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Résumé 
Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions de la substance 
blanche du cerveau et d'infarctus cérébraux profonds multiples. Elles sont à l'origine de plus 
de 25% des accidents vasculaires cérébraux et constituent la deuxième cause de démence 
après la démence d'Alzheimer. C'est un ensemble de processus pathologiques, qui affectent 
les petites artères, les artérioles, veinules ou capillaires cérébraux de moins de 400µm. Le 
matrisome cérébrovasculaire semble être une voie pathologique convergente entre les 
différentes maladies des petits vaisseaux de type génétique et de type sporadique. Le 
matrisome est l'ensemble des protéines constituant la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que 
les protéines associées, leurs rôles consistent non seulement dans le soutien et l'ancrage des 
cellules mais également dans divers processus fondamentaux tels que la différenciation, la 
prolifération, la survie ou la migration des cellules. La diversité structurale et physico-chimique 
de ces protéines rend cependant leur analyse particulièrement délicate. En effet, certaines 
protéines du core matrisome, protéines de haut poids moléculaire, sont particulièrement 
insolubles et d’autres protéines du matrisome associé sont généralement plus petites et 
moins abondantes.  

Dans le cadre de cette thèse nous nous proposons de caractériser de manière quantitative et 
qualitative le matrisome microvasculaire dans le cadre des maladies des petits de vaisseaux, 
ainsi que d'identifier des anomalies communes ou spécifiques à chaque maladie. Pour cela 
nous avons, dans un premier temps, développé une approche protéomique quantitative en 
spectrométrie de masse de type label-free sur des vaisseaux cérébraux et périphériques isolés, 
et nous l’avons validée dans une première étude sur un modèle murin préclinique de CADASIL.  

Ensuite nous avons appliqué cette approche sur deux autres modèles murins pour les 
maladies génétiques CARASIL et la maladie du collagène de type IV, et deux modèles murins 
pour l'hypertension et l'âge, modèle pour leur caractère sporadique.  

Nous avons développé et validé une nouvelle méthode robuste et sensible pour l’analyse 
quantitative sans marquage des changements du matrisome des artères cérébrales de souris. 
L’application de notre méthode sur les artères des différents modèles murins étudiés nous a 
permis d’identifier quelques pistes intéressantes pour chaque maladie de manière 
indépendante mais a également mis en évidence quelques signatures communes entre les 
différentes études. En effet, nous avons mis en évidence une protéine commune à toutes ces 
formes de cSVDs, PRSS23, une serine protéase dans les 5 modèles étudiée et HTRA1, une autre 
serine protéase, dans CADASIL, la maladie du collagène de type IV et l’âge.  
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TMT: Tandem Mass Tags 

TOF: Time Of Flight 

XIC : eXtracted Ion Chromatogram 
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Introduction générale 
Les tissus ne sont pas exclusivement constitués de cellules, l’espace extracellulaire contribue 
également à une partie, parfois très importante, de leur volume. Cet espace est ce qu’on 
appelle la matrice extracellulaire (MEC). Le matrisome est l’ensemble des protéines de la 
matrice extracellulaire (MEC) ainsi que les protéines associées à cette MEC. 

Les protéines de la MEC se décomposent en deux catégories : le cœur du matrisome et les 
protéines associées au matrisome. Les premières sont des protéines de type structural, qui 
vont conférer à la MEC sa structure, sa résistance ou encore son élasticité. Elles contiennent 
majoritairement les collagènes, les protéoglycanes et glycoprotéines. Les protéines associées 
vont regrouper plutôt des protéines régulatrices telles que des enzymes, des protéines 
secrétées tels que des facteurs de croissance, et les protéines qui ont des similarités 
structurales avec d’autres protéines de la matrice, ou qui sont connues pour être associées à 
une protéine de la matrice. 

La diversité structurale et physico-chimique de ces protéines rend cependant leur analyse 
particulièrement délicate. En effet, le cœur du matrisome, représenté par des protéines de 
haut poids moléculaire, est particulièrement insoluble tandis que les protéines associées au 
matrisome sont généralement, mais pas obligatoirement, plus petites et moins abondantes. 

Dans le cadre de diverses maladies, des altérations de l'organisation ou de la composition de 
la MEC ont été observées. C’est pourquoi une meilleure caractérisation de la composition, du 
métabolisme et de la biologie de la MEC peut conduire à l'identification de nouveaux 
marqueurs pronostiques et diagnostics. 

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux maladies des petits 
vaisseaux cérébraux. Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions 
de la substance blanche du cerveau et d’infarctus cérébraux profonds multiples. Elles sont à 
l’origine de plus de 25% des accidents vasculaires cérébraux et constituent la deuxième cause 
de démence après la démence d’Alzheimer. C’est un ensemble de processus pathologiques, 
qui affectent les petites artères, les artérioles, veinules ou capillaires cérébraux de moins de 
400µm.  

Les modifications du matrisome cérébrovasculaire semblent être une voie pathologique 
convergente entre les différentes maladies des petits vaisseaux de type génétique, et très 
probablement aussi pour les maladies de type sporadique, les symptômes cliniques étant très 
similaires. En effet pour une multitude de maladies génétiques, la caractéristique commune 
est la présence de remaniements importants de la MEC des microvaisseaux cérébraux. 

Mon projet doctoral à terme vise à mieux comprendre les mécanismes pathogéniques des 
maladies des petits vaisseaux. 
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Dans le cadre de cette thèse nous nous proposons de (i) caractériser de manière quantitative 
et (ii) qualitative le matrisome microvasculaire dans les maladies des petits de vaisseaux, ainsi 
que (iii) d’identifier des anomalies communes ou spécifique à chaque maladie. Pour atteindre 
cet objectif, a été développée une approche protéomique quantitative sans marquage (label 
free) sur les vaisseaux cérébraux de plusieurs modèles murins précliniques des différentes 
maladies étudiées. 

Dans la première partie, sont introduites les maladies des petits vaisseaux cérébraux de type 
non amyloïdes (I.1) ainsi que la notion de matrisome (I.2), ses différentes divisions et les 
méthodes existantes aujourd’hui pour son étude. Nous abordons également la spectrométrie 
de masse en général (I.3) et plus particulièrement les techniques utilisées pour ce projet de 
thèse. 

Ensuite sont présentés les divers résultats obtenus durant cette étude (III) : tout d’abord 
l’optimisation du traitement de l’échantillon et des données qui sont présentés notamment 
sous forme d’article (en soumission) (III.1), ensuite les résultats de l’analyse protéomique 
différentielle des différentes maladies des petits vaisseaux cérébraux étudiées (III.2). 
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I.1 Les maladies des petits vaisseaux 
 

Ce premier chapitre sera consacré à une brève introduction sur les maladies des petits 
vaisseaux cérébraux de type non amyloïde, en commençant par décrire les principaux organes 
atteints et leur fonctionnement, ensuite sera présenté l’état de l’art des différentes 
pathologies étudiées durant cette thèse. 

I.1.1 L’unité neurovasculaire  
 

Le cerveau, l’organe le plus complexe et le plus sophistiqué du corps humain, présente 
cependant une faiblesse non négligeable, son alimentation. Il consomme une grande quantité 
d’énergie mais ne possède pas de réservoir pour stocker son carburant. Il reçoit ses substrats 
énergétiques en fonction de ces besoins dynamiques et régionaux imposés par son activité. 
Le flux sanguin doit arriver au bon endroit, au bon moment et tout arrêt de plus de quelques 
minutes peut être irrémédiable voir fatal. L’intérêt porté à la manière dont le cerveau régule 
son propre apport énergétique a fait l’objet de beaucoup d’études depuis le début de la 
neuroscience, et est motivé non seulement par le désir de mieux comprendre les effets 
néfastes d’une vascularisation cérébrale déficiente mais également des changements 
régionaux du débit sanguin cérébral, le sujet d’étude de l’imagerie fonctionnelle. Le concept 
d’unité neurovasculaire met en évidence ce lien existant entre les cellules du cerveau et le 
système vasculaire cérébral, et maintenir la santé neurovasculaire va de pair avec le maintien 
de la santé cérébrale. Voici une description brève de l’anatomie de l’unité neurovasculaire 
pour mieux comprendre ses mécanismes 2. 

I.1.1.1 L’anatomie de l’arbre cérébrovasculaire 
 

Le cerveau est irrigué par 4 artères extra crâniennes : 2 artères carotides internes qui forment 
la circulation antérieure et 2 artères vertébrales qui fusionnent pour former le tronc basilaire 
et la circulation postérieure. Les circulations antérieures et postérieures irriguent des régions 
différentes du cerveau, elles sont néanmoins reliées à la base du crâne par un système 
d’anastomose artérielle, appelé le Polygone de Willis, qui relie une partie des branches 
terminales des artères carotides internes et du tronc basilaire. Du polygone de Willis partent 
des artères, qui se ramifient en piales et en artérioles, qui courent à la surface du cerveau 
formant un réseau fortement interconnecté ; il s’agit des artères piales appelées aussi 
leptoméningées. De ces artères naissent des branches qui pénètrent dans le cerveau (artères 
pénétrantes ou perforantes, voir figure 1). Dans leur partie initiale, elles sont entourées par 
l’espace périvasculaire, un espace virtuel délimité par la membrane basale vasculaire et la glia 
limitans. La paroi des artères et artérioles est constituée de multiples couches de cellules 
musculaires lisses (CML), dont le nombre varie en fonction du diamètre du vaisseau mais aussi 
de l’espèce, bien que les artères piales ne soient pas en contact direct avec les cellules 
neuronales, elles possèdent de nombreuses innervations.  
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Figure 1 : Représentation de l’arbre cérébrovasculaire de l’artère carotide interne (ACI) aux artérioles.  

A mesure que les artérioles pénètrent plus profondément dans le cerveau, la membrane gliale 
et la membrane basale fusionnent effaçant ainsi l’espace périvasculaire, appelé également 
espace de Virchow-Robin, et les vaisseaux sont enfermés dans les pieds d'extrémité 
astrocytaire (artérioles intra parenchymateuses). Dotées d'une seule couche de CML, les 
artérioles intra parenchymateuses manquent de nerfs périvasculaires. Les capillaires sont 
dépourvus de CML mais sont dotés de péricytes, qui sont entièrement enfermés par la 
membrane basale de l'endothélium (Figure2).  

Figure 2 : Représentation de l’unité vasculaire (Adapté de Iadecola, 2004 3 ) 
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I.1.1.2 Les différents acteurs de l’unité neurovasculaire et leur fonction  
 

Neurones, astrocytes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et macrophages 
périvasculaires sont les composants cellulaires de l’unité neurovasculaire. Ces cellules 
participent à la transmission de signaux moléculaires dont l’une des finalités est l’adaptation 
du débit sanguin cérébral en fonction de l’activité neuronale ou des variations de pression 
artérielle. 

Les neurones et les astrocytes vont principalement générer des signaux qui vont de façon 
directe ou indirecte par l’intermédiaire d’autres cellules, agir sur les vaisseaux pour initier la 
réponse vasculaire. En effet, l’augmentation de divers substrats va entrainer la vasodilatation 
du vaisseau, ce qui a pour conséquence une augmentation du débit sanguin.  

Les cellules endothéliales, dans lesquelles se trouve des quantités non négligeables de 
nombreux agents vasodilatateurs (ou vasoconstricteurs) tels que les prostanoïdes ou 
l’endothéline, sont suspectées d’avoir un rôle dans la propagation rétrograde des signaux 
neurovasculaires. Elles sont « activées » en réponse à des composés chimiques ou ioniques 
(comme le potassium K+), déclenchant la libération de substances vasodilatatrices comme le 
monoxyde d’azote ou la propagation d’une hyperpolarisation.  

Les cellules musculaires lisses sont les principales cellules responsables des réponses 
vasomotrices et de la régulation du débit. Elles se contractent et se relâchent en réponse à 
une grande variété d’agent vasoactifs et de stimuli. Elles sont également capables de répondre 
aux variations de pression artérielle, propriété représentée par le tonus myogénique. Cette 
propriété joue un rôle très important la stabilité du débit sanguin cérébral, lors de 
modifications de la pression artérielle, du moins jusqu’à un certain seuil. 

Au niveau des capillaires, les cellules murales sont appelées péricytes, cellules connues pour 
leur rôle important dans le maintien de la barrière hématoencéphalique. Cependant il reste 
des controverses sur la définition exacte des péricytes et sur leur implication dans la régulation 
du débit sanguin. 

Si l’unité neurovasculaire a un rôle essentiel dans la perfusion sanguine cérébrale et dans 
l’intégrité de la barrière hématoencéphalique, elle joue également un rôle dans l’élimination 
des toxines via son compartiment périvasculaire via le système glymphatique4. Toute 
altération de l’unité neurovasculaire peut entrainer de graves conséquences au niveau 
cérébral or, le cerveau est le régulateur central de tous les organes du corps. 
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I.1.2 Les maladies des petits vaisseaux cérébraux et leur diagnostic 
 

Les maladies des petits vaisseaux cérébraux, autrement appelées Cerebral Small Vessel 
Diseases en anglais (cSVD), désignent un ensemble de processus pathologiques qui touchent 
les petites artères, les artérioles, les veinules ou les capillaires du cerveau. Les manifestations 
cliniques de ces maladies sont principalement des accidents vasculaires cérébraux 
ischémiques ou hémorragiques, des troubles cognitifs pouvant aller jusqu’à la démence, des 
manifestations psychiatriques et des troubles de la marche. Les maladies des petits vaisseaux 
cérébraux sont responsables de lésions diffuses de la substance blanche du cerveau, 
d’infarctus cérébraux de petite taille profonds multiples, de microsaignements, de dilatation 
des espaces périvasculaires et d’une atrophie cérébrale. Contrairement aux gros vaisseaux, les 
petits vaisseaux cérébraux sont très difficilement visualisés actuellement du vivant du patient. 
Par conséquent, les lésions du parenchyme, visibles essentiellement par imagerie par 
résonance magnétique (IRM), supposées être causées par ces modifications dans les 
vaisseaux, ont été adoptées comme marqueur de ces affections5. 

I.1.1 Différents types de maladie des petits vaisseaux cérébraux 
 

S’il existe plusieurs types de maladies des petits vaisseaux cérébraux, aigues ou chroniques, 
inflammatoires ou non, amyloïdes ou non, ne seront abordés dans cette étude que les 
maladies des petits vaisseaux chroniques non amyloïdes (cSVD) (Table1). Celles-ci sont le plus 
souvent sporadiques et pourraient être provoquées par un mélange relativement complexe 
de facteurs génétiques et environnementaux, notamment l’âge et l’hypertension, qui sont les 
deux principaux facteurs de risque. Mais il a été découvert récemment des formes génétiques 
mendéliennes, dont les manifestations cliniques et radiologiques sont très semblables aux 
formes sporadiques6. Les études en IRM de populations ont montré que les cSVD évoluent à 
bas bruit sans manifestation clinique pendant de nombreuses années suggérant qu’il existe 
une fenêtre thérapeutique 7. Aujourd’hui, il n’y aucune mesure curative connue pour traiter 
les personnes qui en sont atteintes. Néanmoins, il existe un certain nombre de mesures 
préventives, tels que la normalisation de la pression artérielle, la prise d’anti-agrégants 
plaquettaires en cas d’infarctus et l’arrêt du tabac. La terminologie et les définitions des 
lésions IRM dans les cSVD varient considérablement d’une étude à l’autre, rendant difficile les 
comparaisons entre les différentes études. Dans ce contexte, un groupe de travail 
international réunissant des experts des maladies des petits vaisseaux a, en 2013, établi une 
nouvelle terminologie pour désigner ces lésions et publié un certain nombre de 
recommandations pour l’acquisition et l’analyse des images IRM dans les études cliniques 
(STandards for ReportIng Vascular changes on nEuroimaging, STRIVE)5. 
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Table 1 : Classifications des SVD en fonction des modifications pathologique cérébrovasculaires (inspiré de Pantoni,2010 6).  

Type Classification Exemples, principales caractéristiques 
1 Artériosclérose ou SVD liées à l’âge et 

aux facteurs de risques vasculaires 
Nécrose fibrinoïde : Dépôt de fibrine dans les vaisseaux ; Hyalinose :  dépôt de matériel 
acellulaire amorphe dans la paroi des vaisseaux pouvant être associé à de la fibrose 
(fibrohyalinose) ou la présence de macrophages chargés de cholestérol (lipohyalinose) 
Microathérome : accumulation de diverses molécules (calcium, cholestérol) dans les 
vaisseaux. 
Microanévrisme, désorganisation artérielle segmentaire 

2 Angiopathie amyloïde cérébrale 
sporadique et héréditaire 

Accumulation progressive de protéine βamyloïde dans les parois d'artères de petite à 
moyenne taille et d'artérioles situées principalement dans l'espace leptoméningé, le 
cortex. 

3 Maladies héréditaires ou génétiques de 
petits vaisseaux distinctes de 
l'angiopathie cérébrale amyloïde 

Gènes mutés responsables et leur maladie : 
Notch3 -> CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical ischaemic 
strokes and leukoencephalopathy) 
HTRA1 -> CARASIL (cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical ischaemic 
strokes and leukoencephalopathy) 
COL4A1 et COL4A2 

4 Maladies inflammatoires et à médiation 
immunologique 

Groupe hétérogène de maladies rares caractérisées par la présence de cellules 
inflammatoires dans la paroi des vaisseaux (vascularite) et font généralement partie d'une 
maladie systémique 

5 Collagénose veineuse Dépôts de collagène dans la paroi des veines et des veinules près des ventricules latéraux 
pouvant entraîner un rétrécissement de la lumière et, parfois, une occlusion. 

6 Autres SVD  
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I.1.1.1 Les maladies des petits vaisseaux cérébraux de type sporadique 
 

Elles sont classiquement associées à des facteurs de risque cardiovasculaire tel l’hypertension, 
le diabète ou l’âge.  

Un examen approfondi des données histopathologiques chez les patients révèle que les 
modifications des vaisseaux consistent principalement en des modifications majeures de la 
MEC associée à une dégénérescence plus ou moins sévère des cellules musculaires lisses. Les 
modifications de la MEC peuvent aller de l’épaississement de la membrane basale (MB), au 
dépôt de protéines de types collagènes normalement présents et éventuellement d’autres 
composants de la MEC dans l’intima, la média et l’adventice. Il est cependant difficile de tirer 
des conclusions sur le mécanisme de ces diverses modifications, les observations étant 
réalisées post mortem, ce qui correspond généralement à un stade très avancé. Une 
hypothèse serait que ce dépôt anormal de MEC serait présent comme pour un mécanisme de 
réparation, en réponse à la dégénérescence des cellules musculaires lisses 8.  

De nombreuses études chez l’homme ou l’animal ont montré que l'hypertension, pouvait 
entrainer un rétrécissement de la lumière artérielle, sans modification de l’épaisseur de la 
paroi artérielle, modification appelée aussi remodelage interne9. Les données actuelles, 
tendraient à dire que ce remodelage vers l’intérieur résulterait à la fois de variations dans la 
contractilité des cellules musculaires lisses et dans la composition de la MEC, avec une 
contribution potentielle de l’activation des métalloprotéase matricielle (MMP). Il existe 
quelques études portant sur le rôle potentiel de la MEC, avec notamment les dépôts de 
collagènes et de fibrogènes ou encore sur les modifications de sa composition dans l’étude de 
l’hypertension mais elles restent relativement encore rares. Cependant une tendance se 
dégage sur le processus du remodelage artériel au cours de l’hypertension chronique, qui 
constituerait dans un premier temps un mécanisme d’adaptation/réparation visant à réduire 
le stress sur la paroi vasculaire et à protéger le lit vasculaire en aval d’une augmentation de la 
pression artérielle. Mais dans un second temps, ce processus pourrait s’avérer néfaste, 
entrainant une altération de la vasodilatation, une réduction du débit sanguin, et pour finir, 
des lésions ischémiques8. 

