effets des mutants du TIMP-1 sur la morphologie neuronale 

I.1.1. Etude du réseau neuritique 

Afin d’évaluer l’effet du TIMP-1 ou de chaque mutant sur le réseau neuritique, les neurones ont été 

incubés avec 150 ng/mL TIMP-1 ou mutant pendant 30 minutes. Un immunomarquage anti-β3 tubuline, 

le composant principal des microtubules est réalisé afin de visualiser le cytosquelette neuronal. La 

longueur des neurites est calculée à l’aide du plugin Neuron J du logiciel Image J et les résultats sont 

exprimés en somme de la longueur du réseau neuritique par neurone (Figure 43). Le TIMP-1 sauvage 

induit une diminution de 50% de la longueur des neurites comme montré précédemment (Résultats, 

Partie I). Des résultats similaires sont obtenus avec le mutant T2G ce qui montre que ces effets sont 

indépendants de l’inhibition des MMPs. Cet effet est inhibé par RAP, ce qui confirme que le TIMP-1 induit 

une réduction de la longueur des neurites via sa liaison à LRP-1.  

En revanche, lorsque les neurones sont incubés avec les mutants F12A, K47A et W105, la longueur 

des neurites n’est pas modifiée comparativement à celle des neurites témoins. Ces résultats montrent 

que les mutations réalisées bloquent l’activité biologique du TIMP-1 sur la longueur des neurites dans ces 

cellules. 

I.1.2. Etude du volume des cônes de croissance 

En plus de ses effets sur la croissance neuritique, le TIMP-1 induit une augmentation du volume des 

cônes de croissance. Ces structures situées à l’extrémité des neurites sont riches en actine et myosine et 

permettent aux neurones d’établir des contacts avec leur cible. Le marquage des cônes de croissance se 

fait par immunofluorescence la phalloïdine, qui se lie spécifiquement aux fibres d’actine F. Le volume des 

cônes de croissance par neurone est mesuré après reconstruction 3D des acquisitions faites en 

microscopie confocale, à l’aide du logiciel AMIRA (Figure 44). L’incubation des neurones avec le TIMP-1 

sauvage induit une augmentation de 150% du volume des cônes de croissance et un résultat similaire est 

observé lorsque les neurones sont incubés avec le mutant T2G ce qui confirme  
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A 

B 

Figure 44: Effet des mutants du TIMP-1 sur le volume des cônes de croissance 

A. Les neurones sont incubés avec 150 ng/mL TIMP-1 ou mutants pendant 30 minutes. Un marquage avec la 

phalloïdine est réalisé et le volume des cônes de croissance est mesuré grâce au logiciel AMIRA. Ces images sont 

représentatives de trois expérimentations réalisées de manière indépendante. 

Barre d’échelle : 5 µm 

B. Histogramme représentant le pourcentage du réseau neuritique de chaque neurone par rapport au contrôle 

(CTRL). Test Student ** : p<0,01, NS : non significatif. La significativité est exprimée par rapport au contrôle. 
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que cet effet est indépendant de l’inhibition des MMPs. Par ailleurs, lorsque les neurones sont incubés 

avec le TIMP-1 ou le T2G en présence de RAP, le volume des cônes de croissance n’est pas modifié par 

rapport au contrôle. Ce résultat confirme que l’augmentation du volume des cônes de croissance est 

dépendante de la liaison du TIMP-1 à LRP-1. 

L’incubation des neurones avec les mutants induit également une augmentation de 100 à 150% du 

volume des cônes de croissance. Ces résultats montrent que les mutations réalisées ne bloquent pas 

l’activité biologique du TIMP-1 sur le volume des cônes de croissance. L’effet des mutants est inhibé par 

RAP ce qui suggère que les mutants sont capables de se fixer à LRP-1 et que les mutations n’altèrent pas 

la capacité du TIMP-1 à se lier à LRP-1.  

 

I.2. Etude de la liaison des mutants du TIMP-1 au récepteur LRP-1  

 Afin d’étudier la fixation des mutants sur les domaines DII et DIV de LRP-1, nous avons réalisé des 

analyses en résonance plasmonique de surface grâce à une collaboration avec le Centre d'Analyse 

Protéomique de Marseille (CAPM-Biocapteurs). Les domaines DII et DIV couplés à une fraction Fc sont 

immobilisés sur une puce à l’aide d’un anticorps anti-Fc. Le TIMP-1 et les mutants sont ensuite passés en 

mode multicycle sur ces puces et les constantes de dissociation (KD) ont été déterminées (Tableau XVII). 

Les valeurs de KD des différents mutants pour les domaines DII et DIV sont de l’ordre du nM et ne sont pas 

différentes de celles du TIMP-1 sauvage. Ainsi, les mutations réalisées ne semblent pas perturber l’affinité 

du TIMP-1 pour les domaines DII et DIV de LRP-1.  

Tableau XVII: Tableau représentant les constantes de dissociation du TIMP-1 et des mutants avec les domaines DII 
et DIV de la protéine LRP-1 déterminées par résonance plasmonique de surface 

Immobilisation par immunocapture sur anticorps anti-Fc des domaines II et IV de LRP-1 et injection des différents 

analytes en cycle cinétique multicycle (TIMP-1, mutants du TIMP-1 et EGF). L’EGF est utilisé en tant que témoin négatif 

car il ne se lie pas à LRP-1 
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Figure 45: Endocytose des mutants médiée par LRP-1 à 10 minutes 

Les neurones sont ensemencés sur lamelles et stimulés avec du TIMP-1 ou les mutants pendant 1 heure à 4°C. 

L’endocytose est induite à 37°C pendant 10 minutes. Les neurones sont ensuite fixés et des immunomarquages 

anti-EEA1 et anti-TIMP-1 sont réalisés. Les photos sont acquises au microscope confocal et analysées à l’aide du 

logiciel AMIRA. Ces images sont représentatives de trois expérimentations réalisées de manière indépendante. Barre 

d’échelle : 5 µm 
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I.3. Etude de l’endocytose des mutants par LRP-1 

Nous avons montré que l’activité cytokinique du TIMP-1 dans les neurones corticaux d’embryons de 

souris est associée à son endocytose par LRP-1. Les trois mutants du TIMP-1 se fixant à LRP-1, nous avons 

donc étudié leur endocytose par ce récepteur.  

Les neurones sont incubés avec le TIMP-1 ou les mutants pendant 1 heure à 4°C puis l’endocytose est 

déclenchée par passage des cellules à 37°C. L’endocytose a été étudiée après une période d’incubation 

de 10 minutes, conduisant à l’internalisation des protéines liées à la surface cellulaire, mais ne permettant 

pas leur recyclage ni leur dégradation (Hao and Maxfield, 2000).  

L’endocytose du TIMP-1 et des mutants a été mise en évidence par un immunomarquage anti EEA1, 

un marqueur des endosomes précoces. Des photos représentatives prises en microscopie confocale sont 

présentées dans la figure 45 et l’analyse des coefficients de corrélation entre le marquage TIMP-1 et EEA1 

est présentée dans la figure 46. Lorsque les neurones sont incubés avec le TIMP-1 sauvage, on observe 

une augmentation du marquage intracellulaire du TIMP-1 par rapport aux neurones non traités. Ce 

marquage colocalise avec celui réalisé avec l’anticorps anti-EEA-1 mettant en évidence l’endocytose du 

TIMP-1 dans ces cellules (Figure 45). Lorsque le RAP est ajouté dans le milieu, on observe une diminution 

de la localisation du TIMP-1 au niveau des endosomes précoces reflétant une diminution de l’endocytose 

du TIMP-1 par LRP-1. Ce résultat est confirmé par une diminution significative du coefficient de corrélation 

de 0,294 ± 0,030 à 0,134 ± 0,020 (Figure 46).  