I.1.1.2 Maladies héréditaires ou génétiques de petits vaisseaux cérébraux 
 

Il existe plusieurs maladies génétiques des petits vaisseaux mais seules seront décrites celles 
étudiées dans ce projet de thèse. Cependant différentes revues récentes auxquelles nous vous 
renvoyons, listent les maladies identifiées jusqu’à aujourd’hui6,10,11. 

A l’exception d’un âge de début plus précoce, les manifestations cliniques et IRM de ces 
formes monogéniques de SVD sont assez semblables à celles des formes sporadiques. Par 
conséquent elles sont très utiles pour la compréhension de la pathogenèse des formes 
sporadiques. En particulier, l’identification des gènes responsables de ces formes 
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monogéniques a permis le développement de modèles animaux, permettant d’étudier la 
maladie à différents stades, d’identifier les protéines impactées et de comprendre mieux les 
mécanismes de ces pathologies 12,13. 

I.1.1.2.1 CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical 
ischaemic strokes and leukoencephalopathy) 

 

CADASIL, l’acronyme en anglais pour « artériopathie cérébrale autosomique dominante avec 
infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie », est la cause héréditaire la plus fréquente 
d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) et de démence vasculaire chez l’adulte. Si ces 
symptômes cliniques sont très similaires à ceux des patients atteints de maladies des petits 
vaisseaux de type sporadique, ils apparaissent cependant de manière beaucoup plus précoce 
14. 

La première description a probablement été réalisée par le neurologue van Bogaert en 1955 
15 et, bien que le tableau clinique de CADASIL puisse varier entre les familles et au sein d'une 
même famille, la maladie est principalement caractérisée par quatre symptômes : migraine 
avec aura, accidents ischémiques sous-corticaux, troubles de l'humeur, apathie et troubles 
cognitifs. Néanmoins, la fréquence de ces symptômes varie avec l'âge et la durée de la 
maladie. Par exemple, les épisodes de migraine avec aura sont observés chez environ 30% des 
patients avant l’âge de 30 ans. En revanche, l’apathie et les troubles cognitifs sont très 
fréquents chez les patients âgés de plus de 50 ans. La maladie a également une signature 
histologique spécifique : la présence de dépôts granulaires osmiophiles, appelée GOMs 
(Granular Osmiophilic Materials en anglais) dans lesquels s’accumule, entre autres, le 
domaine extracellulaire de Notch3 (Neurogenic locus notch homolog protein 3), la protéine 
responsable de la pathologie16,17.  

Notch3, le gène dont les mutations sont responsables de la pathologie, code pour une 
protéine transmembranaire et appartient à la famille des récepteurs Notch, protéines 
impliquées dans de nombreuses fonctions 18,19. La voie de signalisation Notch a joué, en 
particulier, un rôle très important dans le développement vasculaire et la physiologie des 
vaisseaux20. 

Notch3 est principalement exprimé dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux et dans 
les péricytes des capillaires. Des études réalisées chez la souris invalidée pour le gène Notch3 
démontrent que la protéine Notch3 n'est pas essentielle au développement embryonnaire ou 
à la fertilité chez la souris21. En revanche, ces mêmes études ont démontré que Notch3 jouait 
un rôle clé dans la différenciation artérielle et la maturation de cellules musculaires lisses des 
petites artères. Sur le plan fonctionnel, Notch3 joue également un rôle très important dans le 
contrôle du tonus myogénique des artères cérébrales et dans l’autorégulation du débit 
sanguin cérébral 22. 
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Notch3 est une protéine de 2321 acides aminés, elle est constituée d’un domaine 
extracellulaire, trois domaines LIN12 et d’un seul domaine transmembranaire. Son domaine 
extracellulaire comporte 34 domaines EGFR (Epidermal Growth Factor Repeat) d’environ 50 
acides aminés, chacun contenant un nombre invariant de 6 résidus cystéine. Les mutations du 
gène Notch3 dans la maladie CADASIL ont pour impact la modification du nombre de résidus 
cystéine porté par l’un des domaines EGFR. La majorité des mutations observées sont de type 
faux-sens, elles entrainent la disparition ou l’ajout d’un résidu cystéine. Quelques cas de 
délétions ou insertions, ne modifiant pas le cadre de lecture ont également été décrites. Quel 
que soit le type de mutation, elles conduisent toutes au même résultat : un nombre de 
cystéines impair23,24. Le mécanisme pathogénique des mutations CADASIL reste controversé, 
et si l’idée de perte de fonction est encore étudiée 25, la plupart des études tendent vers un 
mécanisme pathogénique de type néomorphique, où Notch3 gagnerait une nouvelle fonction. 
Ces études ont révélé que seules un petit nombre de mutations, siégeant dans le domaine de 
liaison au ligand, abolissaient l’activité du récepteur, les mutations les plus fréquentes étaient 
associées a contrario à une augmentation de l’activité du récepteur26–29. En revanche, d’autres 
études ont clairement démontré que les mutations CADASIL favorisaient l’interaction de la 
protéine Notch3 mutée avec des protéines de la matrice extracellulaire, telles que TIMP3 et 
VTN, et leur accumulation anormale dans le vaisseau est à l’origine de la dysfonction des 
vaisseaux cérébraux30,31 

 

I.1.1.2.2 CARASIL (cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical 
ischaemic strokes and leukoencephalopathy) 

 

CARASIL est l’acronyme en anglais pour « artériopathie cérébrale autosomique récessive avec 
infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie ». Sa première description date de 1976 32 
et la découverte du gène responsable HTRA1 (High-Temperature Requirement A Serine 
Peptidase 1) en 200933. Si ces symptômes cliniques sont très similaires à ceux des patients 
CADASIL, comme son nom l’indique, sa transmission est de type récessif et sa fréquence est 
donc beaucoup plus rare. Cependant, des cas de mutations du gène HTRA1 sur un seul allèle 
ont également été associées à une maladie des petits vaisseaux, avec un mode de 
transmission autosomique dominant 34,35. 

Les symptômes cliniques sont très similaires à CADASIL avec le déficit cognitif, la dysfonction 
motrice et les accidents vasculaires cérébraux sous-corticaux conduisant à la démence et à 
une invalidité importante vers 30-40 ans. Il existe toutefois des symptômes cliniques propres 
à CARASIL, à savoir une alopécie diffuse et des attaques de lombalgies sévères dues à la 
spondylose déformante et à la dégénérescence discale. Le dysfonctionnement de la mémoire 
chez CARASIL semble être plus grave que chez CADASIL. Les changements microvasculaires 
dans CARASIL consistent en une perte importante de cellules musculaires lisses médiales 
artérielles et de la matrice extracellulaire, avec en particulier des anomalies importantes de la 
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limitante élastique interne. Les mutations rapportées dans la littérature comprennent des 
mutations homozygotes non-sens ainsi que des mutations homozygotes faux-sens dans le 
domaine de la sérine protéase, entraînant la perte de l'expression de la protéine HTRA1 ou de 
l'activité de la protéase36. 

HTRA1 appartient à la famille des sérines protéases de type HTRA, qui se distinguent par leur 
homologie de séquence, leur domaine PDZ et leur architecture oligomérique. Les principales 
fonctions connues des membres de la famille HTRA sont d’être des contrôleurs-qualité des 
protéines et d’éliminer les protéines endommagées. Ils participent donc à divers processus 
physiologiques, tels que la signalisation cellulaire et la dégradation des protéines. HTRA1 est 
de ce fait, omniprésente dans les tissus humains mais son expression varie en fonction du tissu 
37. HTRA1 chez l'homme est composé de neuf exons codant pour une protéine composée de 
480 résidus et comprenant quatre domaines fonctionnels : le domaine protéique de liaison au 
facteur de croissance (analogue à l'insuline), un domaine d'inhibiteur de sérine protéase de 
type Kazal, un domaine de la sérine protéase de type trypsine et un domaine PDZ. 

HTRA1, comme sa structure l’indique, possède une activité sérine protéase et différents 
substrats potentiels ont déjà été identifiés 38, notamment les membres de la voie de 
signalisation du facteur de croissance β (TGF- β ) 39. Plusieurs études ont été réalisées pour 
comprendre les mécanismes mis en œuvre, dont certaines se contredisent en particulier sur 
le fait que HTRA1 est un régulateur positif ou négatif de la voie de signalisation de TGF β 40–43. 
Une publication récente suggère notamment une régulation de Notch3 (gène responsable 
dans la maladie CADASIL) par HTRA1 dans une étude réalisée sur des souris invalidées pour le 
gène HTRA144. 

 

I.1.1.2.3 Maladie du Collagène de type IV 
 

Les maladies des petits vaisseaux cérébraux dues à des modifications du collagène de type IV, 
sont associées à des manifestations cliniques diverses impliquant le plus souvent le cerveau 
et les yeux, mais également les reins et les muscles squelettiques. La gravité de la maladie est 
liée à la survenue d’hémorragies intracérébrales qui peuvent survenir à tout âge de la vie. Les 
premières familles identifiées datent des années 8045 et l’identification du premier gène 
responsable, COL4A1, a pu être résolue par l’utilisation d’un modèle de souris généré par 
mutagenèse aléatoire vingt ans plus tard46. Ce nouveau mutant de souris présentait une 
hémorragie cérébrale périnatale sévère semblable à celles décrites précédemment dans une 
grande famille humaine avec une porencéphalie autosomique dominante de type 145,47. 
Quelques années plus tard, des familles porteuses d’une mutation dans le gène COL4A2 ont 
été également identifiées 48,49. 
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Les collagènes de type IV sont des protéines de la membrane basale qui sont exprimées dans 
tous les tissus, y compris le système vasculaire. Le COL4A1 (chaîne α1) et le COL4A2 (chaîne 
α2) sont les collagènes de type IV les plus abondants et forment des hétérotrimères avec une 
stœchiométrie 2: 1 (α1α1α2). Chez les mammifères, la famille du collagène IV comprend six 
chaînes hautement homologues, mais génétiquement distinctes. Chaque chaîne contient trois 
domaines structurellement distincts : un domaine amino-terminal riche en résidus de cystéine 
et de lysine (domaine 7s), un domaine collagène comportant des séquences de répétition 
triple d’acide aminé Gly-Xaa-Yaa, où Xaa et Yaa peuvent être n’importe quel résidu, mais Yaa 
est souvent une proline, et un domaine non-collagénique (NC1) en C-terminal. La présence de 
séquences riches en résidus cystéine et en lysine est essentielle pour la réticulation 
interchaîne de molécules quadruple hélicoïdales via des liaisons disulfures et des réticulations 
de lysine-hydroxylysine 50 

La plupart des mutations COL4A1 ou COL4A2 sont des mutations faux-sens entraînant la 
substitution d'un des résidus glycine dans les répétitions Gly-Xaa-Yaa. L’expression des 
mutations de COL4A1 est extrêmement variable, même entre les membres d'une même 
famille, une partie de cette variabilité étant apparemment liée au contexte génétique et aux 
facteurs environnementaux. Chez les souris, les mutations du domaine triple-hélice près de 
l'extrémité C-terminal sont associées à des hémorragies intracérébrales plus sévères par 
exemple que les mutations plus près de l'extrémité N-terminale51. Le mécanisme par lequel 
les mutations dans les gènes COL4A1 ou COL42 exercent leur effet pathogène est encore mal 
connu. Quelques études ont montré que des mutations du gène COL4A1 pouvaient entraîner 
une rétention intracellulaire du collagène IV et une diminution de sa sécrétion, à l’origine d’un 
stress du réticulum endoplasmique. L’observation dans un modèle souris dans lequel l’exon 
41 du gène Col4a1 est anormalement épissé, la gravité des hémorragies intracérébrales était 
associée au niveau d'accumulation intracellulaire mais pas à une réduction de son expression 
à la MB. Cela suggère que l'accumulation intracellulaire pourrait jouer un rôle dans la survenue 
des lésions vasculaires à l’origine des hémorragies cérébrales 51. En revanche, une étude plus 
récente a démontré dans un autre modèle souris porteur d’une mutation identifiée chez des 
patients (mutation Gly498Val) l’absence de rétention intracellulaire du collagène de type IV 
dans les vaisseaux cérébraux mais une diminution importante de l’expression du collagène IV 
au niveau de la MB52. 
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I.2 Le Matrisome 
 

Ce second chapitre sera consacré au matrisome, ses compositions et ses différentes fonctions. 
Je commencerai par un peu d’histoire pour expliquer son concept, un peu plus abstrait, flou 
que les autres composants cellulaires. Ensuite seront décrites les différentes catégories de 
protéines de la matrice extracellulaire, et je décrirais principalement un type bien particulier 
de matrisome, la membrane basale, matrisome principale dans les petits vaisseaux cérébraux. 
Pour finir, les différentes maladies vues précédemment seront décrites dans le contexte du 
matrisome. 

I.2.1 Un peu d’histoire 

Le matrisome est l’ensemble des protéines de la matrice extracellulaire et des protéines 
interagissant avec la matrice extracellulaire. Mais qu’est-ce que la matrice extracellulaire ? 

Le concept de tissu, ce qu’on sait être aujourd’hui l’ensemble « cellules + matrice 
extracellulaire », est apparu dans la littérature médicale au cours du XVIIIème siècle 
notamment dans les textes de Bordeu 53 et de Félix Vicq d’Azyr 54, le dernier médecin de Marie-
Antoinette d’Autriche, dernière reine de France. Mais c’est Xavier Bichat, physiologiste au du 
XIXème siècle, qui élabore ce concept en tant que doctrine physiopathologique55, en ne 
considérant pas les organes en particulier mais bien les éléments entrant dans leur structure. 
Très rapidement, l’histologie (Mayer, Heusinger 1819) a permis avec ses méthodes de 
colorations spécifiques, d’identifier différents constituants macromoléculaires sur les tissus.  
Cela est suivi de près par le second axiome de la théorie cellulaire : tout organisme vivant est 
composé de cellule (Schleiden et Schwann 1838). Mais c’est Warren H. Lewis , embryologiste 
américain, qui va poser la première notion de la matrice extracellulaire en 1922 56 telle que 
nous la connaissons biochimiquement aujourd’hui : 

« Pourtant, la plupart de nos tissus et organes sont constitués de cellules simplement collées 
les unes aux autres. Si ces différents types de cellules perdaient leur adhérence mutuelle et les 
fibres blanches extracellulaires, réticules, etc., nos corps se désintégraient immédiatement et 
s'écouleraient sur le sol dans un flux mixte d'ectoderme, de muscle, de mésenchyme, cellules 
hépatiques, pancréatiques et de nombreux autres types de cellules. » 

Jusqu’au milieu du XXème, la MEC était considérée comme inerte, servant à remplir juste 
l’espace extracellulaire mais apportant cependant un support architectural et une résistance 
mécanique aux tissus. Nous savons aujourd’hui que la MEC est également un composant 
fondamental des organismes multicellulaires qui orchestrent l'organisation et les fonctions 
des cellules et des tissus. En effet, c’est un maillage complexe de protéines réticulées 
fournissant des signaux biophysiques et biochimiques qui sont d'importants régulateurs de la 
prolifération cellulaire, de la survie, de la différenciation et de la migration 57.  Sont repris en 
Figure 3 les différents événements importants dans l’histoire de l’étude de la matrice 
extracellulaire. 
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Figure 3 : La matrice extracellulaire de Bordeu à aujourd’hui 
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I.2.2 Les différentes matrices extracellulaires 
 

Chaque organe a une MEC avec une composition unique, la fonction de la MEC va au-delà 
du soutien physique à l'intégrité et à l'élasticité des tissus : il s'agit d'une structure 
dynamique constamment remodelée pour contrôler l'homéostasie des tissus. Elle est 
constituée de diverses protéines, sucres et autres composants58. 

Chaque type de tissu a une composition et une quantité particulière de MEC, mais on peut 
les catégoriser en fonction de leur organisation vis-à-vis des cellules du tissu (Table 2).  

Quand la MEC est très abondante et les cellules y sont distribuées de manière éparse, c’est 
une matrice interstitielle, qui est retrouvée principalement dans les tissus conjonctifs. Dans 
ce cas, c’est la matrice qui supporte la plus grande partie des tensions auxquelles le tissu 
est soumis, plutôt que les cellules.  

Table 2 : Les différents tissus et matrices extracellulaires( inspiré de Dupont, 201859) 

 

Dans les tissus épithéliaux, à l’inverse, les cellules sont étroitement liées entre elles, et 
associées en feuillets. C’est la matrice péricellulaire. La matrice extracellulaire y est peu 
abondante et consiste pour l’essentiel en une fine couche : la lame basale. Ce sont les 
cellules qui subissent la plus grande partie des tensions. Les feuillets de cellules épithéliales 
tapissent toutes les cavités et les surfaces libres du corps et grâce aux jonctions spécialisées 

Type Schéma Exemple 
Epithéliale 

 

Epiderme, glandes, 
muqueuses 
 

Conjonctif 

 

Cartilage, os, ligament, 
sang 

Musculaire 

 

Muscles squelettiques, 
cœur, parois 
vasculaires 

Nerveux 

 

 
Cerveau, moelle 
spinale, nerfs 
périphériques 

Matrice extracellulaire 

Matrice extracellulaire 
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qui existent entre les cellules, ils forment une protection à la circulation de l’eau, de solutés 
et des cellules d’un compartiment à un autre. Il existe d’autres types de tissus, dont 
l’organisation matrice-cellule se situera entre celle de l’organisation du tissu conjonctif et 
celle du tissu épithélial 60,61. 

I.2.3 Définition 
 

La matrice extracellulaire (MEC) est un composant essentiel des organismes métazoaires 
fournissant un support architectural et un ancrage aux cellules, elle est constituée d’eau, de 
polysaccharides et de protéines. La composition de la MEC détermine les caractéristiques 
biophysiques du tissu, telle que sa rigidité ou sa déformabilité mais a également un impact sur 
la régulation cellulaire et ses fonctions. De plus, l’altération de la MEC est associée à diverses 
maladies telles que le cancer, les fibroses ou encore des maladies du squelette. Le Matrisome 
est l’ensemble des protéines de la MEC mais également l’ensemble des protéines qui 
interagissent avec elle. Il est donc nécessaire de mieux caractériser le matrisome afin 
d’identifier les potentiels biomarqueurs de maladie, et peut-être à terme de soigner ces 
maladies en agissant sur les différents acteurs. 

Si aujourd’hui, plusieurs études ont été réalisées sur différents matrisomes et différents 
organes, et ce, particulièrement dans le cadre de pathologie tel que le cancer 62 ou encore des 
maladies neuromusculaires 63, d’autres études portent plutôt sur la caractérisation du 
matrisome de manière in silico, études qui essaient de prédire la fonction matrisome des 
protéines codantes ou non, en se basant principalement sur les domaines conservés de ces 
protéines 57,64. En effet, les domaines sont des unités structurellement capables de se replier 
indépendamment de la protéine, ils peuvent être aussi porteurs de fonctions spécifiques (site 
catalytique, liaison de ligand,..) et ont une séquence homologue que l’on peut rencontrer dans 
diverses taxonomies 65.  