Des résultats similaires sont observés avec le mutant T2G. En effet, le T2G est colocalisé au niveau des 

endosomes précoces et le coefficient de corrélation associé est de 0,364 ± 0,030. Lorsque les neurones 

sont incubés avec le T2G en présence de RAP on observe une diminution de la localisation du T2G au 

niveau des endosomes précoces et le coefficient de corrélation associé est de 0,151 ± 0,020. 

  
Figure 46: Histogramme représentant les coefficients de 
corrélation entre le TIMP-1 et le marqueur EEA1 

Les coefficients de correlation entre le TIMP-1 et le 

marqueur EEA1 sont determinés à l’aide du logiciel 

AMIRA. Test Student ** : p<0,01, NS : non significatif. La 

significativité est exprimée par rapport au contrôle 
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Figure 47: Endocytose des mutants médiée par LRP-1 à 1 heure 
A. Les neurones sont ensemencés sur lamelles et stimulés avec du TIMP-1 ou les mutants pendant 1 heure à 4°C. 

L’endocytose est induite à 37°C pendant 1 heure. Les neurones sont ensuite fixés et des immunomarquages 

anti- EEA1 et anti-TIMP-1 sont réalisés. Les photos sont acquises au microscope confocal et analysées à l’aide du 

logiciel AMIRA. Ces images sont représentatives de trois expérimentations réalisées de manière indépendante. Barre 

d’échelle : 5 µm 
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Ces résultats montrent que le TIMP-1 est endocyté via le récepteur LRP-1 indépendamment de son 
activité inhibitrice de MMPs.  

Lorsque les neurones sont incubés avec les mutants F12A, K47A et W105A, on observe une nette 

diminution de la localisation des mutants au niveau des endosomes précoces (Figure 45). Cette diminution 

est confirmée par une baisse significative des valeurs du coefficient de corrélation pour les mutants F12A 

(0,127 ± 0,010), K47A (0,092 ± 0,020) et W105A (0,179 ± 0,030) comparativement à celle du TIMP-1 

sauvage (0,204 ± 0,030) (Figure 46). Ces résultats indiquent que les mutants ne sont pas endocytés par 

LRP-1 en 10 minutes et suggèrent que les mutations altèrent l’endocytose du TIMP-1 par LRP-1.  

Pour déterminer si cet effet résulte d’un retard d’endocytose, nous avons étudié l’endocytose du 

TIMP-1 et des mutants avec une incubation d’une heure à 37°C (Figure 47). Dans ces conditions, on 

observe une localisation du TIMP-1 et du T2G au niveau des endosomes précoces marqués avec l’anticorps 

anti-EEA1. Ces effets sont inhibés par le RAP. Les coefficients de corrélation pour les marquages TIMP-1 

et EEA1 sont de 0,294 ± 0,080 et 0,223 ± 0,010 dans les neurones stimulés par le TIMP-1 et le mutant T2G 

respectivement, alors qu’ils sont de 0,119 ± 0,010 et 0,178 ± 0,010 lorsque la protéine RAP est ajoutée 

dans le milieu de stimulation (Figure 48). Ces résultats confirment de nouveau que l’endocytose du TIMP-1 

via le récepteur LRP-1 est indépendante de l’activité inhibitrice des MMPs.  

Lorsque les neurones sont incubés avec les mutants F12A, K47A et W105A, on observe une faible 

localisation du TIMP-1 au niveau des endosomes précoces, comme le montrent les coefficients de 

corrélation qui sont respectivement de 0,065 ± 0,030, 0,160 ± 0,030 et 0,047 ± 0,030. Les mutants ne sont 

donc pas endocytés par LRP-1 même après 1 heure d’incubation à 37°C.  

 

 

Figure 48: Histogramme représentatif des 
coefficients de corrélation entre le TIMP-1 et le 
marqueur EEA1.  

Les coefficients de correlation entre le TIMP-1 et le 

marqueur EEA1 sont determines à l’aide du logiciel 

AMIRA. Test Student ** : p<0,01, NS : non significatif. 

La significativité est exprimée par rapport au contrôle. 
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Les mutations réalisées dans la région charnière du TIMP-1 bloquent donc l’endocytose du TIMP-1 par 

le récepteur LRP-1.  

Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence que les mutants i) ont les mêmes effets que le 

TIMP-1 sur le volume des cônes de croissance, ii) se fixent aux domaines DII et DIV de LRP-1, iii) n’ont pas 

les mêmes effets que le TIMP-1 sur la longueur des neurites et iv) ne sont pas endocytés par les neurones 

corticaux d’embryons de souris.  
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Partie V : 

Etude de l’interaction du TIMP-1 et des 

mutants avec le récepteur CD63  
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Figure 49: Génération d’une lignée cellulaire MCF10A n’exprimant plus le TIMP-1 

Les extraits protéiques et les milieux conditionnés des lignées cellulaires MCF10A transfectées avec le shRNA CTRL 

ou le shRNA TIMP-1 sont déposés sur gel d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1 et anti-actine 

sont réalisées. 

Ces immunoempreintes sont représentatives de trois expérimentations indépendantes 

 

Figure 50: Effet du TIMP-1 et des mutants sur la viabilité de 
la lignée cellulaire MCF10A sh TIMP-1 

Les cellules MCF10A sh TIMP-1 sont incubées avec le TIMP-1 

ou les mutants. La mort cellulaire est induite par 0,01 µM de 

staurosporine. La viabilité cellulaire est mesurée après 48 

heures grâce au MTT. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de cellules viables par rapport au temps t 0.  

Ces résultats sont issus de 3 expérimentations réalisées de 

manière indépendante. ns : non significatif ; ** : p< 0,01 
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I. Etude de l’interaction du TIMP-1 et des mutants avec le récepteur CD63  

Jung et ses collaborateurs ont démontré que le TIMP-1 se fixe au récepteur CD63 et induit la survie 

des cellules épithéliales mammaires MCF10A. Nous avons donc étudié les effets des trois mutants dans 

cette lignée cellulaire.  

I.1. Etude de la survie des cellules MCF10A 

La lignée cellulaire MCF10A produit et sécrète du TIMP-1. A l’aide d’un kit ELISA nous avons 

quantifié le TIMP-1 présent dans le milieu conditionné de 250 000 cellules après 48 heures d’incubation. 

Une concentration de 150 ng/ml de TIMP-1 a ainsi été déterminée. Nous avons donc utilisé cette 

concentration pour les études de survie cellulaire. Pour s’affranchir de la présence de TIMP-1 endogène, 

nous avons donc généré une lignée cellulaire MCF10A n’exprimant plus de TIMP-1. Les cellules MCF10A 

ont été transfectées de façon stable avec le vecteur pLMP contenant un shRNA dirigé contre le TIMP-1 

(cellules MCF10A sh TIMP-1). Comme en témoigne la figure 49, cette transfection permet de diminuer 

fortement l’expression et la sécretion du TIMP-1 par ces cellules. Une lignée cellulaire transfectée avec un 

shRNA contrôle a également été générée (MCF10A sh CTRL).  

 Pour étudier l’effet des mutants sur la survie, les cellules MCF10A sh TIMP-1 ont été pré-incubées 

pendant 1 heure avec 150 ng/ml de TIMP-1 sauvage ou mutants. La mort cellulaire est induite par 0,01 µM 

de staurosporine, un puissant inhibiteur des protéines kinases. La mesure de la viabilité cellulaire est suivie 

pendant 48 heures grâce au test MTT. Les résultats de la figure 50 représentent la viabilité cellulaire 

48 heures après induction de la mort cellulaire et sont exprimés en pourcentage de cellules viables par 

rapport au temps t 0. La figure 50 montre que le TIMP-1 induit une augmentation de 30% du nombre de 

cellules viables. Les mutants sont également capables de stimuler la survie des cellules MCF10A shTIMP-1. 

Ce résultat suggère que les mutations n’altèrent pas l’effet biologique du TIMP-1 dans cette lignée 

cellulaire.  
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Figure 51: Etude de l’interaction des mutants du TIMP-1 avec la glycoprotéine CD63 

La glycoprotéine CD63 avec un tag 6 Histidines est produite et capturée sur résine de Nickel puis incubée en présence 

de TIMP-1 FLAG ou des mutants. Après lavages et élution, les échantillons sont déposés sur gel d’électrophorèse et 

des immunoempreintes anti-CD63 et anti-TIMP-1 sont réalisées.  

Les photographies sont représentatives de 3 expérimentations réalisées de manière indépendante. Les 

histogrammes correspondent à la quantification de 3 expériences indépendantes. NS : non significatif 

Figure 52: Schéma représentatif de la structure de la glycoprotéine CD63 
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I.2. Etude de l’interaction du TIMP-1 et des mutants avec CD63 

Dans les cellules épithéliales mammaires MCF10A, les effets cytokiniques du TIMP-1 passent par 

sa liaison à la glycoprotéine CD63. Pour étudier l’interaction TIMP-1/CD63 in vitro, nous avons lié la 

glycoprotéine CD63 possédant un tag 6 histidines à une résine de Nickel puis réalisé une incubation avec 

le TIMP-1 FLAG ou les mutants. Après lavages et élution, les échantillons sont déposés sur gel 

d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-CD63 et anti-TIMP-1 sont réalisées. La figure 51 montre 

que le TIMP-1 se fixe à CD63 et que les trois mutants interagissent également avec ce récepteur. Ces 

résultats sont en accord avec les résultats obtenus sur la survie cellulaire. Ces données suggèrent que les 

mutations réalisées au sein de la région charnière ne perturbent pas l’interaction du TIMP-1 avec CD63.  

 

II. Etude de l’interaction du TIMP-1 avec CD63 

 L’étude des trois mutants générés en tenant compte de la dynamique intrinsèque du TIMP-1 ne 

nous a pas permis d’identifier des régions impliquées dans sa liaison à CD63. Nous avons donc décidé de 

nous focaliser sur le récepteur CD63 et d’identifier des séquences liant le TIMP-1. CD63 possède deux 

domaines extracellulaires susceptibles de lier le TIMP-1, le domaine EDI composé de 19 acides aminés et 

le domaine EDII composé de 101 acides aminés (Figure 52).  

   

II.3.1. Etude de l’interaction du TIMP-1 avec le domaine EDII 

 La séquence du domaine EDII comprend les acides aminés 103 à 203 de la protéine mature. Cette 

séquence a été insérée dans le vecteur pQe30 (pQe30-CD63 EDII) afin d’ajouter un tag 6 histidines à son 

extrémité N-terminale permettant sa purification. La production de ce domaine a été réalisée par 

transformation de bactéries BL21 avec le vecteur pQe30-CD63 EDII. L’expression est induite par ajout 

d’IPTG dans le milieu de culture. Les culots cellulaires ainsi que les surnageants de culture contenant les 

protéines sécrétées sont analysés par électrophorèse suivie d’une coloration au bleu de Coomassie (Figure 

53). La masse théorique attendue du domaine EDII est de 12,3 kDa. Différentes conditions de température 

et concentrations d’agent inducteur ont été testées mais nous n’avons pas réussi à produire ce domaine. 

 L’étude de l’interaction du TIMP-1 avec le domaine EDII n’a donc pas pu être réalisée dans le cadre 

de ce travail de thèse.  
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Figure 53: Etude de l’expression du domaine EDII de CD63 

Différentes conditions de températures (20°C, 25°C, et 37°C) ont été testées pour une concentration en IPTG de 0,4 

mM, et différentes concentrations en IPTG (de 0 à 1 mM) ont été testées à une température de 25°C. Après 

centrifugation, les surnageants ainsi que les culots bactériens sont déposés sur gel d’acrylamide à 15%. Une 

coloration au bleu de Coomassie est réalisée afin de mettre en évidence les protéines. La masse moléculaire 

théorique du domaine EDII est de 12,5 kDa et est indiquée sur le gel par une flèche  

Ces résultats sont représentatifs de 3 expérimentations réalisées de manière indépendante 
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II.3.2. Etude de l’interaction du TIMP-1 avec le domaine EDI 

 La séquence du domaine EDI correspond aux acides aminés 33 à 51 de la protéine mature 

(Nter - VGAQLVLSQTIIQGATPGS - Cter). Ce peptide de 19 acides aminés a été produit par synthèse chimique 

avec ajout d’un tag 6 Histidines à son extrémité N-terminale afin de permettre sa fixation sur une résine 

de Nickel. Un peptide "scramble" de séquence aléatoire a été généré pour être utilisé en tant que 

contrôle. Après incubation avec le TIMP-1 et élution des protéines fixées, des immunoempreintes 

anti-TIMP-1 révèlent la présence de TIMP-1 dans la fraction liée au domaine EDI alors qu’aucune bande 

correspondant au TIMP-1 n’est observée dans la fraction non liée (Figure 54). Lorsque le TIMP-1 est incubé 

en présence du peptide scramble, le TIMP-1 est majoritairement detecté dans la fraction non liée. Ces 

résultats montrent que le TIMP-1 se fixe au domaine EDI de la glycoprotéine CD63. 

 

 

Afin d’identifier les résidus impliqués dans cette interaction, nous avons fait synthétiser des 

peptides tronqués du domaine EDI (Figure 55). Ces peptides ont été produits avec une séquence 6 

Histidines située à leur extrémité N-terminale afin de les immobiliser sur une résine de Nickel.  

Figure 55: Schéma représentatif des peptides 
chevauchants P1, P2 et P3 au sein de la séquence du 
domaine EDI de CD63 

Les séquences soulignées mettent en évidence les régions 

communes entre les peptides.  

  

Figure 54: Etude de la liaison du TIMP-1 au domaine EDI de CD63 

Les peptides EDI et scramble avec un tag 6 Histidines sont capturés sur résine de Nickel puis incubés en présence de 

TIMP-1 FLAG. La fraction non liée aux billes est récupérée. Après lavages, la fraction liée aux billes est éluée. Les 

échantillons sont déposés sur gel d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1 sont réalisées  

Ces résultats sont représentatifs de 3 expérimentations réalisées de manière indépendante 
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Figure 56: Etude de l’interaction du TIMP-1 avec les peptides P1, P2 et P3 issus du domaine EDI 

A. Les peptides scramble, EDI, P1, P2 et P3 avec un tag 6 Histidines sont capturés sur résine de Nickel puis incubés 

en présence de TIMP-1 FLAG. La fraction non liée aux billes est récupérée. Après lavages, la fraction liée aux billes 

est éluée. Les échantillons sont déposés sur gel d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1 sont 

réalisées.  