Très récemment, l’équipe du laboratoire de Richard Hynes a mis au point une définition « bio-
informatique » du matrisome en se basant sur la caractéristique des domaines de protéines 
de la MEC connues. Une liste de 55 domaines  a été construite à partir des protéines MEC à 
l’aide d’Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), la base de données de domaines et de 
signaux protéiques, et  celle-ci a été ensuite utilisée pour identifier d’autres protéines dans la 
banque de données publique Uniprot (https://www.uniprot.org/), qui serait encore inconnue 
en tant que protéine de la MEC. Certains domaines sont présents dans certaines protéines 
transmembranaires ou impliqués dans l’adhésion cellulaire, et qui n’appartiennent pas à la 
MEC. Ces protéines possèdent, d’autres domaines particuliers incompatibles avec la définition 
de protéines MEC. Ce qui a permis une sélection « négative » sur 20 domaines et une 
prédiction d’un domaine transmembranaire. Le reste de la liste a été compilé sur la base de 
connaissances antérieures et de données de la littérature57,66. 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.uniprot.org/
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Tout le travail de cette thèse sera réalisé à partir de cette liste de protéines que l’on peut 
retrouver, (et qui est d’ailleurs régulièrement mis à jour avec de nouveaux organismes, 
tissus...), sur le site du « Matrisome Project » : http://matrisomeproject.mit.edu/. Il est à noter 
que les critères d'attribution de certaines protéines peuvent être débattus. Par exemple, la 
désignation des divers facteurs sécrétés a été délibérément inclusive car, bien que beaucoup 
d'entre eux ne sont pas (encore ?) connus pour être associé à la MEC. 

Le matrisome est catégorisé en 2 groupes, le cœur du matrisome ou encore le matrisome 
central (« core matrisome ») et le matrisome associé (« Matrisome-associated »). Les 
premières sont des protéines de types structurales, qui forment la structure, la résistance ou 
encore l’élasticité de la matrice. Elles sont représentées par les collagènes, les protéoglycanes 
et les glycoprotéines. Les protéines associées regroupent plutôt des régulatrices telles que des 
enzymes, des protéines secrétées comme les facteurs de croissance et les protéines qui ont 
des similarités structurales avec d’autres protéines de la matrice, ou qui sont connues pour 
être associées à une protéine de la matrice 57. La distribution des différentes catégories des 
protéines du matrisome in silico, générée à partir des données humaines publiées sur le site 
http://matrisomeproject.mit.edu/, est présentée sur la Figure 4. 

 

Figure 4 : Distribution des différentes catégories de protéines du matrisome in silico 

 

I.2.3.1 Le cœur du matrisome (ou core matrisome) 

I.2.3.1.1 Les collagènes 
 

Les collagènes sont les protéines les plus abondantes chez les mammifères, ils constituent 
environ 30 % de la masse protéique totale. Cette superfamille comporte 28 types différents 
connus à ce jour, et sont les composants majeurs des os ou encore de la peau. Les collagènes 

http://matrisomeproject.mit.edu/
http://matrisomeproject.mit.edu/
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ont non seulement un rôle architectural dans l’organisation ou la forme des tissus, mais ils 
contribuent également à diverses régulations cellulaires67.  

I.2.3.1.1.1 Type et structure 
 

La structure commune des collagènes est la présence d’une triple hélice, constituée de 3 
chaînes peptidiques, nommée chaîne α, et numérotée en chiffre arabe alors que les collagènes 
eux sont identifiés par des chiffres romains. La taille des chaînes α peuvent varier de 662 à 
3152 acides aminés, formant une séquence répétitive Gly-X-Y, où X est très fréquemment la 
proline et Y, l’hydroxyproline. Les trois chaînes peuvent être identiques (homotrimère) ou 
différentes (hétérotrimères). La triple hélice est stabilisée par la présence d’une glycine tous 
les 3 résidus, une composition élevée en proline et hydroxyproline, des interactions 
électrostatiques impliquant la lysine et l’aspartate ainsi que des liaisons hydrogènes. Le degré 
d’hydroxylation des lysines varie en fonction du type de collagène et de son assemblage dans 
l’espace extracellulaire. L’association des trois chaînes α pour former la triple hélice diffère 
aussi en fonction du type de collagène, mais les mécanismes sont encore peu décrits 
aujourd’hui. 

Les collagènes peuvent également être catégorisés en sous-famille en fonction de leur 
assemblage supramoléculaire, et qui sont représenté dans la table 3 avec leur structure, leur 
distribution dans les tissus et quelques caractéristiques.   

Les collagènes sont notamment des protéines multidomaines, en effet, si les collagènes 
fibrillaires contiennent un domaine triple hélicoïdal majeur, les FACIT (Fibril Associated 
Collagen with Interrupted Triple helixes) ou les multiplexines contiennent plusieurs domaines 
à triple hélice. La découverte du collagène IX, le premier FACIT, a montré que des domaines 
collagéniques à triple hélice pouvaient être intercalés entre des domaines non collagéniques. 
Les domaines non collagéniques participent non seulement à l’assemblage mais également à 
l’activité biologique de la protéine. 

Les critères pour nommer une protéine « collagène » ne sont cependant pas totalement 
définis, et d’autres protéines contenant un domaine en triple hélice ne font pas partie de la 
famille des collagènes stricto sensu. 
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Table 3 : Tableau des différents types de collagène avec leur structure, leur distribution dans les tissus et quelques caractéristiques (Adapté de Ricard-Blum, 2011 68) 

Catégorie Type Gènes codant pour des protéines typiques de la 
composition de collagène Description 

Fibrillaire 

I COL1A1 et COL1A2 
Assemblages des plusieurs molécules de collagène décalées les 
unes par rapport aux autres d’environ ¼ de leur longueur, qu’on 
retrouve principalement dans les matrices fibreuses du stroma, 
telles que la peau, les os, les tendons et les ligaments mais aussi 
dans la paroi des vaisseaux cérébraux 

II COL2A1 
III COL3A1 
V COL5A1 , COL5A2 et COL5A3 
XI COL11A1 , COL11A2 et COL11A3 
XXIV COL24A1 
XXVII COL27A1 

FACIT 

IX COL9A1 , COL9A2 et COL9A3 

Ponts moléculaires associés aux fibrilles associés aux collagènes 
fibrillaire de type I (XII, XVI, XIX, XXI) et de type II (IX, XVI, XIX) 

XII COL12A1 
XIV COL14A1 
XVI COL16A1 
XIX COL19A1 
XX COL20A1 
XXI COL21A1 
XXII COL22A1 

Membrane 
basale/Réseau IV COL4A1 , COL4A2 , COL4A3 , COL4A4 ,COL4A5 et COL4A6 Structure de réseau composée de laminines et de protéines de la 

membrane basale 
Longue chaine VII COL7A13 Ancrage des fibrilles associées à la membrane basale 
Filamenteux VI COL6A1 , COL6A2 , COL6A3 , COL6A5 etCOL6A6 Microfibrilles perlées 

Chaîne courte 
VIII COL8A1 Structure en treillis hexagonal 

X COL10A1 Ces collagènes régulent et sont régulés par l'hypertrophie du 
cartilage. 

Les multiplexines 
XV COL15A1 Plusieurs domaines de triple hélice avec des interruptions 

contenant du glycosaminoglycanes de sulfate de chondroïtine et 
d'héparine sulfate XVIII COL18A1 

MACIT (Membrane-
Associated Collagens 
with Interrupted Triple-
helices) 

XIII COL13A1 
Molécules de surface cellulaire avec des domaines 
extracellulaires, transmembranaires et intracellulaires 

XVII COL17A1 

XXIII COL23A1 
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I.2.3.1.1.2 Synthèse et sécrétion du collagène 
 

Les collagènes sont d’abord synthétisés par les ribosomes pour donner les tropocollagènes, 
des précurseurs des chaînes α avec des extensions peptidiques non hélicoïdales aux 
extrémités terminales. Les chaînes α sont ensuite soumises aux différentes modifications 
telles que l’hydroxylation des lysines ou proline ou encore des glycosylations au niveau des 
hydroxylysines dans le réticulum endoplasmique avant la formation des trois hélices qui 
débute par une association des 3 chaines à leur extrémité C-terminale. Cette structure 
globulaire est stabilisée par la formation de ponts disulfure intra et inter-chaines, et avec l’aide 
de plusieurs protéines chaperonnes HSP47, ces trois chaînes vont s’enrouler entre elles afin 
de former la triple hélice jusqu’à l’extrémité N-terminale. Les trois chaînes associées, 
nommées à ce stade procollagène, transitent par l’appareil de Golgi avant d’être relarguées 
dans l’espace extracellulaire, ce qui entraine l’action des enzymes N et C-peptidases, qui vont 
cliver les deux extrémités propeptidique et former la protéine de collagène.  

Pour la protéine de collagène I, la perte de ses extrémités N et C-terminale lors de sa sécrétion 
va diminuer d’un facteur 1000 sa solubilité et entrainer l’agrégation avec d’autres protéines 
de collagène : les fibrilles de collagène69. Mais pour d’autres collagènes (type IV, VII, IX et XII), 
non fibrillaires, ces extrémités terminales ne seront pas clivées.  

I.2.3.1.1.3 Régulation et dégradation 
 

Explorer toutes les informations concernant la régulation, dépasserait le cadre de cette 
introduction, mais nous savons que la régulation des collagènes dépend du type de collagène, 
du type de cellules, de l’âge, … Elle se fait au niveau transcriptomique évidemment mais 
également au niveau de son assemblage et de sa dégradation. Nous savons également 
qu’interviennent notamment de nombreux facteurs de croissances et des cytokines. 

La dégradation des collagènes est principalement due à l’action des métalloprotéinases de 
type MMP 70, des enzymes connues pour leur rôle  dans les phénomènes physiologiques tels 
que le développement ou la réparation des tissus mais également pathologiques telle la 
tumorigenèse. Ces protéines seront décrites un peu plus loin dans ce texte, car ce sont 
également des protéines du matrisome. 

I.2.3.1.1.4 Rôles et fonctions du collagène 
 

Les collagènes fibrillaires, les plus abondants chez les vertébrés, contribuent à l’organisation 
architecturale moléculaire, à la forme et la résistance des tissus. Le collagène de type IV est 
un constituant majeur de la MB, qui sera décrite également plus loin. Mais d’autres collagènes, 
dit « mineurs » sont tout aussi essentiels à l’intégrité des tissus pour exemple le cartilage est 
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principalement constitué, en terme de collagène, du type II, mais on trouve également la 
présence de collagène de type IX (1% à l’âge adulte) et de type XI (3 % à l’âge adulte) 71. 

Quant à leur fonction de régulation cellulaire, on peut citer le rôle du collagène de type VII 
dans la cicatrisation, intervenant également dans l’ancrage des fibrilles. Ou encore 
l’intervention du collagène de type XXVII qui jouerait un rôle lors de la calcification du cartilage 
et de la transition du cartilage vers l'os72.  

 

I.2.3.1.2 Les protéoglycanes 
 

Les protéoglycanes (PG) sont des protéines que l’on trouve dispersées parmi les fibrilles de 
collagène dans différentes MEC. Au lieu de contribuer à la résistance structurelle, elles 
confèrent des propriétés supplémentaires telles que la lubrification ou encore des fonctions 
de remplissage. En effet, elles sont composées de protéine et de chaînes polysaccharidiques 
appelées glycosaminoglycanes (GAGs). L'ajout de GAG fournit aux protéoglycanes une charge 
négative élevée, et cette charge négative, rend la molécule très hydrophile et est capable 
d’attirer des quantités considérables de molécules d’eau ainsi que des cations tels que le 
calcium ou le sodium. Par exemple dans les cartilages, cette propriété permet aux PG de 
résister aux forces de pression, en déplaçant l’eau retenue.  D’autre part, certains GAGs, en 
particulier les sulfates d'héparane ou HSPG (Heparane Sulfate ProteoGlycan), sont un des 
constituants principaux de la membrane basale mais lient également de nombreux facteurs 
de sécrétion et de croissance à la MEC73. 

I.2.3.1.2.1 Structure 
 

La multitude de contributions apportée par les protéoglycanes à des processus physiologiques 
tels que la prolifération cellulaire, la migration, l’immunité et l’assemblage de la matrice est 
en grande partie due à la diversité structurelle de cette superfamille moléculaire.  

Les protéoglycanes sont constitués en un noyau protéique auquel des chaînes 
polysaccharidiques linéaires chargées négativement sont liées par covalence. Les GAG sont 
composés de répétitions de disaccharides et varient en ce qui concerne leurs schémas de 
sulfatation. On distingue plusieurs types de GAG, classés en fonction de la structure de leurs 
séquences de chaînes disaccharidiques, le nombre et la position du groupement sulfate : les 
héparanesulfates ou héparine, les chondroïtines sulfates, les kératines sulfates et les 
dermatanes sulfates. Ces chaînes structurellement distinctes donnent des propriétés de 
liaison et des capacités de signalisation différentes aux protéines, dont le cœur protéique peut 
également varier74. En effet, certains cœurs protéiques ont la particularité de pouvoir être 
exprimés sans l’addition de GAG, on dit qu’ils sont PG à temps partiel, contrairement à 
d’autres qu’on ne retrouve pas autrement, comme les syndecanes. D’autres sont encore 
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limités à type bien précis de GAG, alors que d’autres peuvent subir de multiples 
modifications74.  

I.2.3.1.2.2 Synthèse des protéoglycanes 
 

Les principales étapes de la synthèse des protéoglycanes (excepté le sulfate de kératane KS) 
sont les suivantes : la formation de la protéine de cœur, la formation du tétrasaccharide 
particulier (GlcA-Gal-Gal)-Xyl) qui se liera à certaines serines de la protéine de cœur et ensuite 
les chaines de GAG sont polymérisées par ajout successif de motifs disaccharidiques, avant 
d’être potentiellement modifiées75. Ces étapes sont coordonnées par de nombreuses 
enzymes telles que les glycosyltransférases ou sulfotransférases, présentes à la membrane du 
réticulum endoplasmique (RE) et dans l’appareil de Golgi. Après synthèse, les PG sont 
transportés de l’appareil de Golgi vers leur destination : la MEC, la surface cellulaire ou les 
organites intracellulaires. La variabilité observée dans la structure de la chaîne GAG d’un type 
cellulaire à l’autre indique que la localisation cellulaire des PG dépend en grande partie de la 
composition des GAG76.  

I.2.3.1.2.3 Rôles et fonctions des protéoglycanes  
 

La diversité de la fonction des protéoglycanes rapportée dans la littérature est 
quantitativement égale à la diversité de la structure des protéoglycanes, cependant, comme 
les collagènes, les protéoglycanes sont des protéines clés de la MEC, apportant non seulement 
un soutien structurel mais également en influençant le comportement cellulaire dans les 
processus physiologiques et pathologiques77 . 

Néanmoins, une classification des PG basée sur la localisation cellulaire, l’homologie globale 
protéine/gène et l’association protéine/GAG permet d’avoir un aperçu des différentes 
fonctions existantes pour ce type de protéines. Voici les quatre grandes classes de PG et 
quelques PG pour exemple : 

• Le protéoglycane intracellulaire :  
 La serglycine, présente dans les granules de mastocytes, et qui sert notamment 
de colle biologique aux protéases présentes dans les granules. Elle est seule dans sa 
catégorie. 
 

• Les protéoglycanes à la surface cellulaire :  
 Les syndécanes, des protéines transmembranaires à héparane sulfate (HSPG), 
dont les différentes fonctions sont l’adhésion à la MEC, en se liant notamment avec 
les collagènes de type I, II et V, ou encore de nombreuses liaisons avec divers facteurs 
de croissance. 
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Les glypicanes, qui sont également des HSPGs, sont des protéines dont 
l’extrémité C-terminale est liée à la membrane plasmique via une ancre 
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Elles sont impliquées dans le contrôle de la 
croissance tumorale et de l’angiogenèse. 
 

• Les protéoglycanes péricellulaires et de la membrane basale 
 Les perlécanes, autre HSPG, sont exprimés dans divers tissus (vasculaire, 
avasculaire, membrane basale), ils interviennent entre autres dans la modulation de 
l’adhésion cellulaire, dans le métabolisme des lipides. 
 Les agrines, HSPG à haut poids moléculaire, possèdent 9 domaines homologues 
aux inhibiteurs de protéase. Leur forme transmembranaire est très exprimée dans les 
axones et les dendrites, et pourrait être en s’associant avec les neurites, un récepteur 
ou un corécepteur. Comme le perlécane, leurs fonctions sont diverses et variées grâce 
leur structure particulière et modulable. 
 

• Les protéoglycanes extracellulaires :  
 Les hyalectanes sont une famille de PG comprenant l’aggrécane, le versicane, 
le neurocane et le brévicane, des protéines ayant une structure tridomaine. Un 
domaine N-terminal qui se lie à l’hyaluronane, un domaine central contenant les 
chaînes latérales GAG et un domaine C-terminal qui lie les lectines. Elles agissent 
souvent comme des ponts moléculaires entre la surface des cellules et les matrices 
extracellulaires. 
 

• Les SLRPs (Small Leucine-Rich Proteoglycans = petites protéoglycanes riches en 
leucine), sont des protéines de masse moléculaire relativement bas comparativement 
aux autres PG, comme leur nom l’indique, constituée de répétition riche en leucine. 
Elles sont présentes dans la plupart des MEC et sont fortement exprimées au cours 
du développement dans les membranes minces enveloppant les organes essentiels 
tels que les méninges, le péricarde ou encore l’endomètre. Cette omniprésence 
suggère qu’elles seraient impliquées dans la régulation de la forme et de la taille des 
organes pendant le développement embryonnaire et l’homéostasie. Elles seraient 
également impliquées dans l’assemblage du collagène fibrillaire 78. 
 

I.2.3.1.3 Les glycoprotéines  
 

Les glycoprotéines79 sont des protéines porteuses de manière covalente d’un ou plusieurs 
groupes oligosaccharidiques. Ce sont, comme les protéoglycanes, des protéines relativement 
volumineuses et complexes. Leur rôle est fondamental dans de nombreux processus 
biologiques, notamment la défense immunitaire, la croissance et l’adhésion cellulaire, la 
fécondation ou encore la réplication virale. Il existe plusieurs types de glycosylation, mais les 
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plus courantes sont la N-glycosylation et la O-glycosylation. Cette modification peut influencer 
de manière significative la conformation de la protéine, et par conséquent sa fonction ou son 
interaction avec d’autres protéines. La glycosylation est la modification post-traductionnelle 
la plus abondante mais aussi la plus complexe, plus de la moitié des protéines naturelles sont 
glycosylées80. 

I.2.3.1.3.1 Structure 
 

La structure des glycoprotéines peut être extrêmement variable, en effet, elles peuvent 
posséder un ou plusieurs sites de N ou O-glycosylation, et différents sites peuvent être 
glycosylés, ou pas, avec des structures de glycosylation différentes selon les conditions (âge, 
pathologie, …). Une même protéine peut avoir différentes activités en fonction de ses 
glycoformes. Sept monosaccharides composent les différents glycanes liés aux protéines : le 
mannose, le glucose, le fucose, le galactose, la N-acétylgalactosamine, la N-acétylglucosamine 
et les acides sialiques. Ils peuvent être reliés entre eux par chaînes linéaires ou ramifiées de 
longueur et de complexité variable, et parfois aussi modifiés (sulfatation, phosphorylation...), 
ce qui augmente considérablement la diversité des glycoprotéines.  

Lors d’une N-glycosylation, la liaison entre la protéine et la chaîne saccharidique se fait entre 
l’azote (N) du groupement amide de l’asparagine et une N-acétylglucosamine. Les arbres 
glucidiques de ce type de liaison peuvent être très étendus avec une diversité de glycanes 
souvent grande et volumineuse. 