B. Les bandes obtenues par immunoempreinte sont quantifiées à l’aide du logiciel Image J et les résultats sont 

exprimés en pourcentage de TIMP-1 lié par rapport TIMP-1 lié sur le peptide EDI.  

Ces résultats sont représentatifs de 3 expérimentations réalisées de manière indépendante. Test Student. NS : non 

significatif 

A 

B 
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Après capture des peptides P1, P2 et P3 sur la résine, le TIMP-1 est incubé pendant une nuit. Une 

immunoempreinte anti-TIMP-1 est réalisée sur les fractions liées et non liées aux peptides (Figure 56 A). 

La figure 56 montre que le TIMP-1 ne se lie pas au peptide P1, alors qu’il se lie aux peptides P2 et P3. 

Cependant, le rapport TIMP-1 lié/TIMP-1 non lié est plus faible avec le peptide P3 (Figure 56 B). Seule la 

séquence codant le peptide P2 semble permettre une liaison optimale du TIMP-1. Ces résultats montrent 

que la séquence TIIQG semble être la séquence minimale au sein du domaine EDI qui fixe le TIMP-1.  

Pour confirmer ces résultats, nous avons fait synthétiser le peptide EDI dans lequel la séquence 

TIIQG a été substituée par 5 Alanines (EDIa). Des expériences de fixation similaires à celles précédemment 

réalisées ont été menées (Figure 57). Des immunoempreintes anti-TIMP-1 sur les fractions liées et non 

liées révèlent la présence de TIMP-1 dans la fraction non liée lorsque la séquence TIIQG est mutée. Ce 

résultat confirme que la séquence TIIQG est nécessaire à la liaison du TIMP-1 au domaine EDI de la 

glycoprotéine CD63.  

  

Figure 57: Etude de la liaison du TIMP-1 au peptide EDI a 

A. Séquence des peptides EDI  et EDIa 

B. Les peptides scramble, EDI, et EDI a avec un tag 6 Histidines sont capturés sur résine de Nickel puis incubés en 

présence de TIMP-1 FLAG. La fraction non liée aux billes est récupérée. Après lavages, la fraction liée aux billes est 

éluée. Les échantillons sont déposés sur gel d’électrophorèse et des immunoempreintes anti-TIMP-1 sont réalisées  

C. Les bandes obtenues par immunoempreinte sont quantifiées à l’aide du logiciel Image J et les résultats sont 

exprimés en pourcentage de TIMP-1 lié par rapport TIMP-1 lié sur le peptide EDI  

Ces résultats sont représentatifs de 3 expérimentations réalisées de manière indépendante. ** : p<0,01 
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L’inhibiteur tissulaire des métalloprotéases-1 (TIMP-1) contrôle de nombreux processus 

cellulaires physiologiques en inhibant l’activité enzymatique des MMPs (Sternlicht and Werb, 2001). En 

conditions pathologiques, l’inhibition de certaines MMPs pourrait permettre de limiter la progression 

tumorale et le développement de maladies neurodégénératives (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010; 

Crocker et al., 2004). Des inhibiteurs synthétiques de MMPs ont donc été développés pour une utilisation 

thérapeutique mais il s’avère que ces inhibiteurs induisent de nombreux effets secondaires dus à leur 

manque de spécificité (Vandenbroucke and Libert, 2014). Ainsi, une autre stratégie a été de développer 

des variants du TIMP-1 ayant une plus grande spécificité d’inhibition (Nagase and Brew, 2002; Nagase et 

al., 1999; Wei et al., 2003). Cependant, aucun des variants générés n’a présenté de résultat satisfaisant 

permettant une utilisation thérapeutique. De plus, des effets contradictoires concernant les activités 

biologiques de ces variants ont été observés puisque ceux-ci, de façon paradoxale, stimulent la croissance 

tumorale (Bigelow et al., 2009). Ces résultats viennent appuyer les études montrant que dans différents 

types de cancers, la surexpression du TIMP-1 est globalement associée à un mauvais pronostic (D’Angelo 

et al., 2014; Jung et al., 2012; Mroczko et al., 2013, 2014). L’hypothèse permettant d’expliquer ces 

résultats est que cette protéine possède des activités biologiques indépendantes de l’inhibition des MMPs 

(Ries, 2014; Stetler-Stevenson, 2008). Ces effets passent par la fixation du TIMP-1 à des complexes 

récepteurs membranaires et par l’activation de voies de signalisation intracellulaire (Ries, 2014). Dans les 

cellules cancéreuses, deux complexes récepteurs du TIMP-1 sont identifiés, le complexe récepteur 

CD63/intégrine β1 (cellules de cancers mammaires et pulmonaires) et le complexe pro-MMP-9/CD44 

(cellules leucémiques) (Jung et al., 2006; Lambert et al., 2009).  

Dans les maladies neurodégénératives, le TIMP-1 est également surexprimé en réponse à 

l’augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires. Dans un modèle de culture primaire de 

neurones corticaux d’embryons de souris, Ould-Yahoui et ses collaborateurs ont montré que le TIMP-1 

induit une diminution de la connectivité neuronale et cet effet semble être, en partie, indépendant de 

l’inhibition des MMPs (Ould-yahoui et al., 2009b). Cependant, aucun récepteur du TIMP-1 n’a été à ce 

jour identifié dans les cellules du SNC.  

La protéine LRP-1 pourrait être le récepteur du TIMP-1 dans les neurones. En effet, la localisation 

de ce récepteur d’endocytose est modifiée dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, 

conduisant à une diminution de la clairance des peptides Aβ par la circulation sanguine et augmentant 

ainsi la formation des plaques séniles (Donahue et al., 2006; May et al., 2004). De plus, ce récepteur 

interagit avec les TIMP-2 et -3 (Emonard et al., 2004; Scilabra et al., 2013). 

 



 

228 

  



Discussion 

229 
 

Nous avons mis en évidence que le TIMP-1 se fixe à LRP-1 et qu’il induit une réduction de la 

longueur des neurites et une augmentation du volume des cônes de croissance dans des neurones 

corticaux d’embryons de souris. Les effets du TIMP-1 sont bloqués par l’incubation des neurones avec 

RAP, le ligand préférentiel de LRP-1, ou avec R2629, un anticorps bloquant spécifique de LRP-1. De plus, 

nous avons montré que ces effets du TIMP-1 sont indépendants de l’inhibition des MMPs car ils sont 

reproduits par le mutant T2G, dépourvu d’activité inhibitrice vis-à-vis des MMPs. Par ailleurs, les effets 

sont spécifiques du TIMP-1 puisqu’une incubation des neurones corticaux en présence de TIMP-2 n’induit 

pas de changement de la morphologie neuronale alors que le TIMP-2 est exprimé au niveau du système 

nerveux central et qu’in vitro il est capable de se lier au récepteur LRP-1 (Emonard et al., 2004; 

Pagenstecher et al., 1998).  

 La réduction de la longueur des neurites et l’augmentation du volume des cônes de croissance 

observées en réponse au TIMP-1 sont des phénotypes antagonistes. En effet, les cônes de croissance sont 

associés au guidage axonal et donc à la croissance neuritique (Kalil, 1996). Une étude réalisée sur les 

cellules ganglionnaires rétiniennes a mis en évidence qu’une augmentation des cônes de croissance 

pouvait être associée à un phénomène compensatoire suite à un déficit sensoriel induit par la réduction 

de la longueur des neurites (Davenport et al., 1999). Selon Ould-Yahoui et ses collaborateurs, cet effet du 

TIMP-1 sur le volume des cônes de croissance serait plutôt lié à un stress induit par la liaison du TIMP-1 à 

la surface des neurones corticaux (Ould-yahoui et al., 2009b). Dans tous les cas, l’augmentation du volume 

des cônes de croissance ne devrait pas pouvoir compenser la perte de connectivité neuronale due à la 

réduction du réseau neuritique. Ainsi, dans les maladies neurodégénératives et notamment dans le cadre 

de la maladie d’Alzheimer cet effet cytokinique du TIMP-1 pourrait contribuer à l’évolution de la maladie.  

Ces résultats sont à confirmer dans d’autres modèles cellulaires car les cultures primaires de 

neurones corticaux d’embryons de souris utilisées ne permettent pas de différencier les neurones du 

cortex des neurones hippocampiques. La maladie d’Alzheimer touche en premier lieu les régions du 

cerveau impliquées dans le langage et la mémoire, et plus particulièrement les neurones de l’hippocampe. 

Il serait donc intéressant d’étudier les effets du TIMP-1 sur des neurones hippocampiques puisqu’il est 

possible d’isoler ces cellules à partir de cerveaux de rats.  

La réduction de la longueur des neurites implique généralement les kinases Erk 1/2 (Perron and 

Bixby, 1999). Nous avons étudié la phosphorylation de ces kinases dans les neurones incubés avec le 

TIMP-1 mais nous n’avons pas réussi à mettre en évidence une modulation de la phosphorylation de ces 

protéines. Récemment, il a été montré que la liaison de ligands tels que l’α2-macroglobuline ou le 

domaine hemopexine de la MMP-9 sur LRP-1 induit une croissance axonale in vitro et in vivo via  
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l’activation des protéines kinases Trk, protéines impliquées dans la plasticité synaptique. Ainsi, l’activation 

de la protéine Trk conduit à la phosphorylation de voies de signalisation Erk 1/2 et Akt (Yoon et al., 2013). 

Il serait donc intéressant d’étudier le rôle de la protéine Trk dans la réduction de la taille des neurites 

induite par le TIMP-1. Nous pourrions également nous intéresser à la voie de signalisation associée aux 

récepteurs Notch, qui est impliquée dans la régulation de la longueur des neurites. En effet, dans le même 

modèle cellulaire de neurones corticaux que nous avons utilisé, il a été mis en évidence qu’une activation 

de la voie Notch inhibe la croissance neuritique et induit une réduction de la taille des neurites (Sestan et 

al., 1999). Nous avons également mis en évidence que le TIMP-1 augmente le volume des cônes de 

croissance des neurones corticaux d’embryons de souris. Il serait intéressant d’étudier la voie de 

signalisation des protéines Wnt puisque cette voie est impliquée dans le développement des cônes de 

croissance et la plasticité neuronale (Budnik and Salinas, 2011).  

Nos résultats montrent que les effets du TIMP-1 sur la morphologie cellulaire nécessitent 

l’endocytose du TIMP-1 par le récepteur LRP-1. Ce récepteur est une protéine multifonctionnelle 

permettant la clairance de nombreuses protéines dans le milieu extracellulaire par ce processus 

d’endocytose ainsi que l’activation de voies de signalisation intracellulaires associées. Après avoir été 

endocytés, les ligands de LRP-1 peuvent être dégradés via la voie lysosomale ou recyclés dans le milieu 

extracellulaire. Emonard et ses collaborateurs ont montré que le TIMP-2 est endocyté par LRP-1 et 

dégradé par la voie lysosomale (Emonard et al., 2004). Nous pouvons donc supposer que l’endocytose du 

TIMP-1 par LRP-1 induira sa dégradation. Afin de mettre en évidence ce processus, nous pourrions réaliser 

des expériences de colocalisation du TIMP-1 avec le Lysotracker, une sonde fluorescente spécifique des 

lysosomes. La dégradation du TIMP-1 par la voie lysosomale aura pour conséquence de moduler le ratio 

MMP:TIMP en faveur des MMPs dans le milieu extracellulaire. Dans certaines maladies 

neurodégénératives, telle que la maladie d’Alzheimer, ce processus augmenterait la quantité de MMP-9 

active pouvant dégrader les peptides β-amyloïdes et aurait donc un effet plutôt bénéfique en limitant le 

développement de la pathologie.  

Les effets du TIMP-1 dans les neurones passent par sa fixation aux domaines DII et DIV de LRP-1. 

Afin d’envisager le blocage de la liaison du TIMP-1 à LRP-1 dans le cadre d’approches thérapeutiques, nous 

avons décidé de caractériser cette interaction. Nous avons dans un premier temps envisagé d’utiliser des 

algorithmes d’arrimage moléculaire (le docking) qui sont particulièrement adaptés à ce type d’étude. 

Cependant, ces approches nécessitent des données structurales expérimentales sur le ligand et sur son 

récepteur. A l’heure actuelle il y a peu de données structurales concernant le récepteur LRP-1 du fait 
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Figure 58: Etude de l’effet du N-TIMP-1 sur la morphologie neuronale. 

Les neurones corticaux d’embryons de souris sont incubés en présence de TIMP-1 et de N-TIMP-1 pendant 30 minutes 

à 37°C. L’analyse du réseau neuritique est réalisé à l’aide du plugin Neuron J du logiciel Image J L’analyse du volume 

des cônes de croissance est réalisé à l’aide du logiciel AMIRA.  

Ces résultats sont représentatifs de trois expérimentations réalisées de manière indépendante.  

Test Student, ** : p< 0,01, * : p<0,05, NS : non significatif 
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de sa masse moléculaire importante. Nous avons donc choisi de nous focaliser sur le  TIMP-1 pour lequel 

de nombreuses données structurales sont disponibles (Gomis-Rüth et al., 1997; Grossman et al., 2010; 

Iyer et al., 2007). Les interactions des protéines avec leurs récepteurs impliquent le plus souvent des 

changements conformationnels qui peuvent être mis en évidence par l’étude de la dynamique intrinsèque 

des protéines (Jiang et al., 2014; Mittag et al., 2010). Nous avons donc choisi d’utiliser une approche de 

modélisation moléculaire permettant l’étude de la dynamique intrinsèque du TIMP-1 couplant les 

analyses de modes normaux et la dynamique moléculaire.  Le choix de cette approche est également 

justifié dans le cas du TIMP-1 car des études de dynamique moléculaire ont montré la contribution de ses 

domaines N- et C-terminaux dans son activité inhibitrice de MMPs et donc potentiellement dans ses 

activités cytokiniques (Remacle et al., 2011). De plus, nous avons montré que dans le cadre de l’interaction 

TIMP-1/LRP-1,  le domaine N-terminal du TIMP-1 ne reproduit pas les effets du TIMP-1 dans les neurones 

corticaux d’embryons de souris suggérant que la protéine complète est indispensable aux effets 

biologiques du TIMP-1  (Figure 58). 