La O-glycosylation, a un encombrement stérique moindre que la N-glycosylation. Les sucres 
sont généralement plus petits et moins ramifiés, cependant ils ne partagent pas de noyau 
commun bien défini et leur structure peut-être très diverse.  

I.2.3.1.3.2 Synthèse 
 

La synthèse des glycoprotéines va naturellement varier en fonction du type de glycosylation. 
Par exemple, la N-glycosylation est une modification essentiellement co-traductionnelle, le 
glycane est rattaché à la protéine lors de son transport dans le RE. Ensuite, la biosynthèse 
continue avec un assemblage de glycanes précurseurs, qui lors de la phase de maturation dans 
l’appareil de Golgi, seront combinés par différents clivage et addition d’oses, réalisé par des 
enzymes stockés dans les citernes de l’appareil de Golgi. Ce qui donnera cette grande variété 
de glycoprotéines. 

La O-glycosylation est une modification catalysée généralement par des glycosyltransferases, 
qui ajouteront les résidus de polysaccharide directement sur les acides aminés cibles les uns 
après les autres. 
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I.2.3.1.3.3 Rôles et fonctions 
 

Les glycoprotéines sont fondamentales dans de nombreux processus biologiques importants, 
notamment la fécondation, la défense immunitaire, la réplication virale, les infections 
parasitaires, la croissance cellulaire, l'adhésion cellulaire, la dégradation des caillots sanguins 
et l'inflammation. Les glycoprotéines sont des composants majeurs de la surface externe des 
cellules. Les structures des oligosaccharides changent radicalement au cours du 
développement et il a été démontré que des ensembles spécifiques d'oligosaccharides sont 
exprimés à des stades distincts de la différenciation. En outre, les altérations des 
oligosaccharides à la surface des cellules sont associées à diverses conditions pathologiques.  

La majorité des protéines de surface cellulaire ou secrétées sont glycosylées. Le fragment 
glucidique d’une glycoprotéine peut participer directement à divers événements de 
reconnaissance, mais également modifier les propriétés de la protéine. En effet, la grande 
taille des oligosaccharides leur permet de couvrir des zones importantes du point de vue 
fonctionnel et  de moduler les interactions des protéines avec d’autres molécules81. 

Voici dans la table 4 une liste non exhaustive de différentes familles de glycoprotéine de la 
MEC ainsi que leur activité/ fonction biologique. 
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Table 4 : Quelques groupes de glycoprotéines de la MEC, leurs fonctions connues et les articles qui en réfèrent 

Glycoprotéines Description et fonctions Localisation Références 

Fibulines 

Groupe de 7 glycoprotéines liées au Ca2+ 
• Rôle dans l’assemblage des fibres élastique dans la 

MEC 
• Rôle dans plusieurs processus cellulaire tels que la 

croissance, la différenciation ou l’angiogenèse. 

Présentes dans la 
membrane basale, sang et 

les artères 

82 

Fibronectines 

Grande glycoprotéine, c’est un dimère formé de 2 sous-unités 
liées par 2 ponts disulfures près de leur extrémité C-terminale 

• Régule l’adhésion en se liant avec l’intégrine (protéine 
transmembranaire) 

• Acteur important dans la fibrillogénèse 

Présentes dans toutes les 
matrices 

82, 83 

Fibrinogènes 

Grandes glycoprotéines fibreuses à trois paires de chaînes 
polypeptidiques 

• Joue un rôle important dans la coagulation du sang, la 
fibrinolyse, les interactions entre cellules et matrice, 

l'inflammation, la cicatrisation des plaies et la 
néoplasie 

Principalement dans le sang 82, 84 

Laminines 

Protéines hétérotrimériques de grandes tailles 
• Contribue à la structure globale en interagissant avec 

les intégrines, dystroglycane, COL4, etc… 
• Intervient dans le fonctionnement normal de divers 

organes tels que les nerfs, les vaisseaux sanguins ou 
les reins. 

Présentes dans la 
membrane basale 

82 

Elastine 

Protéine de 68 kDa, insoluble, et dont l’hydrophobicité lui 
confère des propriétés élastiques. 

• Un des constituants principaux des fibres élastiques 
présentes dans les tissus. 

Artères, tissu conjonctif, 
poumons, peau et vessie 

85 
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I.2.3.2 Les protéines associées au matrisome 
 

Dans cette catégorie, il y a principalement les protéines connues pour s’associer à la MEC, et 
les protéines possédant des similitudes avec celles-ci. Ce groupe est également divisée en trois 
catégories, catégorisation basée sur leur activité, fonction biologique, et non sur leur structure 
contrairement aux protéines du core matrisome 66.  

I.2.3.2.1 Les protéines régulatrices de la MEC  
 

Les fonctions de ces protéines sont de se lier (transferase), de couper (hydrolases) ou de 
modifier (les « modification » -ases) les protéines de structure de la MEC.  

Pour les classifier, il existe une nomenclature dite EC, pour Enzyme Commission, développée 
par le comité des nomenclatures de l’Union Internationale de Biochimie et de Biologie 
Moléculaire (NC –IUBMB), en se basant sur le type de réactions catalysées 86, ce qui nous 
ramène au 3 premières classes sur les 6 existantes : les oxydoréductases, les transférases et 
les hydrolases qui représentent plus de la moitié des protéines régulatrices . 

Cependant, il existe également une bases de données un peu plus spécifique, MEROPS 
(https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml), dans laquelle sont représentées huit familles 
de protéases et leur(s) inhibiteur(s) dont la classification est basée cette fois-ci sur le fragment 
chimique qui participe à l'hydrolyse 87 et non plus à la réaction. C’est en partie à partir de cette 
base de classification que sera représentée une liste non exhaustive des différentes familles 
de ces protéines régulatrices de la MEC (Table 5) 

 

I.2.3.2.2 Les protéines secrétées  
 

La MEC possède également un « réservoir » de nombreux facteurs. De cette manière, la MEC 
peut conserver certains facteurs de croissance qui peuvent être libérés par protéolyse et 
peuvent induire localement une prolifération, croissance ou différenciation. Nous y trouvons 
des facteurs de croissances, notés généralement XGF, X pour le tissu concerné et GF pour 
Growth Factor (facteur de croissance), tels que le FGF (Fibroblast Grow Factor) ou encore l’EGF 
(Epidermal Grow Factor), des cytokines ou encore d’autres facteurs secrétés qui vont se lier 
avec différentes protéines de la MEC, telle que la fibronectine, la vitronectine ou encore la 
syndécane. 

 

 

  

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml
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Table 5 : Quelques famille de protéines régulatrice de la MEC, leur(s) fonction(s), leur(s) substrat(s) et les articles qui en réfèrent 

Famille de 
protéines Classification Quelques protéines MEC Références 

Hydroxylases, 
oxydases, 

dioxygénases 

Type EC 1.14.11.-, 1.4.3.13.— 
Réactions d’oxydo-réduction 

Les lysyl oxydase (LOX) : forment des aldéhydes à partir de lysine 
réticulation du collagène, de l’élastine 

88 

Transférases ou 
phosphorylase 

Type EC 2.7.1.-, 
Réactions de phosphorylation 

Les glycosaminoglycan xylosylkinase sont responsable de la 
phosphorylation du xylose dans la région de liaison 

glycosaminoglycane-protéine des protéoglycanes, régulant ainsi la 
quantité de chaînes de GAGs matures 

Uniprot 
www.uniprot.org 

Sérines 
protéases 

Type EC 3.4.21.- ; identifiant MEROPS : 
S01 

Réaction d’hydrolyse d’un lien peptidique 
avec un résidu sérine sur le site actif de 

l’enzyme 

HTRAs, Plasminogènes, Trypsines, chymotrypsines… 
 

89 

Cathepsines 

Type EC 3.4.22.- ; identifiant MEROPS : 
C01 Réaction d’hydrolyse d’un lien 

peptidique avec un résidu cystéine sur le 
site actif de l’enzyme 

Les cathepsines à cystéine sont des protéases de plusieurs 
protéines de la MEC (laminines, collagène...) 

90 

Les 
metalloprotéases 

Type EC 3.4.24.- ; identifiant MEROPS : 
M10 (matrix metallopeptidase) et  M12 
(adamlysines) Réaction d’hydrolyse d’un 

lien peptidique avec un un ion Zn2+ lié à 3 
résidus histidine sur le site actif de 

l’enzyme 

Les protéines ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) sont 
capables d’adhérer aux intégrines grâce à leur séquence riche en 

cystéine, et comme les MMPs (Matrix MetalloProtease), peuvent 
dégrader des composants de la MEC. Les inhibiteurs des MMPs 

sont les Tissue Inhibitor of Metalloproteoinases , les TIMPs 

91, 70 
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I.2.3.2.3 Les protéines affiliées à la MEC  
 

Dans ce groupe, nous trouvons des familles de protéines qui partagent des similitudes 
architecturales ou biochimiques avec d’autres protéines de la MEC ou qui sont connues pour 
être associées avec des protéines de la MEC57.  

 

La MEC est donc un échafaudage dynamique constitué de divers matériaux (les collagènes, 
les glycoprotéines et les protéoglycanes) mêlés entre eux, modifiés, ajustés, découpés par 
des ouvriers spécialisés chacun dans un domaine particulier (les protéines régulatrices) mais 
est également un réservoir de matières premières, d’outillage (les protéines secrétée) 
nécessaire pour le bon fonctionnement de cette charpente auto-adaptable.  

Chaque groupe contribue à sa manière afin de former des assemblages tout en maintenant 
une homéostasie structurale et fonctionnelle des tissus. 

 

I.2.3.3 Forme particulière de la MEC : la membrane basale (MB) 
 

La membrane basale (MB) est une matrice de type péricellulaire, elle se situe entre les cellules 
épithéliales et le tissu conjonctif. Le sujet de cette étude portant sur l’analyse des petits 
vaisseaux, nous nous intéressons particulièrement à cette forme notable de la MEC. Si la 
composition des molécules qui la constitue varie en fonction du tissu, la membrane basale est 
généralement composée de collagène de type IV, de nidogène (ou entactine), de laminines, 
de perlecane et parfois un peu de collagène de type XV et XVIII. Sa fonction est de soutenir les 
cellules endothéliales, musculaires et adipeuses mais également de jouer le rôle de filtre entre 
les cellules épithéliales et le compartiment sanguin, ou entre deux types de tissus conjonctif 
différents.  

La microscopie électronique en transmission révèle une structure en forme de feuille de 50 à 
100 nm d'épaisseur, d'aspect amorphe. Ces structures morphologiques se retrouvent 
généralement sous-jacentes à des feuilles de cellules endothéliales et entourant la plupart des 
cellules musculaires, cellules adipeuses et axones nerveux périphériques 92 

Bien que la «lame basale» et la «membrane basale» soient souvent utilisées de manière 
interchangeable dans certains tissus, tels que le muscle squelettique, la membrane basale est 
composée de trois structures distinctes appelées lamina 93 :  

• Au plus près de la surface épithéliale, se trouve la lamina lucida, une couche 
transparente aux électrons, d’environ 50 nm d’épaisseur. Elle est riche en laminines, 
qui vont se lier à la portion extracellulaire des intégrines. 
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• La lamina densa est la couche intermédiaire, elle est constituée de collagène de type 
IV mais également de laminines, de nidogène et de perlécane. Elle a une largeur 
variable de 20 à 300 nm, selon l'emplacement. 

• La lamina fibroreticularis, fibrillaire comme son nom l’indique, contient des 
composant des fibrilles d’épaisseur variable qui se fondent imperceptiblement dans 
la matrice du tissu conjonctif. Elle est constituée de collagène de type I, III et VII mais 
également de fibronectine qui la relie aux autres laminae. 

Les composants de la membrane basale sont de grandes protéines modulaires (figure 6). Plus 
de 20 gènes dans la membrane basale ont été identifiés et séquencés. 

• Le collagène de type IV est le composant de la membrane basale le plus répandu et 
est considéré comme responsable de la stabilité mécanique de la membrane basale. 
C’est un collagène non fibrillaire, il fait partie des collagènes en réseau (Table 3). Chez 
les mammifères, il existe six chaînes génétiquement distinctes de Col IV, α1 (IV) à α6 
(IV), tous ont des structures de domaine similaires. Il est composé d’un domaine court 
non collagénique, d’un domaine collagène à triple hélice moyen long et d’un domaine 
globulaire non collagénique. La partie hélicoïdale centrale de la chaîne α contient 1400 
Gly-X-Y, cette séquence est interrompue par environ 20 courtes régions non 
collagènes, ce qui explique la souplesse des membranes basales. Trois chaînes α (2 α1 
et 1 α2) s'associent pour former un protomère (ou monomère), ensuite 2 protomères 
vont générer un dimère, jusqu’à l’élaboration d’un échafaudage supramoléculaire 
comprenant des tétramères de collagène de type IV sous forme de réseau 
polygonal(Figure 5). 

 

 

 

Figure 5 : Description et formation de la 
structure en réseau du collagène de type IV 

(adapté de Kalluri 200394) 
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• Les laminines, une famille de glycoprotéines présente uniquement dans les 
membranes basales, sont les glycoprotéines non collagéniques les plus abondantes 
dans cette matrice. Les laminines sont des trimères composées de chaîne α, β et γ, 
classées selon une nomenclature bien spécifique 95. La laminine-111, une protéine 
avec une composition de chaînes α1, β1 et γ1, dont l’autoassemblage est dépendant 
du calcium, est le type de laminine le plus abondant dans les membranes basales, 
d’autres types de laminine sont exprimées dans la membrane basale mais d'une 
manière spécifique au tissu. La chaîne α1 longue d’environ 200 kDa, possède trois 
domaines globulaires au niveau de son extrémité N-terminale, séparés par des 
séquences EGF, une séquence hélicoïdale et un domaine G, comportant 5 domaines 
globulaires. Les chaînes β et γ, sont composés de 2 domaines globulaires en N-terminal 
séparé par 2 EGF répétés et d’une séquence hélicoïdale. L’assemblage de ces trois 
chaînes forme une croix, le bras long de la croix étant les séquences en triple des 
chaînes α1, β1 et γ1, avec le domaine G de la chaîne α1. Les bras courts sont 
respectivement les N-terminaux de chaque chaîne. Le domaine G est le site principal 
d’adhésion cellulaire de la laminine et le site de liaison avec le nidogène (ou entactine) 
est localisé dans les répétitions EGF du domaine γ1. Les LM-111, LM-211 et LM-221 
s'auto-assemblent par gélification thermique dépendante du calcium. 
 

• Le nidogène 96 ou entactine97, est une glycoprotéine de 150 kDa, a une structure sous 
forme d’haltère comportant trois domaines globulaires séparés par deux segments en 
forme de tige. Elle se lie à la laminine via la chaîne γ1 et son domaine G2 interagit avec 
la région tripe hélice du collagène de type IV.  
 

• Le perlécane, un protéoglycane comportant des héparanes sulfate (HSPG) d’environ 
500 kDa, est également abondamment exprimé dans les membranes basales. Il doit 
son nom à sa forme ressemblant à une série de perles lorsqu’il est visualisé au 
microscope électronique. La protéine comporte 5 domaines distincts et N-terminal est 
lié à trois héparane sulfate qui alourdit sa masse de 800 kDa. Chaque domaine possède 
une fonction distincte mais cette introduction se limitera aux modules en lien avec les 
protéines de la membrane basale. Le domaine I qui représente la région N-terminal et 
où sont fixés les chaînes héparane sulfate, ne contient pas de résidu cystéine et son 
rôle principale est la séquestration (et la libération en temps voulu) des facteurs de 
croissance. Fait relativement rare pour être relevé, aucune homologie n’existe entre 
ce module et d’autres protéines connues, présentes dans les bases de données 
protéiques 98.  
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Le domaine III et une partie du domaine V, homologue du bras court de la laminine, 
comprend trois domaines globulaires de laminine parmi 11 répétitions EGF 99. Outre 
ces quatre protéines majeures, il existe d’autres composants de la membrane basale, 
qui vont notamment varier d’un tissu à l’autre.  
 

 

Figure 6 : Description de l’interaction entre les différentes protéines majoritaires de la MB (adapté de Mak 201793) 

 

  



56 
 

I.2.4 Maladie des petites vaisseaux cérébraux et matrisome  
 

Pour rappel (voir paragraphe 1.1), le cercle de Willis se divise en 3 artères principales et à leur 
tour, elles vont donner plusieurs artères qui vont progressivement devenir plus petites et 
courir à la surface du cerveau 100. 

Selon le type, l’emplacement ou encore le diamètre des vaisseaux sanguins, le matrisome sera 
différent. Dans les grandes artères et artérioles, la MEC est une structure spacieuse dans 
laquelle les cellules musculaires lisses sont présentes tandis que les capillaires comportent 
uniquement une très fine membrane basale, qui sépare l’endothélium des péricytes, des 
astrocytes et des neurones (Figure7). 

 

 

 

Figure 7 :  A : Schéma illustrant la transformation progressive des artères cérébrales en capillaires (d’après 
Girouard,2006)101. B : Coupe transversale des différents types de vaisseaux ainsi que leur composition (d’après Haffner, 
2016)102. 

 

Le matrisome, notamment la membrane basale est donc un lieu très stratégique entre la 
microcirculation cérébrale et les astrocytes. La membrane basale des vaisseaux contribue à 
l'intégrité de la barrière hémato-encéphalique (BBB, Blood Brain Barrier), qui est formée par 
les cellules endothéliales et les capillaires cérébrales. Ces cellules reçoivent le soutien de 
péricytes et des pieds astrocytaires. La membrane basale des petits vaisseaux cérébraux 
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forme un réseau protéique tridimensionnel composé principalement de laminine, de 
collagène IV, de nidogène et de protéoglycanes sulfate d'héparane (perlécane), et plus 
particulièrement la fibronectine insoluble, la fibuline 1 et 2, le collagène de type XVIII, les 
thrombospondines 1 et la protéine SPARC (secreted protein acidic and cysteine rich). 
L'assemblage de la membrane basale vasculaire dépend d'un autoassemblage initial de 
laminine en une feuille suivie d'une liaison au nidogène et aux HSPG. Pour compléter la 
formation de la membrane basale vasculaire, le nidogène et les HSPG sont liés au collagène 
IV, permettant ainsi à ce dernier de former un réseau polymère. Selon la taille et 
l’emplacement du vaisseau, c’est principalement la composition et les isoformes de laminine 
qui seront modifiés. Cette membrane soutient mutuellement les interactions entre les cellules 
endothéliales, les péricytes et les astrocytes. Des changements majeurs dans la composition 
moléculaire de la membrane basale sont observés dans des contextes pathologiques. Lors 
d’un accident vasculaire cérébral, la perte d'intégrité de la BBB s'accompagne d'une régulation 
positive des enzymes protéolytiques et d'une dégradation des protéines de la membrane 
basale103.  

Les données histopathologiques dans le cadre des maladies des petits vaisseaux indiquent que 
les modifications sont principalement des modifications majeures de la MEC associée à une 
dégénérescence plus ou moins sévère des cellules musculaires lisses. En effet, les maladies 
des petits vaisseaux sont décrites physiologiquement comme une expansion massive de 
matrice extracellulaire, appelée également fibrose 104 qui va entrainer l’épaississement de la 
MB ou encore l’accumulation excessive de protéines, les agrégats de protéines telles que les 
protéines du collagène105 dans les intima, les media et les adventices.   

Très récemment, deux revues ont mis évidence le lien entre les maladies des petits vaisseaux 
et la MEC qui entoure les petits vaisseaux 8,106. La plupart des formes monogéniques de 
maladies des petits vaisseaux sont causées par des modifications des protéines du matrisome.  