Nous avons débuté cette étude par l’analyse des modes normaux du TIMP-1, permettant de 

mettre en évidence les mouvements de grandes amplitudes des protéines. Les 6 premiers modes 

correspondent aux mouvements de translation et de rotation dans les trois dimensions de l’espace et ne 

sont donc pas intéressants pour l’analyse de la dynamique protéique (Hayward and de Groot, 2008; 

Reuter et al., 2003). A partir du mode 7, on observe les modes de grandes amplitudes de la protéine. A 

l’heure actuelle il est impossible de compiler l’ensemble des modes de façon à obtenir un mouvement 

d’ensemble de la protéine. Des résultats non publiés réalisés au sein du laboratoire (Plateau P3M) ont 

montré que le mode 7 contribue à hauteur de 40 % au changement de conformation du TIMP-1 

(relâché/lié) nécessaire à l’interaction avec la MMP-3. La relevance physiologique de ce mouvement nous 

a conduits à nous focaliser sur l’étude du mode 7. Ce mode ainsi que les données de dynamique 

moléculaire décrivent un mouvement de pince du TIMP-1 et mettent en évidence une région charnière 

qui semble essentielle à l’exécution de ce mouvement. Au sein de cette région, nous avons identifié trois 

résidus qui pourraient être impliqués dans la réalisation du mouvement : la phénylalanine 12 (F12) et la 

lysine 47 (K47) qui se font face tout au long du mouvement et le tryptophane 105 (W105) qui est situé à 

l’entrée de la région charnière. 

Afin de montrer que la dynamique du TIMP-1 est importante dans la liaison avec le récepteur 

LRP-1 nous avons cherché à perturber le mouvement de pince soit en le bloquant soit en le libérant. Pour 

bloquer le mouvement en position fermée, nous aurions pu substituer les résidus F12 et K47 par des 

cystéines de façon à générer un pont disulfure. Cependant, étant donné la forte probabilité que ces  
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mutations modifient la structure tertiaire du TIMP-1, qui possède naturellement six ponts disulfures, nous 

n’avons pas réalisé ces mutations. Afin de bloquer le mouvement en position ouverte, nous avons 

remplacé les résidus F12 et K47 soit par deux glutamates (Mutant EE) afin d’induire une répulsion 

électrostatique, soit par deux tryptophanes (Mutant WW) afin d'augmenter l’encombrement stérique. 

Ces mutants ont été générés, mais ils ne sont produits qu’en faible quantité par les cellules CHO et ne 

sont pas sécrétés. C’est pourquoi nous n’avons pas pu étudier les activités biologiques de ces mutants. La 

deuxième approche a consisté à libérer le mouvement de pince. Nous avons donc substitué les résidus 

par des alanines induisant une perte des interactions électrostatiques entre les résidus F12 et K47 et une 

perte d’encombrement stérique pour le W105. Nous avons réussi à produire et purifier ces mutants en 

quantité suffisante pour réaliser nos études. Afin de vérifier que ces mutations ne modifient pas la 

structure secondaire du TIMP-1, nous avons envisagé des analyses de dichroïsme circulaire, technique 

très utilisée pour mettre en évidence l’absence d’altération structurale dans des protéines mutées (Huang 

et al., 1996; Kelly et al., 2005). Cependant, cette technique nécessite des concentrations protéiques très 

élevées. Nous n’avons pas réussi à concentrer suffisamment le TIMP-1 et les mutants pour réaliser ce type 

d’analyse. On peut cependant supposer que la structure secondaire des mutants est similaire à celle du 

TIMP-1 sauvage puisque les mutants sont capables d’inhiber les MMP-1, -2, -3 et -9. 

  Une fois les mutants F12A, K47A et W105A purifiés, nous avons testé leur interaction avec le 

récepteur LRP-1 ainsi que les effets biologiques associés dans le modèle de neurones corticaux 

d’embryons de souris. Nous avons montré que les mutants n’induisent pas de réduction de la longueur 

des neurites alors qu’ils induisent une augmentation du volume des cônes de croissance. En effet, 

l’incubation des neurones avec chacun des trois mutants induit un phénotype intermédiaire avec des 

neurites de grande taille et des cônes de croissance développés.  

L’augmentation du volume des cônes de croissance par les mutants est bloquée lorsque les 

neurones sont incubés en présence de RAP. Ces résultats suggèrent donc que les mutants sont capables 

d’interagir avec LRP-1. Des analyses de résonance plasmonique de surface ont confirmé que les trois 

mutants se lient aux domaines DII et DIV de LRP-1 avec une affinité similaire au TIMP-1 sauvage. De plus, 

la co-incubation des neurones avec un mélange TIMP-1/mutants dans un ratio 1:3 inhibe l’effet du TIMP-1 

sur la longueur des neurites (résultats préliminaires non montrés). Ces résultats suggèrent que les 

mutants entrent en compétition avec le TIMP-1 sauvage et par conséquent qu’ils sont capables de se lier 

à LRP-1 à la surface des neurones corticaux d’embryons de souris. 
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Cependant, les mutants ne sont pas endocytés. Les mutations semblent donc empêcher le 

déclenchement de l’endocytose. Il serait intéressant d’analyser la phosphorylation de la chaine 

intracellulaire du récepteur LRP-1 au niveau de la tyrosine 4507 du motif NPXY, afin de voir si les mutations 

altèrent cette phosphorylation essentielle au processus d’endocytose. En effet, cette phosphorylation 

permet de rendre accessible le second domaine NPXY de LRP-1 et la phosphorylation de la tyrosine 4473 

ainsi que le recrutement de protéines adaptatrices permettant l’initiation de l’endocytose (Betts et al., 

2008; Guttman et al., 2009; Li et al., 2000). Il serait également intéressant de regarder le recrutement des 

protéines cargo telles que la protéine AP-2, protéine impliquée dans le déclenchement de l’endocytose, 

au niveau du domaine intracellulaire de LRP-1. Par ailleurs, l’étude des voies de signalisation impliquées 

dans la réduction de la longueur des neurites induite par le TIMP-1 devrait permettre de relier le processus 

d’endocytose à cet effet biologique.  

Les trois mutants n’étant pas endocytés via le récepteur LRP-1, nous pouvons émettre l’hypothèse 

qu’ils n’induisent pas l’activation de ce récepteur. Ces résultats supposent que l’effet du TIMP-1 sur les 

cônes de croissance nécessite l’activation d’un co-récepteur. LRP-1 pourrait servir d’ancrage au TIMP-1 

sauvage et aux mutants et permettre le recrutement d’un co-récepteur responsable du déclenchement 

de voies de signalisation cellulaires selon un mode d’action similaire au complexe récepteur formé par la 

glycoprotéine CD63 et l’intégrine β1. Dans les cellules épithéliales mammaires le TIMP-1 se lie à la 

glycoprotéine CD63, permettant le recrutement de l’intégrine β1 et l’activation de voies de signalisation 

cellulaires associées à cette protéine (Toricelli et al.,2013). Des études ont d’ailleurs montré que les 

membres de la famille des protéines LRP interagissent avec les récepteurs membranaires Frizzled par 

l’intermédiaire d’un adaptateur moléculaire de la famille des protéines Wnt (Cong et al., 2004). De plus, 

ces protéines sont impliquées dans le développement des cônes de croissance (Budnik and Salinas, 2011; 

Lie et al., 2005). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication de ces différentes protéines dans le 

développement des cônes de croissance induit par le TIMP-1.  

Les résultats obtenus avec les mutants sur la morphologie neuronale ont donc mis en évidence 

un découplage des effets cellulaires du TIMP-1 dans les neurones. Ils ont permis d’identifier une région 

qui n’est pas impliquée dans la liaison avec le récepteur LRP-1 mais qui semble perturber la dynamique 

de la protéine. La perturbation de cette région semble empêcher l’activation du récepteur LRP-1 et plus 

particulièrement le processus d’endocytose, qui parait essentiel à l’effet du TIMP-1 sur la taille des 

neurites. Le ciblage de cette région du TIMP-1 par des agents bloquants (anticorps, molécules 

chimiques…) pourrait permettre de limiter les effets du TIMP-1 sur la connectivité neuronale dans un 

contexte pathologique. 
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Figure 59: Etude de l’interaction entre le TIMP-1 (wt) ou les mutants et la pro-MMP-9 
A. Immunoprécipitation du TIMP-1 ou des mutants à l’aide de la résine anti-FLAG et incubation en présence de 
pro-MMP-9. Des immunoblots anti pro-MMP-9, anti FLAG et anti-TIMP-1 sont réalisés. 

B. Quantification des immunoblots grâce au logiciel Image J. 

Ces résultats sont représentatifs de trois expérimentations réalisées de manière indépendante.  
Test Student, NS : non significatif.  
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Si LRP-1 est un récepteur du TIMP-1 dans les neurones, on peut s’interroger sur l’existence d’une 

telle interaction dans d’autres types cellulaires. L’interaction TIMP-1/LRP-1 étant directe elle peut avoir 

lieu dans d’autres cellules que les neurones corticaux, ce que montrent notamment nos expériences 

d’endocytose et d’immunoprécipitation réalisées sur les cellules CHO. Dans les cellules épithéliales 

mammaires MCF10A, le TIMP-1 possède aussi des activités biologiques indépendantes de l’inhibition des 

MMPs via sa fixation au récepteur CD63/intégrine β1. Il serait donc intéressant d’étudier le rôle éventuel 

de LRP-1 dans cette interaction et dans la modulation de ces effets (D’Angelo et al., 2014; Taube et al., 

2006). 

Malgré de nombreuses publications soulignant les effets délétères de l’interaction du TIMP-1 avec 

CD63 dans les cancers, l’interaction du TIMP-1 avec ce récepteur n’est toujours pas caractérisée. Nous 

avons donc testé la capacité des trois mutants à interagir avec la glycoprotéine CD63 et à stimuler la survie 

des cellules épithéliales mammaires MCF10A. Nous avons montré que les trois mutants induisent la survie 

des cellules MCF10A de façon similaire au TIMP-1 sauvage. De plus, nos expériences 

d’immunoprécipitation ont montré que les trois mutants interagissent avec la glycoprotéine CD63. Les 

mutations réalisées ne perturbent donc pas l’interaction du TIMP-1 avec la glycoprotéine CD63 ni ses 

activités biologiques associées. Des résultats similaires ont été obtenus avec les trois mutants dans les 

cellules érythroleucémiques UT-7 où le TIMP-1 interagit avec la pro-MMP-9 associée à la glycoprotéine 

CD44. Les mutations n’altèrent pas l’interaction du TIMP-1 avec la pro-MMP-9 (Figure 59). Ces résultats 

indiquent que la zone mutée est essentielle à l’effet du TIMP-1 passant par LRP-1 mais ne participent pas 

à l’interaction du TIMP-1 avec ses autres récepteurs identifiés.  

L’interaction entre le TIMP-1 et le complexe récepteur CD63/intégrine β1 est impliquée dans le 

développement de cancers (cancers mammaires et pulmonaires, mélanomes) en induisant la survie, la 

prolifération et la différenciation cellulaire (Egea et al., 2012; Lee et al., 2014; Vesuna et al., 2008; Xia et 

al., 2012). Le ciblage de cette interaction présente donc un grand intérêt thérapeutique. Les mutants du 

TIMP-1 que nous avons générés en tenant compte de la dynamique de la protéine ne nous ont pas permis 

de décrypter cette interaction. Pour apporter des données supplémentaires nous avons initié une 

approche expérimentale plus traditionnelle couplant la mutagénèse dirigée et des expériences de 

co-immunoprécipitation afin d’identifier sur le récepteur CD63 des zones d’interaction avec le TIMP-1. 

Pour cela, nous avons dans un premier temps essayé de produire et purifier chacun des deux domaines 

extracellulaires du récepteur CD63 (EDI et EDII). Cependant, nous n’avons pas réussi à produire le domaine 
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Figure 60: Simulation de l’ancrage du domaine EDI dans la membrane plasmique 

Des simulations numériques ont permis de déterminer l’ancrage du domaine EDI et des domaines 

transmembranaires dans la membrane plasmique. La séquence TIIQG est représentée en bleu. L’étoile représente 

le résidu Q situé en amont de la séquence TIIQG 

* 
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EDII dans un système procaryote. En effet, nous n’avons observé aucune bande de surexpression, ni dans 

les corps d’inclusion, ni dans le milieu de culture des bactéries. Ce résultat pourrait s’expliquer par une 

dégradation résultant d’une mauvaise maturation de cette protéine. Ce domaine possède 3 sites de 

glycosylation et subit donc habituellement des modifications post-traductionnelles qui n’ont pas lieu dans 

un système procaryote. Il serait intéressant de cloner ce domaine dans un vecteur d’expression 

permettant sa sécrétion sous forme soluble dans un système eucaryote (levures, cellules d’insectes, lignée 

cellulaire CHO ou HEK par exemple). La production de ce domaine devrait permettre d’étudier la fixation 

du TIMP-1 avec ce domaine afin de caractériser au mieux l’interaction.  

Le domaine EDI de CD63 étant composé de 19 acides aminés, sa production a été réalisée par 

synthèse chimique. Nous avons mis en évidence que le TIMP-1 interagit avec ce domaine. Nous avons 

ensuite réalisé des peptides chevauchants afin de déterminer la séquence minimale d’interaction. Le 

TIMP-1 interagit avec les peptides P2 et P3, correspondant aux 14 derniers acides aminés du domaine EDI. 

Ces résultats montrent que la séquence TIIQG, commune à ces 2 peptides permet l’interaction du TIMP-1 

au domaine EDI. Ces résultats ont été confirmés par la perte d’interaction du TIMP-1 avec ce domaine 

lorsque ces cinq résidus sont substitués par des alanines. Une quantité plus importante de TIMP-1 lié est 

obtenue avec le peptide P2 suggérant que celui-ci possède des résidus complémentaires à la séquence 

minimale favorisant l’interaction.  

Nous avons modélisé la structure du domaine EDI et l’ancrage de ses domaines 

transmembranaires dans la membrane plasmique grâce à des expériences de simulation moléculaire 

(Figure 60). Ces résultats montrent que le domaine EDI se structure en hélice α à la surface de la 

membrane plasmique et que  la séquence TIIQG participe à cette structure (représentée en bleu foncé 

dans la figure 60). Dans cette représentation, le résidu glutamine (représenté par une étoile) situé en 

amont de la séquence TIIQG semble participer à la formation de l’hélice α. La présence du résidu Q dans 

le peptide P2 pourrait expliquer la différence d’interaction du TIMP-1 avec les peptides P2 et P3. 