Le cas le plus évident étant la maladie du collagène de type IV, constituant fondamental de la 
membrane basale, la modification génétique entraine de fortes altérations fonctionnelles de 
la membrane basale des vaisseaux cérébraux. Le collagène de type IV interagit avec des 
composés important pour la formation et la stabilité de la MB tels que la laminine, le nidogène 
et le perlécane107,108 mais il a été démontré également que le réseau COL4A1/COL4A2 
interagit directement avec plusieurs voies de signalisation impliquées dans l'angiogenèse 
telles que le facteur de croissance-TGFβ 109, voie de production de la MEC, incontournable 
pour la stabilité et l’intégrité des vaisseaux 39,110. 

Dans le cadre de CARASIL, la protéine HTRA1 est non seulement une protéine de la MEC mais 
également une enzyme importante dans la régulation de divers processus physiologiques dans 
la MEC. Elle a aussi probablement rôle dans la voie de signalisation du TGFβ, bien que certaines 
études se contredisent 40–43. Et en tant que protéase, elle a de nombreux substrats, 
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notamment dans la MEC, telles que la fibronectine 111, l’aggrécane112, ou encore la 
fibromoduline, la vitronectine et la protéine ADAM9 38. 

Dans la pathologie CADASIL, nous avons montré que si Notch3  n’est pas une protéine de la 
MEC, son action et son aggrégation sont directement liées à plusieurs protéines de la MEC 
telle que TIMP3 ou encore la vitronectine113. En effet, une étude réalisée sur la dérégulation 
positive de ces deux protéines, anormalement recrutées par NOTCH3ECD (Notch3 ExtraCellular 
Domain), d’un modèle préclinique de souris CADASIL avait pour conséquence la réduction du 
tonus myogénique (la capacité des artères de résistance à se contracter suite à une élévation 
de la pression) et l’apparition de lésions de la substance blanche. Cependant, malgré la 
réduction de ces protéines par la manipulation du niveau d'expression suggère que d'autres 
protéines pourraient être en jeu31. LTBP-1,  la protéine de liaison latente TGF-β 1, protéine de 
régulation important dans la voie de signalisation du TGFβ est également recrutée dans les 
GOMs, ce qui confirmerait à nouveau une dérégulation de cette voie de signalisation 
essentielle114. HTRA1 a également une augmentation de son expression dans CADASIL, bien 
qu’elle ne soit pas recrutée dans les GOMs, et une étude récente suggère que sa perte de 
fonction, serine protéase, serait un facteur important dans la pathologie115. 

En comparant les maladies monogéniques et les maladies sporadiques des petits vaisseaux 
cérébraux, il a pu être constaté que les symptômes cliniques et les données 
histopathologiques sont très similaires, notamment CADASIL et CARASIL, ce qui signifie que 
des perturbations spécifiques du matrisome ont la capacité de produire de lésions vasculaires 
équivalentes. Quelques études protéomiques ont été réalisées dans le cadre des maladies 
monogéniques, surtout CADASIL, que cela soit sur de l’humain (en stade terminal 
généralement) ou sur des animaux25,113,115 , il y en a beaucoup moins pour les maladies 
sporadiques des cSVD, et peu se concentrent particulièrement sur la matrice 
extracellulaire113,115, qui est le principal sujet de cette thèse. 

I.2.5 Protéomique de la matrice extracellulaire 
 

Bien que la spectrométrie de masse en protéomique soit une méthodologie extrêmement 
puissante, permettant d’analyser et même de quantifier plusieurs milliers de protéines en 
quelques heures, l’étape de traitement de l’échantillon, qui va consister principalement à 
extraire les protéines d’intérêts de cellules ou de tissu et à les rendre compatibles avec une 
analyse par le spectromètre de masse, est fondamentale. L'isolement ou la purification des 
protéines est la première étape nécessaire, elle sera ensuite suivie d’une étape de clivage 
spécifique des liaisons peptidiques avec une ou plusieurs enzymes, étape qui est 
communément appelée digestion des protéines. Le chapitre « I.3 Protéomique, spectrométrie 
de masse et quantification » décrira de manière plus générale les méthodologies pour 
l’extraction et la solubilisation des protéines des tissus. 
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Il existe différentes méthodes d’extraction en fonction du matériel initial, que cela soit des 
cellules116–118,  des fluides 119 ou encore un tissu 120,121 mais il faut tenir compte de la question 
à laquelle il faut répondre. En effet, si la recherche porte sur les différents substrats d’une 
protéine, d’une enzyme particulière 122,123, d’une seule protéine et de ses modifications post-
traductionnelles 124, d’une particularité physicochimique comme les protéines membranaires 
125,126, ou encore de protéines issues d’une localisation particulière en utilisant en particulier 
le fractionnement subcellulaire 127,128, le traitement apporté sera très différent. Plusieurs 
approches ont été développées pour traiter et enrichir les composants du matrisome et 
éliminer les protéines intracellulaires, cependant elles consistent principalement en deux 
méthodes distinctes, la décellularisation et l’extraction protéique. Elles sont très souvent 
combinées 129. 

I.2.5.1 La décellularisation 
 

Comme son nom l’indique, cette méthode va consister à extraire les cellules pour ne laisser 
que la matrice extracellulaire environnante. Elle implique l'utilisation de détergents faibles, 
et/ou d’enzymes telle que la trypsine ou de tampons à faible force ionique pour perturber 
l’organisation des membranes cellulaires ce qui mènera à la libération de protéines 
intracellulaires en solution tout en préservant la construction MEC insoluble.  

L'utilisation de tissus décellularisés est de plus en plus fréquente dans les stratégies de 
médecine régénérative et d'ingénierie tissulaire. Ce processus mis au point par Stephen F. 
Badylak 130, permet aujourd’hui aux patients d’avoir une greffe de tissu en minimisant le risque 
de rejets.  

La procédure est relativement simple : suite à l’immersion du tissu dans un tampon 
dénaturant tel que le SDS, le Triton X-100 ou l’hydroxyde d’ammonium 131–135 pour 
désorganiser les composants cellulaires et les éliminer, les maillages de MEC décellularisés 
peuvent ensuite être homogénéisés, solubilisés et digérés par des protéases pour l'analyse 
protéomique des composants de la MEC.  Ces techniques de décellularisation, développées 
initialement à des fins d'ingénierie tissulaire où l'élimination complète des protéines 
cellulaires est essentielle pour éviter d'éventuelles réponses immunitaires indésirables, 
demandent plusieurs heures à plusieurs jours de traitement physique et chimique ce qui peut 
conduire à la dégradation des protéines. 

Selon le type de tissus ou de cellules, le rendement est différent, cependant les différentes 
études ayant utilisé cette technique 131,133,134 arrivent à la même conclusion : cette méthode 
enrichit principalement les protéines constitutives du cœur matrisome, notamment les 
collagènes et les glycoprotéines, au détriment des protéines associées au matrisome , qui sont 
pour beaucoup d’entre elles solubles et seront donc éliminées lors des différents lavages. 
D’après une étude comparative sur les différentes méthodes d’enrichissement du matrisome 
134, un traitement sans enrichissement des tissus de types pulmonaire et mammaire peut 
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conduire au même taux d’identification des protéines du matrisome voire à une meilleure 
couverture du matrisome qu’une étude avec un enrichissement au préalable. Il est à noter 
cependant que ce type de méthode a été développé initialement pour des préparations de 
matrice pour l’ingénierie médicale tissulaire, et le but tend vers l’élimination des cellules, de 
l’ADN tout en préservant la structure de la MEC, et non du matrisome. 

 

I.2.5.2  L’extraction séquentielle des protéines de la MEC 
 

Une autre méthode couramment utilisée pour enrichir et extraire les protéines de divers tissus 
est l’utilisation de divers solvants et détergents pour extraire séquentiellement les protéines 
des différents compartiments cellulaires et récupérer la fraction la plus insoluble, les protéines 
de la MEC. Selon les tissus et les protocoles, il peut y avoir quelques différences mais dans 
l’ensemble, le principe reste le même, utiliser des solvants de plus en plus stringents jusqu’à 
récupérer le culot insoluble contenant les protéines de la MEC 136–138. Ensuite, une autre étape 
importante est de le solubiliser en utilisant d’autres détergents ou encore des agents 
chaotropes comme le chlorure de guanidium 137, du diméthylsulfoxyde 131 mais aussi des 
protéases telles que la déglycosylase, la pepsine ou la collagénase 131,136,137,139. 

Avec un rendement légèrement plus élevé que la décellularisation, l’identification des 
protéines associées au matrisome reste relativement bas par rapport à celui des protéines 
constitutives du cœur matrisome. Les différentes étapes d’extraction sont très probablement 
responsables de la perte de cette catégorie de protéines136. 
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I.3 Protéomique, spectrométrie de masse (MS) et quantification  
 

Les sujets abordés dans ce chapitre seront plus méthodologiques et analytiques, il sera 
question des traitements de l’échantillon de type tissu en vue d’une analyse en spectrométrie 
de masse. Les principes de la spectrométrie de masse pour l’analyse des protéines, ainsi que 
son couplage avec la chromatographie liquide sont également décrits, avant de terminer avec 
les différentes méthodes de quantification relative utilisées en spectrométrie de masse, le 
traitement des données ainsi que leur interprétation.  

Dans ce manuscrit ne sera pas abordée l’étude des protéines entières ni leur mode d’analyse 
en spectrométrie de masse, le top-down (approche descendante) ou la spectrométrie de 
masse native pour les complexes. Seule l’approche descendante, bottom-up en anglais, 
utilisée pendant ce travail de thèse, sera abordée. Pour cette approche, les protéines (up) sont 
lysées enzymatiquement ou chimiquement et ce sont leurs peptides qui sont, éventuellement 
séparés par chromatographie liquide (HPLC), détectés en MS (bottom) et séquencés en 
MS/MS (figure 8). Ces analyses sont suivies d’un traitement bio-informatique permettant de 
mettre en évidence les protéines candidates. Les masses ou les éléments de séquence des 
peptides obtenus expérimentalement vont être comparés aux masses et séquences obtenues 
en simulant l’hydrolyse de toutes les protéines répertoriées dans les bases de données. Des 
algorithmes permettent alors de déterminer avec une grande robustesse les protéines 
analysées par comparaison. 

 

Figure 8 : Stratégie du bottom-up en protéomique 
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I.3.1 Pourquoi analyser le Protéome ? 
 

Le protéome, terme qui désigne l’ensemble des produits du génome d’un être vivant, est 
l’ensemble des protéines exprimées dans un organe, tissu ou cellule donné à temps donné 
dans des conditions données. La protéomique est une approche avancée qui vise à 
caractériser une ou des protéines, ou un protéome, en une ou plusieurs expériences. A 
l’inverse de l'analyse d'une protéine unique utilisant des techniques basées sur des anticorps, 
telles que le Western blot, le dosage immuno-enzymatique (ELISA) et la microscopie 
fluorescente, et qui ne peut être que ciblé sur une protéine et ses isoformes, l’utilisation de la 
spectrométrie de masse offre une opportunité précieuse d'identifier la plupart des protéines 
de manière complétement exploratoire dans une condition définie. La spectrométrie de 
masse peut également, après une expérimentation exploratoire, analyser des échantillons de 
manière plus ciblée. 

Si dans un premier temps, l’étude protéomique en spectrométrie de masse avait pour but de 
déterminer, dans la mesure du possible, la composition en protéines la plus exhaustive 
possible d’un type cellulaire ou tissulaire, très logiquement (et rapidement), les chercheurs 
ont souhaité l’utiliser pour comparer les extraits protéiques provenant de cellules ou de tissus 
dans deux ou plusieurs conditions différentes. Décrire et comprendre le protéome complet et 
de façon quantitative ainsi que corréler sa structure, sa fonction et sa dynamique est un défi 
central et fondamental de la biologie 140. 

 

I.3.2 Traitement de l’échantillon de type tissulaire, de l’extraction à la 
digestion 

 

De nombreuses stratégies de préparation d'échantillons ont été développées afin de 
permettre une production complète et reproductible de peptides protéolytiques à partir de 
protéomes extraits d'une grande variété de types d'échantillons. Une quantification précise 
du protéome dans les cellules et les tissus est nécessaire pour une interprétation adéquate 
des conséquences fonctionnelles des changements dans les protéoformes pour l’étude de 
diverses pathologies. Bien que la culture cellulaire soit un modèle de choix important pour 
étudier les processus se produisant dans les cellules, sa pertinence et sa valeur sont limitées 
pour une étude au niveau d'un organisme 141. De plus, les tissus préservent l'organisation et 
la communication cellulaires natives en trois dimensions. L'analyse directe des protéomes 
tissulaires est donc devenue indispensable, particulièrement dans la protéomique clinique. 
Les méthodes pour en extraire les protéines sont sensiblement les mêmes, un tissu étant 
composé de cellules, les différentes techniques présentées ci-dessous peuvent être 
appliquées sur les deux types d’échantillons. L’extraction et la solubilisation simultanées de 
toutes les protéines d’un tissu reste malheureusement une utopie, compte tenu de 
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l’hétérogénéité des différents molécules présentes, protéines et autre. Il n’y a pas de méthode 
universelle mais un traitement adapté à chaque type d’échantillon. Il est indispensable de le 
déterminer expérimentalement. 

I.3.2.1 Homogénéisation 
 

Cette première étape va consister à homogénéiser l’échantillon et l’action à mener est 
dépendante de l’échantillon à traiter. Nous supposons que l'échantillon va modifier ses 
propriétés physiques sans aucun changement dans la chimie des composants. 

Pour les tissus, la technique la plus rapide et la plus efficace est le broyage ou le cisaillement, 
qu’il soit manuel ou mécanique à l’aide d’une machine type rotor stator ou broyeur à billes. 
Ces manipulations nécessitent la présence de tampons de force dénaturante adaptée au type 
de protéines ciblées. Elle doivent être réalisées à une température de 4°C pour limiter la 
dégradation de l’échantillon protéique et éventuellement, cela dépend du type de tissu, en 
présence d’inhibiteur de protéases 142.  

L’ultrasonication, qui consiste à appliquer une énergie par ondes ultra-sonores pour perturber 
(par cavitation) et déstabiliser jusqu’à la rupture de certaines liaisons des molécules diverses 
d’un échantillon, est aussi une méthode utilisée pour homogénéiser des tissus, qui peut être 
réalisée dans un bain de sonication ou par une sonde en contact direct avec le tissu 143,144. 
L’ultrasonication est utilisée sur des tissus dit mou, tels que le foie ou le cerveau. Cependant 
elle est déconseillée dans les études de complexes non covalents. En effet c’est également un 
outil utilisé pour la modification des structures protéiques, notamment dans l’industrie 
alimentaire 145. 

Si la lyse cellulaire, de type osmotique ou à l’aide de détergent n’est pas une méthode 
proprement dite d’homogénéisation des tissus, elle accompagne généralement les méthodes 
« physiques » citées précédemment. Quand les cellules sont plongées dans un environnement 
hypotonique ou hypertonique, on parlera de lyse osmotique, le déséquilibre osmotique va 
entrainer un excès d’eau dans ou hors de la cellule, ce qui permettra de récupérer, ou 
d’éliminer, les protéines plasmatiques. L’utilisation de détergents pour lyser les cellules est 
expliquée dans le paragraphe suivant, puisqu’ils permettent également de solubiliser les 
protéines hydrophobes. 
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I.3.2.2 Méthode d’extraction et de solubilisation 
 

L'extraction et la solubilisation optimales des protéines à partir de tissus est indispensable 
pour accéder à l'ensemble des protéines disponibles pour l'analyse protéomique. Cela permet 
d’une part d’optimiser la reproductibilité mais également de réduire les contaminants.  

La structure secondaire d’une protéine, représentée notamment par le repliement local de sa 
chaîne principale, est essentiellement constituée par un réseau d’interactions entre les acides 
aminés constitutifs. Les interactions entre les protéines sont basées sur des interactions 
équivalentes. Pour accéder à l’entièreté de la protéine, il faut donc briser ces interactions tout 
en préservant la structure primaire. La rupture des interactions peut être réalisée à l’aide de 
plusieurs méthodes dont les modes d’action diffèrent mais dont les conséquences sont 
similaires : déployer la protéine et la solubiliser. 

• Les détergents : 
Les détergents utilisés ici sont des composés amphiphiles, ils sont composés d’un 
groupe hydrophile et un groupe hydrophobe séparés d’une chaîne hydrocarbonée, et 
c’est cette propriété qui va affaiblir et rompre les différentes interactions existantes 
entre les protéines, les membranes cellulaires et permettre la solubilisation des 
protéines jusqu’aux plus hydrophobes. 
La partie polaire peut être non ionique, anionique, cationique ou zwitterionique. 
L'étendue de la solubilisation et la stabilité de la protéine solubilisée dépendront du 
type et de la concentration du détergent146 mais également de l’échantillon, de la 
température et du temps d’incubation.  
Les détergents ioniques sont souvent plus efficaces, leur mode d’action est de se lier à 
la protéine, puis modifier sa charge apparente et sa structure. Le détergent le plus 
couramment utilisé est le dodécyl sulfate de sodium (SDS), mais il est peu compatible 
avec la trypsine et totalement incompatible avec la chromatographie à polarité de 
phase inversée, et avec les sources d’ionisation en spectrométrie de masse. De plus, il 
est difficile de s’en débarrasser pour la suite des expérimentations 147–149. Bien que 
plusieurs méthodes d’élimination existent 150–152, la plus ancienne étant le gel 
d’électrophorèse 153, elles peuvent être relativement laborieuses et entrainer une 
perte partielle de l’échantillon154 ce qui peut être préjudiciable. 
Le sodium deoxycholate (SDC) est également un détergent ionique, naturel, présent 
dans la bile, et bien qu’il soit un peu moins efficace que le SDS en termes de 
solubilisation et de dénaturation, il a l’avantage d’être compatible avec la trypsine, et 
son élimination est très simple et efficace. Il est de plus en plus utilisé en 
protéomique126,155–157 . 
Les détergents non ioniques, tels que n-dodecyl β-D-maltoside(DDM) ou le Triton X-
100 sont plus doux et non dénaturants et leur action est beaucoup moins agressive 
que les détergents ioniques, ce qui est intéressant lors d’études d’interactions entre 
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deux protéines, mais ont un rendement de solubilisation généralement plus faible 158–

160. 
La force d’interaction des détergents zwitterioniques, qui ont un groupe à la fois positif 
et négatif, se situe en termes de force entre les détergents ioniques et les non-
ioniques, ils sont également non dénaturants mais suffisamment puissants pour 
rompre les liaisons inter-protéine tout en conservant l’état natif et la charge des 
protéines isolées 161,162. 
 

• Agents chaotropiques 
 
A l’instar des détergents, les agents chaotropiques sont utilisés pour affaiblir l’effet des 
propriétés hydrophobes de certaines protéines en détruisant les liaisons hydrogènes 
entre les molécules d’eau. Bien que les liaisons ioniques ne soient pas directement 
affectées par les chaotropes non ioniques tels que l'urée et la thiourée, l'influence de 
ces chaotropes sur la constante diélectrique de l'eau modifie également la force des 
liaisons ioniques. Cependant, les chaotropes seuls ne sont pas efficaces pour les 
échantillons de membranes complexes. Par exemple, ils sont incapables de solubiliser 
la bicouche lipidique des membranes, qui est nécessaire pour la solubilisation des 
protéines membranaires. De plus, en dépliant des protéines, les chaotropes 
augmentent le nombre de résidus hydrophobes exposés au solvant, et donc les 
possibilités d'agrégation des protéines 163. 
 

• Les agents réducteurs  
 
Le rôle des agents réducteurs est de rompre les liaisons disulfures entre les résidus des 
cystéines, favorisant ainsi le dépliement des protéines et permettre ainsi une meilleure 
accessibilité à l’enzyme de digestion. Classiquement le dithothréitol (DTT) est utilisé en 
protéomique, mais sont utilisés également le tri-carboxy-ethyl-phosphine (TCEP), qui 
a l’avantage de ne pas réagir avec les alkylants nécessaires pour bloquer les thiols afin 
que les ponts ne se reforment pas, le tributhyl phosphine ou le beta-mercaptoéthanol. 
 

I.3.2.3 Digestion enzymatique des protéines   
 

La protéolyse des protéines, par voie enzymatique ou chimique (ce dernier aspect ne sera pas 
abordé dans ce paragraphe), est l’ultime étape importante et indispensable, avant l’analyse 
en spectrométrie de masse, pour l'identification, la caractérisation et la quantification des 
protéines par des stratégies protéomiques bottom-up. Toutefois une étape de dessalage, 
d’enrichissement ou de fractionnement, ou une combinaison de ces actions, peut être réalisée 
avant l’analyse.  
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Après extraction et solubilisation, les protéines sont mises en présence d’une endoprotéase, 
qui coupe à l'intérieur de la chaîne peptidique générant des fragments de longueur variable 
selon la nature du(des) site(s) de coupure(s) préférentielle(s). La trypsine est l’enzyme 
généralement utilisée lors d’analyses de type exploratoire, en effet, elle a la spécificité de 
couper en C-terminal des résidus lysine (K) et arginine(R) (sauf s’ils sont suivis d’une proline 
(P)), deux acides aminés basiques, facilitant ensuite des analyses en fragmentation par 
spectrométrie de masse tandem. Ainsi, ceux-ci sont chargés à leurs deux extrémités et se 
fragmentent de façon très régulière. L’arginine et la lysine sont des acides aminés 
généralement bien répartis, 5% en moyenne sur une protéine, ce qui permet d’obtenir des 
peptides d’environ 10 à 15 résidus d’acides aminés, taille favorable pour les analyses en 
spectrométrie de masse tandem 164.  
Cependant, selon l’étude réalisée, il peut être nécessaire d’utiliser d’autres protéases ou 
même de les combiner pour augmenter le taux d’identification et de couverture protéique165. 
Il existe des enzymes très spécifique comme l’Arg-C, qui coupera en C-terminal des arginines 
mais aussi des enzymes dont la spécificité est très « large » comme la pronase ou la 
chymotrypsine. 
 

I.3.2.4 Séparation par chromatographie liquide des mélanges peptidiques 
complexes 

 

Tout échantillon biologique donné contient typiquement un large mélange de biomolécules 
avec une gamme diversifiée d'affinités d'adsorption et par conséquent, la seule méthode 
pratique pour identifier son contenu est une séparation par gradient. La chromatographie en 
phase liquide est la technique de séparation privilégiée pour l’analyse de mélanges 
peptidiques en séparations mono- ou multidimensionnelles. La chromatographie à polarité de 
phases inversée (Reversed Phase Liquid Chromatography) est la méthode plus répandue pour 
la séparation de peptides, lorsqu’elle est suivie par la spectrométrie de masse. Les composés 
d’intérêt sont séparés en fonction de leur hydrophobicité, par interaction avec une phase 
stationnaire apolaire hydrophobe. Les protéines sont identifiées par la mesure des rapports 
m/z de leurs peptides et la fragmentation de leurs peptides protéolytiques, une séparation 
efficace, représentée par la résolution, est nécessaire pour une identification sans 
ambiguïté166,167. Il existe toutefois de nombreuses autres stratégies de séparation 
peptidique168,169 qui ne seront pas abordées dans ce document. 
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I.3.3 La spectrométrie de masse et l’analyse protéomique 
 

Si les premiers développements de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) visaient à 
l’origine l’étude des petites molécules très vite son application majeure devient la 
détermination de structure de biomolécules. Les techniques d’ionisation douce des 
biomolécules produisent des ions moléculaires de faible énergie interne qui se fragmentent 
peu, ce qui permet la mesure de masse de grosses biomolécules. Elles valurent d’ailleurs à 
leurs inventeurs, John B. Fenn pour l’ESI (ElectroSpray Ionization)170 et Koichi Tanaka pour le 
MALDI (Matrix Associated Laser Dissociation Ionization)171 le prix Nobel de chimie en 2002.  

Un spectromètre de masse est nécessairement constitué de 3 éléments : la source d’ions, un 
analyseur pour séparer les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z) et un détecteur pour 
enregistrer le signal des ions séparés par l’analyseur. Le principe est simple : un mélange de 
peptides est injecté dans le spectromètre de masse et est ionisé par la source d’ions, 
l’analyseur mesure ensuite la masse de ces différents ions avant de les fragmenter pour 
obtenir des informations de séquences qui vont permettre de remonter à la protéine initiale. 
Bien que facultative, l’utilisation d’un préfractionnement de l’échantillon peptidique est 
souvent nécessaire lors d’analyses de mélange de protéines. 

La protéomique nécessite aujourd’hui l'analyse de mélanges extrêmement complexes avec 
pour but la détection d'analytes d'une grande variété sur une large gamme de concentrations. 
Une mesure de masse précise, associée à une résolution suffisante, permet de réduire le 
nombre de formules possibles qui pourraient être représentées par une masse moléculaire 
particulière. Ce challenge demande des instruments plus performants, plus résolutifs et plus 
précis. L’évolution technologique dans ce domaine n’a jamais cessé depuis trente ans et c’est 
cette demande qui va pousser Alexander Makarov à mettre au point un analyseur 
révolutionnaire en spectrométrie de masse, un piège orbital, ou encore son nom commercial 
« Orbitrap », qui utilise le principe de la transformé de Fourier172. 

Il existe de nombreux appareils composés de différentes sources, analyseurs et détecteur, 
mais seul sera décrit le spectromètre de masse utilisé durant cette étude : le quadrupole 
Orbitrap HF ou Q Exactive HF. 

 

I.3.3.1 Un nouveau type de détecteur : le piège à ions orbital (Orbitrap) 
 

Les analyseurs dans un spectromètre de masse ont pour rôle de guider les ions pour les 
séparer en fonction des rapports masse/charge. Chaque analyseur de masse possède des 
propriétés uniques, telles que la gamme de masse accessible, la vitesse d'analyse, la 
résolution, la sensibilité, la transmission ionique et la gamme dynamique. Il existe diverses 
catégories d’analyseurs, les analyseurs à faisceau ionique, tels que les quadripôles Q, à piège 
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à ions, tels que les trappes (IT, Ion Trap), et les analyseurs à transformée de Fourier (FT) tels 
que les FT-ICR (Fourier-transform ion cyclotron resonance) et les Orbitrap. Le TOF (Time Of 
Flight, principal analyseur derrière une source MALDI) sépare les ions en fonction de leur 
temps de vol qui est caractéristique de leur m/z, alors que les FT-ICR et Orbitrap basent leur 
distinction sur la fréquence de résonance des ions dans un champ spécifique de leur rapport 
m/z. Les hybrides Q-TOF ou Q-FT sont relativement performants pour certaines gammes 
d'applications, mais souffrent néanmoins d'une plus faible transmission ionique (entraînant 
une faible sensibilité MS/MS et des limites de détection) et une plage d'intensité limitée sur 
laquelle des données de masse précises peuvent être acquises. Ces faiblesses sont balayées 
par l’introduction d’une étape de piégeage des ions intermédiaire, pour accumuler les ions 
avant analyse. 

Pour rappel, le principe de mesure de masse sur un FT-ICR, dont s’est inspiré le créateur de 
l’Orbitrap, est basé sur le confinement des ions dans un piège de Penning 173,174. Les ions sont 
piégés et entrent en résonnance cyclotron dans un champ magnétique uniforme constant 
relativement intense (7 à 15 T majoritairement) combiné à un champ électrique faible, le 
courant ionique généré est détecté, enregistré en fonction du temps et converti par 
transformée de Fourier pour en extraire l’information de fréquence et ainsi des rapport m/z 
des ions constituant les espèces ioniques présentes. Bien que le FT-ICR possède une résolution 
et une précision de masse particulièrement élevées, la technologie nécessaire (aimant supra-
conducteur à large entrefer) est plus complexe d’utilisation et demande un grand coût de 
maintenance, il s’est donc peu démocratisé. Tout en conservant la précision obtenue grâce à 
la transformée de Fourier, de nouvelles approches d’analyse ont été développées, et c’est le 
piégeage de type orbital, le piège de Kingdon175, qui a donné naissance à l’Orbitrap. La 
géométrie de ce piège, modifiée par rapport au modèle initial, est composée de deux 
électrodes externes en forme de barillet et d’une électrode centrale de forme fuselée le long 
de l’axe (Figure 9).  

Figure 9 : Géométrie de l’Orbitrap où R1 = rayon de l’électrode centrale et R2=rayon de l’électrode externe 
(Makarov,2000176 ) 

 Les électrodes sont connectées de façon indépendante, ce qui permet de faire varier leur 
potentiel électrique pour créer un champ électrique. Ce champ électrique est nécessaire pour 
mettre en orbite les ions entrants, il doit rester stable tout le long de l’analyse. Une fois piégés, 
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les ions oscillent autour de l’électrode centrale et le courant induit est mesuré. La fréquence 
d’oscillation des ions le long de l’axe de l’électrode centrale est inversement proportionnelle 
à la racine carrée du rapport m/z des ions. D’autres oscillations de la trajectoire sont observées 
mais sont indépendantes de ce rapport. Le courant induit sur les électrodes externes peut 
donc être enregistré et le rapport m/z sera déterminé par transformée de Fourier du signal 
détecté 172. L’Orbitrap présente ainsi des caractéristiques analogues quoique légèrement 
inférieures à un spectromètre FT-ICR en termes de résolution et d’exactitude de masse, mais 
sans la charge d'un aimant supraconducteur coûteux. Afin de garantir une bonne précision 
l’Orbitrap nécessite en contrepartie un étalonnage plus fréquent. Les Orbitraps seront très 
rapidement commercialisé par la société Thermo Electron (aujourd’hui Thermo Fisher 
Scientific) dès 2005 177 et cette commercialisation a été suivie par de nombreuses extensions 
importantes de la même famille technologique. En raison des vitesses ioniques élevées et de 
l’absence de refroidissement collisionnel à l’intérieur de l’Orbitrap, un stockage à ions 
supplémentaire a dû être ajouté : la C-trap (Curved rf-only quadrupole) qui permet d’obtenir 
des paquets d’ions cohérents pour leur détection dans l’Orbitrap. Ensuite l’ajout d'une cellule 
de collision après la C-trap dans LTQ Orbitrap XL (2007) a ouvert la voie à l'utilisation de 
collisions à plus haute énergie, l’HCD pour High Collision Dissociation178. L’Orbitrap Velos 
(2009) a été équipé d’une nouvelle lentille S-lens (Stacked Ring Ion Guide), constituée 
d’anneaux juxtaposés, ce qui a pour conséquence d’augmenter l’efficacité de transfert d’un 
facteur 10 en mode MS / MS et de 3 à 5 pour un spectre de masse à balayage complet. Un 
double piège à ions permet d’augmenter la fréquence d’acquisition en mode MS / MS179. Les 
instruments LTQ Orbitrap représentent une combinaison de pièges à plusieurs étages. En 
mode MS, le piège linéaire remplit la fonction de collecter la population d'ions, de les 
transmettre à la C-trap intermédiaire pour injection et analyse dans l'analyseur Orbitrap à 
haute résolution. En mode MS / MS, le piège à ions linéaire ne conserve qu'une fenêtre de 
masse choisie, qui est activé par un champ radiofréquence menant à la fragmentation des ions 
précurseurs piégés, et enregistre le signal d'un balayage dépendant de la masse à basse 
résolution et très haute fréquence d’acquisition. 

I.3.3.2 Le QqOrbitrap ou Q Exactive 
 

En 2008, un spectromètre de masse avec un analyseur Orbitrap autonome, l’Exactive, a été 
construit. La source d'ions était directement reliée à la C-trap, via des guides d’ions donc sans 
possibilité de sélection de masse, un spectromètre de masse dont l’application serait 
principalement pour les études des petites molécules. En 2011, une combinaison de cet 
appareil avec un quadripôle a été lancée sous le nom de Q Exactive. Cet appareil, qui a la 
capacité de sélectionner et de fragmenter les ions à très haut débit en analysant à haute 
résolution pendant que les ions pour l’analyse suivante sont générés dans la cellule de 
fragmentation en parallèle, est devenu très populaire pour la protéomique et le criblage à 
haut débit. En comparaison au piège à ions linéaire, les filtres de masse quadripolaires ont 
l'avantage d'être capables de sélectionner simultanément une gamme de masse relativement 
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étroite sans balayage en modulant le champ radiofréquence 180, de façon très rapide et très 
efficace. 

Le Q Exactive utilisé dans cette étude est composé d'une source nanoESI (nanoElectroSpray 
Ionization), suivi d’une succession de lentilles et guides d'ions avant d'arriver au quadripôle. 
La gamme de masse classique du quadripôle est de m/z 50 - 4000. Les ions sont transmis via 
une optique spécifique (C-Trap et Z-Lens) avant d'être détectés dans l’Orbitrap. Les ions 
peuvent également subir des fragmentations dans la cellule de collision HCD et les ions 
fragments sont également détectés à dans l'Orbitrap (Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Détails de l’appareil QExactive (adapté de Michalski, 2011180) 

 

 

La combinaison QqOrbitrap combine deux avantages : le premier quadripôle permet de 
sélectionner très rapidement les ions d’intérêt car les délais d’application de tension sont très 
faibles et il n’y a pas de balayage, et le second quadripôle en mode HCD permet de fragmenter 
les peptides sur une échelle de temps similaire. De plus la séparation dans l’espace et la 
possibilité de travailler à haute résolution en mode MS et MS/MS ouvre le champ aux analyses 
en multiplexe. Il est possible de travailler selon différents modes d’acquisition grâce à cette 
configuration : en DDA (Data Dependant Acquisition), mode d’acquisition de routine en 
exploratoire, PRM (Parallel Reaction Monitoring), mode d’acquisition utilisé en quantification 
ciblée, qui dérive du MRM (Multiple Reaction Monitoring) et les multiplexages. Seul le mode 
d’acquisition DDA a été utilisé durant cette étude et sera développé plus loin dans ce 
document. 
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Le spectromètre de masse utilisé pendant cette étude est un QExactive amélioré, le QExactive 
HF (High Field). Cette nouvelle configuration a été introduite en 2014. Les améliorations 
apportées sont à trois niveaux : 

• La taille de l’Orbitrap est d’abord réduite et la tension appliquée passera de 3,5 kV à 5 
kV, ce qui entrainera une fréquence d’acquisition plus grande, pour une même 
résolution, et un taux d’identification des peptides plus élevé aussi. 

• Le quadripôle est également modifié afin d’améliorer la focalisation des ions et leur 
transmission, même pour les m/z élevés. 

• Plusieurs lentilles et guides d’ions sont ajoutés pour diminuer l’encrassement de la 
source. 

Toutes ces améliorations vont permettre un meilleur taux d’identification des peptides et 
donc de leurs protéines, grâce à une grande fréquence d’acquisition, une meilleure 
transmission des ions mais également par un filtrage des ions indésirables181.  

I.3.3.3 Les différents modes d’acquisition en spectrométrie de masse 
 

Dans ce paragraphe, chaque mode d’acquisition sera décrit selon ses applications et en 
énumérant ses avantages et ses inconvénients. Les spectres d’ions précurseurs (les peptides) 
sont nommés MS1 et les spectres de fragmentations des peptides, isolé ou non, sont nommés 
MS2 dans ce texte. 

• Le mode DDA, pour Data Dependant Acquisition, données dépendantes de 
l’acquisition, est le mode classiquement utilisé en spectrométrie de masse 
protéomique. Le principe est le suivant, un sous ensemble d’ions précurseurs les plus 
abondants sélectionnés pendant une MS1, sont ensuite isolés individuellement et 
fragmentés dans une MS2. C’est cette information qui sera utilisée pour identifier le 
peptide fragmenté (voir paragraphe I.3.3.4) dans les moteurs de recherches. Ce cycle 
est répété pendant toute la durée du gradient de la chromatographie liquide en 
amont. La plupart des instruments aujourd’hui sont capables d’effectuer un cycle DDA 
complet, comprenant une MS1 et 20 MS2 en 10 s. Cette méthode permet ainsi 
d’identifier des dizaines de milliers de peptides et de milliers de protéines. Les 
inconvénients de cette méthode sont principalement sa faible reproductibilité et dans 
le cas de co-élution de nombreux ions, sa conception empêche la mesure des peptides 
de faible abondance. En effet, la reproductibilité entre deux analyses d’un même 
échantillon, injecté l’un à la suite de l’autre dans exactement les mêmes conditions 
(instruments, solvant, température) n’est que de 35-60 % au niveau peptidique. Ces 
variabilités, qui impactent plus les peptides que les protéines au final, sont dues 
notamment la vitesse d’acquisition du spectromètre de masse qui n’a pas le temps de 
sélectionner et fragmenter tous les peptides présents dans une MS1182. Cependant, 
cela n’empêche plus la quantification sans marquage depuis l’implantation des 
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méthodes de type Match Between Run (MBR), qui permet un transfert d’information 
de séquence d’une analyse à l’autre (voir paragraphe I3.4.2.2). Son principal avantage, 
est sa simplicité de mise en œuvre, elle peut être réalisée sur n’importe quel 
spectromètre de masse dédié à la protéomique et elle ne demande aucune donnée au 
préalable en comparaison avec les autres méthodes. Elle est d’ailleurs la base 
nécessaire à la construction de ces méthodes.  
 

• Les modes de type MRM/PRM (Multiple Reaction Monitoring/Parallel Reaction 
Monitoring) sont des méthodes dites ciblées. Elle se focalisent sur des peptides dont 
la fragmentation est connue. Elles sélectionnent uniquement les précurseurs et leurs 
fragments à un temps de rétention déterminé. Les informations de masse m/z du 
peptide, de ses fragments et du temps rétention sont obtenues lors d’une acquisition 
en mode DDA au préalable. Le mode MRM est une technique sans balayage, réalisée 
sur des instruments à triple quadripôle (QQQ) dans lesquels la fragmentation est 
utilisée comme un moyen d'augmenter la sélectivité. En PRM, le troisième quadripôle 
est remplacé par un analyseur de type Orbitrap, ce qui permet d’avoir une haute 
résolution et une grande précision de mesure des fragments.   
Dans le mode MRM183, pour chaque spectre MS1, seul un sous-ensemble d'ions 
fragments est mesuré dans le spectre MS2 suivant, alors qu’en mode PRM184, tous les 
ions fragments sont monitorés en parallèle. Ces méthodes d’acquisition sont utilisées 
pour les quantifications et sont extrêmement sensibles et reproductibles. Dans les 
deux cas, les mêmes précurseurs sont sélectionnés et fragmentés plusieurs fois pour 
acquérir une quantification plus précise. 
Le principal inconvénient est la mise en place de la méthode. En effet, il faut dans un 
premier temps réaliser une ou plusieurs analyses en mode DDA afin d’enregistrer les 
informations protéiques, peptidiques et le temps de rétention. Ensuite il faut choisir 
quelques peptides pour représenter la protéine d’intérêt en tenant compte de 
différents facteurs : le peptide doit être unique, non modifié (et non modifiable 
artéfactuellement) et doit avoir une observabilité certaine c’est-à-dire qu’il doit 
systématiquement être identifiée lors de la présence de la protéine d’intérêt. Après un 
choix judicieux des peptides, en mode MRM, il faut également sélectionner les 
transitions pour chaque peptide, ce qui consiste à choisir les fragments les plus 
intenses, en PRM comme tous les ions peuvent être suivie en parallèle, cette étape 
n’est plus nécessaire. 
 