L’identification de cette séquence minimale nous a permis de mettre en œuvre des expériences 

de docking moléculaire afin d’identifier la région du TIMP-1 interagissant avec le domaine EDI. Ce type 

d’analyse pour un peptide non structuré ne peut être réalisé qu’avec des séquences composées au 

maximum de neufs résidus. Nous avons donc utilisé la séquence complète du peptide P2.  
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Figure 61: Représentation surfacique du TIMP 1 avec les 5 sites de liaison à forte probabilité pour le peptide P2 

La surface du TIMP-1 est représentée en rouge et les sites à forte probabilité d’interaction avec le peptide P2 
apparaissent sous forme de sphères bleues. Le centre de la sphère correspond au centre de gravité de la pose 
médoïde du peptide et le rayon de la sphère est fonction de l’effectif du groupe. 
Pour réaliser ce docking, deux approches ont été utilisées afin de générer la structure tridimensionnelle du peptide 
P2 en utilisant le logiciel PEP FOLD. D’une part la structure 3D de la partie C-terminale du peptide P2 avec les chaines 
principales et latérales flexibles (peptide P2a) et d’autre par la structure 3D du peptide P2 avec la chaine principale 
rigide (peptide P2b).  Les peptides ont ensuite été hydrogénés grâce au logiciel Avogadro et préparés avec 
AutoDockTools. Le TIMP-1 issu de la structure PDB n°1UEA est préparé de la même façon que pour réaliser les 
modes normaux, une minimisation est réalisée dans CHARMM avec les algorithmes Steepest descent et Adopted 
Basis – Newton Raphson – ABNR. Le docking a ensuite été réalisé selon la méthode de Blind Docking et 5120 poses 
du peptide P2 à la surface du TIMP-1 ont été obtenues. 
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Le docking a été réalisé selon la méthode de Blind Docking et 5 120 poses du peptide P2 à la 

surface du TIMP-1 ont été obtenues. Après analyse des énergies de liaison, cinq sites à forte probabilité 

d’interaction ont été identifiés (Figure 61). Parmi ceux-ci, les sites S1 et S3 correspondent à la région 

d’interaction du TIMP-1 avec les MMPs. Le site S2 est situé dans la région au sein de laquelle les mutations 

F12A, K47A et W105A ont été réalisées. Le site S4 est situé dans le domaine C-terminal et le site S5 est 

situé dans une zone peu étudiée du TIMP-1. Afin de déterminer le site d’interaction le plus probable, il 

sera nécessaire de réaliser des expériences de mutagénèse dirigée sur le TIMP-1 en ciblant des résidus 

situés dans ces cinq régions. Des résultats préliminaires nous laissent penser que les sites d’interaction à 

privilégier seraient les sites S3, S4 et S5. En effet, les mutants F12A, K47A, W105A et T2G interagissent 

avec le domaine EDI (Résultats non montrés).   

Le peptide P2 de par sa capacité à interagir avec le TIMP-1 pourrait être utilisé comme 

compétiteur afin de bloquer l’interaction du TIMP-1 avec CD63. Il faudra cependant s’assurer que le 

domaine EDII n’est pas impliqué dans l’interaction TIMP-1/CD63. Si le peptide P2 est capable de bloquer 

totalement l’interaction TIMP-1/CD63 et les effets du TIMP-1 sur les cellules cancéreuses mammaires, 

nous pourrions envisager de tester in vivo les propriétés anti-cancéreuses de ce peptide. Une amélioration 

du peptide P2 sera cependant nécessaire. En effet, le peptide P2 présente une forte flexibilité. Une 

cyclisation de ce peptide par un pont disulfure est une approche très souvent utilisée pour limiter la 

flexibilité des peptides et augmenter leur affinité ainsi que leur stabilité.  

Enfin, il pourait être intéressant de tester l’effet du peptide P2 sur l’interaction TIMP-1/LRP-1. En 

effet, un blast réalisé avec la séquence QTIIQG montre de façon intéressante que celle-ci est également 

présente au sein d’une seule autre protéine humaine : le récepteur LRP-1. Cette séquence est située dans 

le domaine DI de la chaine α du récepteur LRP-1. Il est donc probable que ce domaine participe à 

l’interaction TIMP-1/LRP-1 .   

L’ensemble de nos travaux ont permis d’identifier un nouveau récepteur du TIMP-1 et des régions 

impliquées dans l’interaction du TIMP-1 avec ses différents récepteurs. Ces résultats devraient permettre 

le développement de nouveaux outils pharmacologiques ciblant les activités cytokiniques du TIMP-1. 
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Etude de l'interaction du TIMP-1 avec ses récepteurs 

Le TIMP-1, inhibiteur naturel des métalloprotéinases matricielles, exerce des effets pléïotropes indépendants de 
l’inhibition des MMPs et participe au développement de certains cancers et maladies neurodégénératives. Ces effets 
cytokiniques du TIMP-1 impliquent sa liaison à des récepteurs membranaires dont certains sont caractérisés, la 
glycoprotéine CD63/intégrine β1 et le complexe pro-MMP-9/CD44. Cependant les acides aminés ou les domaines 
du TIMP-1 se liant à ces récepteurs ne sont pas identifiés. Les travaux réalisés au cours de cette thèse mettent en 
évidence un nouveau récepteur du TIMP-1, la protéine LRP-1. Dans les neurones corticaux murins, le TIMP-1 se fixe 
aux domaines DII et DIV de LRP-1, est endocyté et induit une réduction de la taille des neurites ainsi qu’une 
augmentation du volume des cônes de croissance. Afin de caractériser cette interaction, nous avons utilisé une 
approche originale de modélisation moléculaire associant les analyses de modes normaux et la dynamique 
moléculaire. Ces analyses in silico ont permis d’identifier un mouvement de pince entre les domaines N- et 
C-terminaux du TIMP-1. Nous avons muté trois résidus (F12, K47 et W105) localisés dans une région essentielle d’un 
point vue énergétique à l’exécution de ce mouvement. Ces trois mutants n’ont pas d’effet sur la longueur du réseau 
neuritique et ne sont pas endocytés par LRP-1. En revanche, ils interagissent avec les 2 autres récepteurs (CD63 et 
proMMP-9) et reproduisent les effets du TIMP-1 sauvage. De plus, nous avons identifié une séquence de 6 acides 
aminés localisée dans le domaine extracellulaire I de CD63 et essentielle à la liaison avec le TIMP-1. L’ensemble de 
ces travaux a permis l’identification de régions impliquées dans l’interaction du TIMP-1 avec ses différents 
récepteurs et pourrait permettre le développement de nouveaux outils pharmacologiques ciblant les activités 
cytokiniques du TIMP-1. 

Mots clefs : TIMP-1, LRP-1, neurones corticaux, CD63, modélisation moléculaire  

---------------- 

Study of TIMP-1 interaction with its receptors 

TIMP-1, a natural inhibitor of matrix metalloproteinases, exerts pleiotropic effects independent of MMP 
inhibition and thus participate in the development of some cancers and neurodegenerative disorders. These 

cytokine-like activities require TIMP-1 binding to membrane receptors. Up to date two receptors, CD63/integrin 1 
and proMMP-9/CD44, have been characterized. Nevertheless, TIMP-1 residues or regions binding these receptors 
remain unknown. In this work, we have identified the protein LRP-1 as a new receptor for TIMP-1. In mouse cortical 
neurons, TIMP-1 preferentially binds DII and DIV domains of LRP-1, is internalized via a LRP-1-dependent 
endocytosis, reduces neurite length and increases growth cone volume. To go deeper into TIMP-1/LRP-1 interaction, 
we used an original molecular modeling approach which combined normal mode analysis and molecular dynamic. 
These in silico studies allowed us to point out a clamp movement between the N- and C-terminal domains of TIMP-
1. Three residues localized in a region that seems essential for the movement have been mutated (F12, K47 and 
W105) and single mutants have been produced. These mutants do not reduce neurite outgrowth and are not 
internalized by LRP-1. In contrast, they interact with the two others receptors proMMP-9 and CD63 and induce 
associated biological effects. Furthermore, we have identified a sequence of six residues localized in the CD63 
extracellular domain I and essential for TIMP-1 binding. The set of our data highlighted new regions of TIMP-1 
interacting with its receptors and could lead to design novel therapeutic agents targeting the TIMP-1 cytokine-like 
activities. 
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