• Le mode DIA, pour Data Independant Acquisition, données indépendantes de 
l’acquisition, est un mode de plus en plus utilisé en protéomique quantitative, bien que 
les premiers essais datent de 2004185,186. Le principe est simple, il n’y a pas de sélection 
de précurseur ni d’analyses séquentielle d’ions individuels, le DIA fragmente tous les 
ions détectables dans une gamme de m/z limité, quelle que soit leur intensité. Ensuite 
ce spectre MS2, dans lequel tous les fragments de tous les peptides présents dans la 
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gamme de masse choisie sont mélangés, est confronté à une banque de spectre de 
référence, généré au préalable à partir d’acquisition en mode DDA. La principale 
difficulté réside dans le traitement de données qui doit lier les fragments au bon 
précurseur.  
 

I.3.3.4 Identification des protéines et moteurs de recherche  
 

Une analyse en spectrométrie de masse exploratoire va générer des milliers, voire des dizaines 
de milliers, de spectres de fragmentation des ions précurseurs en mode DDA. C’est 
l’information contenue dans ces spectres qui permettra de remonter à l’information 
protéique. La stratégie d’identification consiste à confronter les données de l’expérience aux 
données théorique à l’aide de moteurs de recherches auxquels seront transmises les 
informations de l’expérience, afin de restreindre le champ des possibilités. Il existe cependant 
d’autres méthodes qui seront décrites succinctement dans les paragraphes suivants. 

 

I.3.3.4.1 Comment se fragmentent les peptides et comment interpréter ces 
spectres MS/MS de fragmentation ? 

 

Un peptide est un polymère d’acides aminés, reliés entre eux par des liaisons amides (-–CO-
NH-). Il comporte une extrémité N-terminale (groupe -NH2) et une extrémité C-terminale 
(groupe -COOH). Un acide aminé est constitué d’une fonction amine, d’un groupe carboxyle 
et d’un groupe caractéristique variable R formant ainsi un répertoire de 20 acides aminés. Le 
modèle le plus complet actuellement disponible pour décrire comment les peptides protonés 
se dissocient, est nommé le modèle du « proton mobile ». Pendant l’ionisation, des espèces 
chargées sont formées, dans lesquelles les protons sont initialement localisés sur les fonctions 
basiques (amines) dans le cas d’une digestion tryptique, comme c’est le cas en phase liquide. 
En phase gazeuse, les molécules de gaz vont activer les peptides et les exciter. Les protons 
alors vont se déplacer vers les sites de plus grande affinité protonique le long des liaisons 
peptidiques, c’est à dire vers les liaisons amides et amines. Or la liaison amide est une liaison 
stabilisée par la délocalisation de charge entre les doublets de l’azote et ceux de la fonction 
carbonyl. La protonation de cette liaison va entrainer l’abolition de cet équilibre et fragiliser 
la liaison amide jusqu’à sa rupture. La fragmentation entraine la formation d’ions fragment de 
type y (charge sur la chaine latérale de l’acide aminé en C-terminal) et d’ions fragment de type 
b (charge sur la chaine latérale de l’acide aminé en N-terminal)187 
 
Même si la prédictibilité de la fragmentation des peptides n’est jamais totale, elle est très bien 
étudiée et a pu être même nomenclaturée. Le séquençage et la nomenclature sont le résultat 
des travaux de Roepstorff & Fohlmann188 et Biemann189 dans les années 80.  
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Figure 11 : Schéma de fragmentation original de Roepstorff et Fohlmann 1984188 

Dans la Figure 11, sont représentés les différents fragments résultant de ruptures le long du 
squelette peptidique. L’indice accolé en bas à droite de chaque lettre indique le nombre de 
résidus contenus dans le fragment. Les ions fragments les plus fréquemment observés dans 
les peptides tryptiques par fragmentation de basse énergie activée par collision avec un gaz 
neutre sont de type y et b : il s’agit de fragments générés par la rupture des liaisons amides 
du peptide, et qui contiennent respectivement l’extrémité C– ou N-terminale du précurseur. 
Les annotations des fragments ont été modifiées par Biemann en 1988189, notamment le 
passage des majuscules aux minuscules, pour éviter des conflits avec d’autres nomenclatures. 
D’autres fragments sont possibles, comme les ruptures avant la liaison amide (fragments a et 
x) ou après la liaison amide (fragments c et z), ou les pertes de chaine latérale ou des fragments 
internes, mais ils ne sont présent que lors de combinaisons d’acides aminés particuliers ou à 
l’utilisation d’un mode de fragmentation autre que le classique CID (Collision-Induced 
Dissociation) ou HCD (High Collision Dissociation)190, notamment les modes ETD (Electron 
Transfer Dissociation) et ECD (Electron-Capture Dissociation)191. 
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I.3.3.4.2 Les moteurs de recherches dans les banques de données protéiques 
 

L’essor technologique de la spectrométrie de masse a nécessité très rapidement le 
développement de stratégies en bio-informatique dédiées pour le traitement des données et 
notamment en protéomique. En effet, la quantité et la complexité des données générées 
peuvent rapidement devenir un facteur limitant de l’analyse. Un grand nombre d’algorithmes 
et de programmes informatiques ont été développés afin d’identifier des peptides et des 
protéines à partir de données MS/MS (Figure 12). Il existe cependant plusieurs approches pour 
identifier des peptides et leur protéine à partir des spectres de fragmentation. 

• Recherche en banque de données protéiques : après digestion in silico de la banque 
protéique, le logiciel liste toutes les séquences peptidiques dont la masse est proche, 
dépendant de l’erreur de mesure de l’appareil, et comme les règles de fragmentation 
peptidique sont relativement bien décrites, il est capable de construire pour chaque 
peptide potentiel un modèle représentant sa fragmentation théorique qui sera 
comparée à la fragmentation expérimentale. C’est l’approche la plus classique utilisée 
aujourd’hui 192. Il existe plusieurs dizaines de logiciels et donc d’algorithmes qui 
effectuent ce type d’identification, leur fonctionnement est un peu près similaire, leur 
différence se situe surtout au niveau de la validation de l’identification du peptide, 
corrélée avec celle de la protéine. Cette validation est représentée par le score 
attribué au(x) spectre(s). Les algorithmes d’identification possèdent une fonction 
permettant de calculer les scores d’identification des peptides, et par extension de 
protéines, qui peut être séparées en deux catégories : 

a) Les algorithmes heuristiques qui travaillent uniquement sur la corrélation 
entre le spectre expérimental et le spectre théorique.  Le score est alors calculé 
à partir de la similarité entre les deux spectres, comme par exemple dans les 
logiciels Sequest193 ou XTandem194.  

b) Les algorithmes probabilistiques où la fonction déterminant le score prend en 
considération, en plus de la similarité, la probabilité que la séquence 
peptidique identifiée puisse être obtenue par hasard. En effet, chaque peptide 
est pondéré d’une manière statistique. Mascot195 et Andromeda196 (moteur de 
recherche de la suite logiciel MaxQuant) utilisent ce type d’algorithme. 

 
L’approche définie par les concepteurs pour calculer le score étant différente, chaque 
programme aura ses forces et ses faiblesses lors de la détermination d’une séquence 
d’acides aminés par rapport à un spectre de masse MS/MS. Par conséquent, il n’est 
pas rare d’observer des variations dans l’identification des peptides. 
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• Recherche dans les banques spectrales : une comparaison est directement effectuée 
entre les spectres MS/MS bruts, expérimentaux et des spectres MS/MS stockés dans 
une bibliothèque spectrale. Cette méthode est bien plus performante sur le plan de la 
vitesse, de la sensibilité et du taux d’erreur que la recherche en banque de données 
mais nécessite un stockage au préalable de l’analyse spectrale de chaque peptide. 
 

• Sequence tag : un séquençage partiel du spectre MS/MS avec l’information de masse 
du précurseur va permettre d’identifier le peptide dans la banque protéique. Méthode 
très peu utilisée aujourd’hui et qui nécessite toujours une banque de données 
protéiques. 
 

• Séquençage de Novo : les logiciels de séquençage de Novo identifient la séquence 
complète du peptide à partir du spectre MS/MS, ce sont des outils particulièrement 
intéressants quand il n’existe pas de banques protéiques pour les protéines analysées. 
Il suffit ensuite de comparer par alignement en utilisant des algorithmes de type BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool)197 les séquences proposées de Novo avec les 
séquences des banques d’organismes proches et séquencés. Mais cela nécessite des 
spectres MS/MS d’excellente qualité et un temps de calcul important. 

 

 

Figure 12 : De la spectrométrie de masse à l’identification protéique 
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I.3.3.4.2.1  Méthodes statistiques pour la validation des résultats d’identification 
 

L’automatisation et l’analyse in silico des spectres MS/MS présente de nombreuses sources 
d’erreurs. La qualité des spectres MS/MS, la pertinence des paramètres de recherche, 
l’exhaustivité de la banque de séquences protéiques sont des facteurs qui peuvent fausser 
l’identification des protéines de l’échantillon. La validation des résultats d’analyse 
protéomique est donc une étape importante sur laquelle de nombreux chercheurs se sont 
penchés afin de minimiser les erreurs, que l’on appelle les faux positifs 198 (ou les faux 
négatifs). 

Des directives pour la publication de données sur l’identification de peptides et de protéines 
sont désormais définies avec notamment les « Proteomics Standard Initiative », mise en place 
depuis 2008 avec l’organisation HUPO (HUman Proteomic Organization), plus de 100 
publications sont à disposition pour cela, aussi bien au niveau analyse en spectrométrie de 
masse, que pour la validation ou pour le retraitement des données. D’une manière générale, 
les chercheurs doivent maintenant justifier leurs résultats en apportant des informations sur 
les méthodes, les seuils et les moteurs de recherche utilisés. Les principaux problèmes sont la 
présence d’un nombre plus ou moins élevé de faux positifs dans les résultats fournis, et le fait 
que chaque logiciel possède son propre algorithme de score. Etant donné l’absence de 
standards, il était important de mettre en place des normes pour assurer la qualité des 
informations publiées 199.  

Si l’on considère le nombre très élevé de spectres MS/MS pouvant être acquis lors d’une 
analyse protéomique de type « shotgun », il devient alors impossible d’imaginer une validation 
manuelle des assignements peptidiques obtenus. Les méthodes statistiques, qui ont été 
développées de manière intensive ces dernières années, sont aujourd’hui capables d’estimer 
des taux de faux positifs présents dans les jeux de données fournis par les moteurs de 
recherche.  
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Deux informations peuvent être estimées, le taux de faux positifs FDR (False Discovery Rate 
en anglais) et la probabilité postérieure d’erreur PEP (Posterior Error Probability). Le FDR est 
une estimation globale du taux de faux positifs de la recherche alors que le PEP, attribué à 
chaque peptide, donne la probabilité que celui-ci soit effectivement présent, ce sont deux 
valeurs liées et complémentaires 200.  Dans la figure 13, si C représente la distribution des 
attributions incorrectes et A les attributions correctes, alors le FDR est le rapport de B, le 
nombre d’identifications incorrectes avec au seuil x choisi, à ( A + B ), le nombre total 
d’identifications totales au seuil x. Le PEP, en revanche, est un rapport des hauteurs 
correspondantes de la distribution c’est-à-dire le nombre b d’identifications incorrects avec 
un score de x divisé par le nombre total ( a + b ) d’identification avec un score de x. 

Figure 13 : Distribution des scores des identifications correctes et incorrectes (Käll, 2008200) 

 

 



82 
 

I.3.4 La quantification relative en protéomique par spectrométrie de masse 
La spectrométrie de masse n'est pas, de par son mode de fonctionnement, intrinsèquement 
quantitative. En effet, l’efficacité d’ionisation et la réponse de détection dépendent des 
propriétés physico-chimiques des peptides (charge, hydrophobicité, …). Ainsi la réponse en 
spectrométrie de masse diffère d'un peptide à un autre, rendant la technique non quantitative 
entre molécules différentes. Pour une quantification précise, il est donc généralement 
nécessaire de comparer chaque peptide individuel entre les expériences. Il existe aujourd’hui 
différentes méthodes de quantification des protéines avec ou sans marquage, possédant 
chacune des avantages et des inconvénients. Ce sous-chapitre n’abordera pas la quantification 
absolue. 

Figure 14 : Les différents flux de travail selon la stratégie de quantification utilisée, de l’échantillon à l’interprétation 
(adapté de Bantscheff 2012201) 

Sur la figure 14, les différentes stratégies de quantifications sont représentées 
schématiquement, les rectangles jaunes et bleus symbolisent 2 conditions expérimentales 
différentes, les lignes horizontales lorsque les échantillons sont combinés et les lignes en 
pointillé représentent les étapes sur lesquelles des variations expérimentales peuvent 
apparaître. 

I.3.4.1 Quantification avec marquage 
 

Les premiers marquages isotopiques stables en protéomique arrivent en 1999202–204 , ils 
peuvent être introduits comme étalon interne dans les acides aminés métaboliquement 205,206 
ou chimiquement 203,207,208 et même de manière enzymatique 209. La plupart de ces techniques 
de marquage, la quantification relative est obtenue par l'intégration du signal MS des peptides 
marqués « lourds » versus les peptides « légers » dans les spectres.  
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Le marquage métabolique a l’indéniable avantage d’être présent au début de l’expérience, 
puisque les marqueurs sont introduits pendant la culture cellulaire. Le mélange des deux 
échantillons étant réalisé très tôt dans la procédure, toutes les erreurs dues à la manipulation, 
les conditions opératoires de la chromatographie ou la mesure de masse, se répercutent de 
la même manière sur les deux conditions. Cependant, ce marquage ne peut être réalisé que 
sur certaines cultures cellulaires 210, bien que plusieurs tentatives, couteuse à mettre en place 
et à maintenir, aient été réalisées sur des animaux211,212 ou des plantes 213. L’incorporation des 
acides aminés par les cellules nécessite également un certain temps. 

Le marquage chimique peut être réalisé au niveau protéique pour les méthodes ICAT (Isotope-
Coded Affinity Tags)203 ou le marquage à l’18O, initié par l’enzyme de digestion209, ou au niveau 
peptidique, pour les méthodes iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation)207 
et TMT (Tandem Mass Tags)208. Ces dernières méthodes, iTRAQ et TMT sont basées sur un 
concept différent pour la quantification qui sera réalisée non pas en MS mais en MS/MS. En 
effet, les peptides sont marqués de manière isobare et co-éluent lors des séparations 
chromatographiques. Ils sont indiscernables en MS, mais lors de la fragmentation peptidique, 
apparaitront des ions rapporteurs spécifiques pour chaque condition de marquage. Certaines 
méthodes ont la capacité d’analyser jusqu’à 10 conditions simultanément. Néanmoins, si le 
marquage chimique au niveau protéique a l’avantage d’être moins biaisé dans le flux de 
l’expérience, puisque les protéines sont mélangées avant la digestion, il est primordial de 
savoir que la trypsine ne clive pas les lysines modifiées, ce qui a pour conséquence des 
peptides plus longs, plus difficiles à identifier214,215. Le marquage à l’18O, réalisé à l’aide de la 
trypsine216 ou suite à la digestion avec une différence de m/z de 2 par atome d’oxygène, a 
malheureusement un marquage incomplet, les taux d’incorporation diffèrent en fonction des 
peptides, ce qui complique considérablement la quantification des protéines217. Un autre 
inconvénient récurent du marquage est qu’il peut souvent mener à des produits secondaires 
préjudiciables et dont l’abondance est non négligeable pour une quantification 201,218,219. 

 

I.3.4.2 Quantification sans marquage (« Label Free ») 
 

Les méthodes de quantification sans marquage, ou label free, sont une alternative simple et 
économique aux méthodes de quantification avec marquage. En effet, elles ne nécessitent pas 
d’étapes laborieuses, généralement coûteuses en réactifs. De plus, le nombre de conditions à 
comparer est illimitée, la plage dynamique de détection des peptides est plus grande et la 
complexité du mélange n’est pas augmentée, ce qui facilite amplement le traitement des 
données. La contrepartie de ces bénéfices est la simplification maximale, dans la mesure du 
possible, afin d’avoir reproductibilité optimale de chaque étape. De plus, les échantillons issus 
des différentes conditions étant analysés séparément, cela augmente le temps d’analyse. 
L'évaluation de la reproductibilité analytique, de la reproductibilité technique globale, ainsi 
que de la reproductibilité biologique est nécessaire avant que les analyses réalisées et leur 
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quantification puissent être interprétées de manière fiable. Deux méthodes de quantification 
label free sont actuellement utilisées en protéomique, une méthode basée sur les données 
d’identification à partir des spectres MS/MS, le « spectral count » (SC) et une méthode basée 
sur l’intensité du signal des peptides, le XIC (eXtracted Ion Chromatogram), à partir des 
spectres MS.  

 

Le SC utilise les données de MS/MS pour quantifier l’abondance d’une protéine et son principe 
est basé sur l’observation que les protéines dont l’abondance est élevée, auront un nombre 
de peptides protéolytiques détecté plus grand, et par conséquent un nombre de spectres 
MS/MS plus élevé que les protéines de faible abondance 220–222. Son mode de fonctionnement 
est sa principale limitation, en effet, ne seront pris en compte que les peptides fragmentés 
lors de l’analyse, avec le risque non négligeable d’exclure les protéines de faible abondance 
ou celle dont la masse ne dépasse pas 20kDa, puisqu’elles génèrent moins de peptides. En 
outre, cette stratégie exige un grand nombre de spectres MS/MS pour calculer et valider une 
variation d’abondance entre deux conditions. Et l’utilisation usuelle et nécessaire de 
l’exclusion dynamique223, option activable lors d’une acquisition qui va permettre 
« suspendre » la fragmentation des peptides abondants au profit des peptides coélués moins 
abondants, a pour conséquence d’augmenter les défauts de cette méthode, notamment sur 
sa précision de quantification pour les protéines peu abondantes et/ou de petite masse224. 
Idéalement les peptides devraient arriver à la source d'ions à une vitesse compatible à celle 
d'acquisition des données MS / MS afin que tous les précurseurs puissent être fragmentés, 
mais cela est rarement le cas dans le cadre de mélanges complexes. 

L’autre approche classique de quantification label free repose sur le XIC, stratégie rendue 
possible par les progrès de la bio-informatique et les améliorations en termes de résolution et 
de précision de l'instrumentation de la spectrométrie de masse. Chaque peptide est 
caractérisé par sa masse exacte, son temps de rétention et son profil de fragmentation. 
L'intensité de son profil isotopique donne une évaluation de son abondance relative. Les 
acquisitions à comparer sont alignées à l'aide de la mesure de masse exacte et de 
l'identification des peptides comme signature spécifique pour corriger la dérive du temps de 
rétention. Elles sont également normalisées pour réduire le biais induit par la variation de 
l'échantillon injecté. Enfin, les intensités relatives entre analyses, après alignement et 
normalisation, révèlent s'il existe un changement relatif dans l'abondance d'un peptide, entre 
les échantillons225. Les variations d'abondance des protéines entre les échantillons peuvent 
ensuite être déduites par la somme, la moyenne ou la médiane des différences mesurées pour 
tous les peptides correspondant à la protéine d'intérêt 226. La difficulté de cette méthode est 
que les XIC individuels puissent être attribués sans équivoque aux peptides respectifs. À cette 
fin, l'utilisation de spectromètres de masse avec un pouvoir de résolution élevé, ce qui sous-
entend également l’utilisation d’une chromatographie robuste, et une précision de masse 
élevée est avantageuse car le premier minimise l'influence des signaux interférents provenant 



85 
 

de peptides co-élués de masse similaire ou quasi isobares et le dernier assure une 
cartographie fiable des XIC aux peptides identifiés. Le sujet du traitement des données 
obtenues après les analyses, est également un point critique de l’expérimentation. S'il existe 
aujourd'hui plusieurs algorithmes disponibles pour effectuer l'extraction des XIC, pour aligner 
les temps de rétention ou pour normaliser l'intensité du signal, il est important cependant de 
sélectionner soigneusement les workflows les plus adaptés à chaque conception 
expérimentale 227,228. Les paragraphes suivants aborderont les différents traitements à 
appliquer sur les résultats obtenus lors de quantification, quel que soit le domaine d’études 
(génomique, métabolomique), mais appliqué particulièrement ici à la quantification de type 
label free basée sur le XIC en protéomique. 

I.3.4.2.1 Normalisation des données 
 

Pour effectuer la quantification et parce que les biais systématiques ne peuvent être évités à 
chaque étape du traitement des échantillons, il est essentiel de normaliser les données 
expérimentales. Ne pas tenir compte de ces biais pourrait conduire à des conclusions erronées 
concernant l'analyse semi quantitative. De multiples méthodes de normalisation, avec des 
stratégies différentes, ont été proposées. L'instabilité de l'acquisition peut être diminuée par 
exemple en ajoutant des standards peptidiques internes comme références avec une 
concentration connue dans chaque échantillon et en normalisant les intensités de signal sur 
ces références internes connues. Il existe également différentes méthodes sans ajout de 
standard interne. Beaucoup de méthodes de normalisation utilisées aujourd’hui en 
protéomique proviennent de la génomique, notamment pour l’études des puces à ADN229,230. 
Classiquement il y a les méthodes globales ou à tendances centrales, telles que le centrage 
autour d'une référence commune comme la moyenne, la médiane ou les étalons internes 
enrichis, ou les « gènes domestiques », méthodes suffisantes pour éliminer les biais linéaires 
techniques, telle que la variation dans le volume d’injection de l’échantillon avant l’analyse, 
cependant elles ne prennent pas en compte les biais non linéaires, tels que les effets de 
suppression d’ion ou la saturation d’un signal peptidique trop intense. Ces techniques de 
normalisation centrent les ratios d’abondance des peptides ou protéines autour donc d’une 
constante telle que la médiane, la moyenne ou l’intensité totale. Il existe également diverses 
méthodes de régressions linéaires, basé sur l’hypothèse que le biais systématique dépend 
linéairement de la grandeur des pics peptidiques, à mesure que l'intensité protéique mesurée 
augmente, le biais augmente également. A contrario, il y a également des méthodes qui 
supposent que justement le biais est non linéairement dépendant de cette grandeur, en 
tenant compte des effets de suppression d’ions ou de la saturation du signal. Une autre 
méthode de normalisation très répandue est la technique du quantile, dont l’hypothèse est 
que la distribution statistique des échantillons devrait être la même au sein d’une même 
condition, et par un ajustement global va transformer la distribution statistique des intensités 
pour qu’elles soient identiques entre deux analyses. Il existe néanmoins d’autres nombreuses 
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méthodes, certaines découlent des techniques citées précédemment, qui ne seront pas 
décrites dans ce texte mais dont voici quelques références 231–235. 

I.3.4.2.2 Traitement des données manquantes 
 

Les valeurs manquantes sont courantes dans les grands ensembles de données de 
spectrométrie de masse et peuvent provenir de plusieurs causes, y compris des raisons 
techniques et biologiques. Actuellement, on en sait peu sur leurs origines et leurs distributions 
dans les ensembles de données pour les empêcher. Cependant, le flux de traitement des 
données pour obtenir des résultats précis et les plus complets possible devrait en tenir compte 
et inclure un moyen optimal de leur attribuer des valeurs avant l'interprétation des résultats. 
Des valeurs manquantes surviennent lorsque, par exemple, un peptide est identifié dans 
certains échantillons mais pas dans d'autres. Pour les échantillons dans lesquels le peptide n'a 
pas été identifié, les abondances ne sont pas attribuées ou se voient attribuer une valeur NAN 
(Not A Number = pas un nombre). Un peptide peut manquer parce qu'il n'est pas présent dans 
l'échantillon, ou parce qu'il est présent mais à une concentration inférieure à la limite de 
détection de l'instrument, ou parce qu'il est présent et n'est pas identifié correctement ou 
parce qu'il n'est pas détecté en raison d'un effet de suppression spectrale 231. 

 

L’un des avantages à l’utilisation de la quantification en label free basée sur le XIC permet de 
réduire ce nombre de valeurs manquantes en transférant l’identification d’une analyse à une 
autre. L'algorithme « Match Between Run » MBR de la suite logicielle MaxQuant 236, l’un des 
premiers dans le domaine de la protéomique quantitative, évalue chaque pic identifié dans 
un spectre MS à partir d'une analyse LC – MS / MS et compare son temps de rétention à des 
pics non identifiés dans une autre. Une identification est transférée si un pic non identifié, a 
le même m/z, le même état de charge et le même temps de rétention RT. Après l’utilisation 
du MBR, il reste néanmoins des données manquantes qui peuvent être catégorisé en trois 
classes: la «Missing Not At Random » (MNAR), manquante mais non aléatoire, est causée par 
la faible abondance et la limite de détection du spectromètre de masse, la «Missing 
Completely At Random» (MCAR), manquante complètement au hasard, est causée par le 
hasard les erreurs d'expérience ou les fluctuations lors du processus d'acquisition des données 
et la «Missing At Random» (MAR), manquante par hasard, est causée par une erreur dans le 
traitement des données, considérée comme corrigible, telle qu'une détection de pic imprécise 
237. Les données manquantes peuvent être soit imputées, en fonction de leur catégorie, soit 
être invalidées, mais ce dernier cas pourrait rejeter des protéines potentiellement 
intéressantes. Pour une imputation, selon le type de donnée manquante, le traitement doit 
être adapté, il existe notamment une « règle » dite des 80% 238. Trois classes d'identification 
sont possibles avec cette règle : la protéine est identifiée dans au moins 80% des essais (MAR 
ou MCAR), elle est considérée comme présente, la protéine est supprimée car elle a trop de 
données manquantes (MNAR) dans toutes les conditions (identifiée dans <80% dans toutes 
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les conditions), et le cas où la protéine est considérée comme absente dans l'une des 
conditions (<20% dans l’une des conditions, ≥ 80% dans l’autre) (Figure15). Si l’imputation 
n’est pas obligatoire pour une comparaison entre plusieurs conditions, elle peut être indiquée 
pour certaines analyses en aval telles que les analyses en composantes principales (ACP).  
Comme pour la normalisation, il existe un large choix dans les méthodes du calcul 
d’imputation, comme la moyenne ou la valeur observé la plus basse, qui sont à éviter 
impérativement, car imputer la même valeur plusieurs fois diminue la variabilité biologique, 
des approches de similarités locale en se basant sur le profil d’expression de plusieurs autres 
peptides ayant des profils semblable et les approches basées sur la structure globale qui 
appliquent des techniques de réduction de dimension pour décomposer la matrice de 
données, puis reconstruire de manière itérative les valeurs manquantes 239,240. 

 

 

Figure 15 : Workflow des données de spectrométrie de masse de la normalisation, du traitement des données manquantes 
à l'imputation. 
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II. Objectifs 
 

Les modifications de la MEC, associées à une dégénérescence plus ou moins sévère des 
cellules musculaires lisses, constituent une lésion histologique constante des vaisseaux 
cérébraux dans les données histopathologiques dans le cadre des cSVD. De plus, des travaux 
récents ont montré que les gènes mutés impliqués dans les formes génétiques de cSVDs 
codent pour des protéines du matrisome, comme COL4A1, COL4A2, HTRA1 ou Cathepsin A 
dans les maladies du collagène de type IV, CARASIL ou CARASAL respectivement, ou bien alors 
sont responsables de modifications pathogènes du matrisome comme NOTCH3 dans CADASIL. 
Enfin, la MEC occupe une position stratégique à l’interface entre les vaisseaux cérébraux et le 
parenchyme cérébral. L’ensemble de ces observations nous a fait émettre l’hypothèse que les 
perturbations du matrisome des vaisseaux cérébraux jouent un rôle clé dans les mécanismes 
physiopathogéniques des cSVDs, ce qui a permis une première publication durant ce projet de 
thèse8 (Article 1 en Annexe 1).  

L’objectif de cette thèse a été d’étudier les modifications du matrisome des vaisseaux 
cérébraux dans le contexte des cSVDs par une approche de type protéomique. 

Tout d’abord, un premier travail de développement technique a été mis en place afin de traiter 
des échantillons de type petits vaisseaux cérébraux murin afin de caractériser et de quantifier 
leur matrisome de manière robuste et répétable.  

Ensuite, une étude protéomique quantitative de type label free a été réalisée sur trois modèles 
génétiques de cSVDs et deux autres modèles souris mimant les facteurs risque majeurs des 
cSVDs, à savoir, l’âge et l’hypertension artérielle. 
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III.1 Développement d’une nouvelle méthode pour l’étude du matrisome 
des vaisseaux cérébraux chez la souris (Article2) 

 

Cette première partie de résultats, décrite dans un article qui sera prochainement soumis, 
résume le développement et la validation d’une nouvelle approche pour l’étude du matrisome 
des vaisseaux cérébraux chez la souris. 

 

III.1.1 Introduction 
 

L’étude protéomique, du matrisome en particulier, des petits vaisseaux cérébraux nous paraît 
essentielle pour la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les cSVD. Il 
existe quelques publications dans lesquelles les vaisseaux cérébraux sont étudiés en 
protéomique115,241–243, mais aucune jusqu’à présent ne s’est concentrée spécifiquement sur 
l’étude du matrisome de ces vaisseaux.  

Le matrisome de nombreux organes, tels que le cœur, le poumon ou de gros vaisseaux tels 
que l’aorte, les artères coronaires ou les veines ont été étudiés, chez l’homme, la souris ou le 
porc, sain ou malade57,132,244–246. Toutes ces études utilisent des protocoles combinant une 
décellularisation ou des fractionnements subcellulaires. De plus la quantité de tissu utilisé par 
échantillon dépasse habituellement les 100 mg.  

La quantité de tissu représentée par des vaisseaux cérébraux disséqués ou isolés à partir d’une 
souris n’excède pas 10 mg. Cette très petite quantité de tissu n’est pas adaptée à des 
protocoles de décellularisation ou de fractionnements subcellulaires extensifs, tels qu’ils sont 
couramment utilisés pour l’analyse du matrisome. 

 

III.1.2 Objectif 
 

L’objectif de cette première étude est de développer et de valider une nouvelle méthode de 
préparation et d’analyse des vaisseaux cérébraux de souris en protéomique, afin d’identifier 
et de quantifier de manière robuste et la plus complète possible le matrisome de ces 
vaisseaux.   
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III.1.3 Méthode 
 

Le matériel de départ est constitué d’artères piales d’une souris, disséquées sous loupe. Ce 
type de matériel est pertinent dans le cadre de l’étude des cSVDs puisque les artères piales 
sont affectées dans ces maladies. Un des avantages présentés par ce type de matériel est que 
la dissection est très reproductible d’un animal à l’autre.  

Les différentes étapes du protocole 

La première étape a consisté à optimiser la préparation des échantillons avec des artères 
piales de souris sauvages. L’élément clé de ce protocole est la réalisation de l’extraction et de 
la digestion des protéines en peptides en solution dans un seul tube.  

Les réactifs sont ajoutés les uns après les autres dans le tube contenant l’échantillon jusqu'à 
la récupération des peptides protéolytiques. Le SDC a été choisi comme détergent car il peut 
être efficacement précipité en fin de digestion par acidification, nécessaire également pour 
l’inhibition de la trypsine, contrairement au SDS, dont l'élimination nécessite une 
manipulation fastidieuse (FASP, gel). Pour le dessalage, afin de minimiser la perte de peptides 
très polaires, des dispositifs de dessalage de grande capacité (30 μg) sont utilisés. L'étape de 
dessalage a toujours été réalisée de manière extemporanée juste avant les analyses nanoLC 
MS / MS pour chaque échantillon et son contrôle. Des résultats reproductibles nécessitent des 
quantités injectées d'échantillon égalisées. Nous avons donc utilisé 20% de chaque échantillon 
pour doser la quantité de peptides, par mesure d’absorbance à 215 nm, avant les analyses 
nanoLC MS / MS. De plus, pour une reproductibilité optimale, tous les échantillons d'une série 
ont été préparés simultanément, avec les mêmes réactifs et solvants. 

Les analyses LC-MS étant également des sources de variabilité (volume d'injection, instabilité 
du spray), nous avons réduit cet effet en utilisant des doublons techniques pour chaque 
échantillon. Les données de spectrométrie de masse sont traitées dans un premier temps à 
l'aide du logiciel Proteome Discoverer (Thermo Scientific, v2.2) et ensuite les recherches sont 
réalisées à l'aide du logiciel MASCOT v2.6.0 (Matrix Science, Londres, Royaume-Uni) avec à la 
base de données Mouse SwissProt (publiée en avril 2018) avec les paramètres suivants: 10 
ppm pour la tolérance de masse sur les précurseurs en MS, 0.02 Da pour la tolérance de masse 
en MS / MS, la trypsine comme enzyme de digestion, la carbamidométhylation de la cystéine 
(C),  la déamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q), oxydation de la méthionine (M) 
comme modifications des variables, un maximum de 2 erreurs de clivage et avec un taux de 
1% de faux positif. Les annotations sur les protéines sont fournies par la base de données 
Uniprot et les annotations du matrisome sont obtenues par la base de données Matrisome 
(version 2.0) construite par le Hyne Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/). 

Chaque réplicat technique a été considéré pour la quantification uniquement après validation 
individuelle en fonction du nombre de MS / MS, du nombre de PSM (Peptide Spectrum Match) 
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ou du nombre de protéines avant la quantification d’un minimum de 2000 protéines dont 150 
protéines du matrisome, par échantillon, identifiées par au moins 2 peptides avec le moteur 
de recherche Mascot. Toutes les analyses doivent générer des résultats similaires pour une 
condition donnée, et les valeurs aberrantes ont été écartées pour la quantification finale.  

La 2° étape a consisté à optimiser chacune des étapes de l’analyse des données de MS/MS, de 
l’identification des protéines à leur quantification.  

La quantification des protéines est réalisée à l'aide de MaxQuant (version 1.5.3.8) avec à la 
base de données Mouse Swissprot (publiée en avril 2018). L'oxydation (M), la 
carbamidométhylation (C) et la déamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q) ont été 
définies comme des modifications variables, avec jusqu'à 2 sites de clivage tryptique non 
protéolysés, l'utilisation de l’option MBR qui permet le transfert d’une identification MS/MS 
d’une analyse à l’autre et avec un taux de 1% de faux positifs pour les protéines et les peptides.  

Les intensités des protéines (somme des intensités des peptides) sont normalisées par une 
méthode de type RLE (Relative Expression Log), méthode issue de la génomique, en partant 
du postulat que la quantité totale de protéine est équivalente entre les échantillons 247. Nous 
avons ensuite appliqué une stratégie d’imputation des valeurs manquantes avec une méthode 
de type LSA (Least square adaptative), principe basé sur la méthode des moindres carrés. Ce 
principe est basé sur la construction d’une fonction qui permette de réduire au minimum les 
erreurs, un peu comme le ferait une régression linéaire, et à partir de cette fonction, pouvoir 
remplir les valeurs manquantes de certaines protéines.  Cependant, cette fonction n’est pas 
construite sur les valeurs d’une seule protéine mais bien sur l’ensemble. Evidemment, cette 
imputation n’est appliquée que suite au tri des données manquantes inspirée de la règle des 
80% (voir paragraphe I.3.4.2.2).   

Nous avons filtré les protéines du matrisome en utilisant la base de données développée dans 
le laboratoire de Richard Hynes, avant d’appliquer un test statistique afin d’identifier les 
protéines différentiellement exprimées de manière significative entre les deux conditions. 

Celles-ci sont identifiées par le test SAM pour Significance Analysis of Microarrays 248, un test 
non paramétrique mais basé sur le test de Student (ou test t) à laquelle est ajouté une 
correction par permutations multiples afin de minimiser le nombre de faux positifs. Pour 
rappel, le test t de Student est un test permettant de comparer les moyennes de deux 
conditions, et en tenant compte des variations entre les différents échantillons de la condition, 
la variance, de déterminer si les moyennes des deux groupes sont significativement 
différentes. Comme le test est réalisé sur des milliers de protéines, il est indispensable de 
réaliser une correction. Le principe est le suivant : un test t des données réelles est comparé 
au test t des données permutées au hasard, et si la distribution des données réelles est 
identique à celles permutées, la différence annoncée est due au hasard, l’expression de la 
protéine n’est donc pas significativement différente entre les deux conditions. SAM, une 
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méthode issue de la génomique, utilise ce principe combiné avec un facteur de correction s0 
arbitraire, afin de ne pas pénaliser les variances plus faibles. 

Toutes les étapes de traitement des données sont réalisées par des scripts R fait maison à 
l’aide des packages R suivants : DESeq pour la normalisation, imp4p avec la méthode SLSA 
(Structured Least Square Algorithm)249 pour les imputations et Siggenes pour le test statistique 
SAM. 

La validation du protocole  

Pour valider ce protocole, nous avons utilisé un modèle de souris, bien caractérisé, de la 
maladie CADASIL, car dans cette forme génétique de cSVDs, des anomalies du matrisome ont 
déjà été identifiées. Pour cela nous avons utilisé des artères piales de 4 souris CADASIL 
(TgNotch3R169C) et 4 souris sauvages (TgNotch3wt). Les artères ont été disséquées chez des 
souris âgées de 12 mois car à cet âge les souris développent les manifestations 
caractéristiques pré-symptomatiques de la maladie, à savoir l’accumulation de Notch3, la 
dysfonction cérébrovasculaire et les lésions de la substance blanche. En revanche, il n’existe 
pas de remodelage visible en histologie de la MEC dans les vaisseaux cérébraux des souris 
mutantes.  

Enfin, nous avons évalué l’utilité de ce nouveau protocole en étudiant les changements du 
matrisome des vaisseaux cérébraux associés au vieillissement, qui est le facteur de risque 
majeur des cSVDs.  

 

III.1.4 Résultats et Discussions 
 
Robustesse de la méthode  

Ce protocole permet d’identifier et de quantifier de façon reproductible dans les artères 
cérébrales de souris, de différents âges et génotype, en moyenne 250 et 200 protéines du 
matrisome, avec une proportion comparable de protéines du core matrisome et du matrisome 
associé. Dans la littérature, les protocoles combinant décellularisation ou fractionnements 
extensifs identifient en moyenne entre 150 et 250 protéines du matrisome, avec un biais pour 
les protéines du core matrisome134. Le pourcentage de couverture de séquence des protéines 
du matrisome est comparable à celui des autres protéines. Les nuages de points 
(multiscatterplot) valident l’homogénéité des mesures des signaux protéiques entre les 
différents échantillons d’une même condition ou génotype, avec des coefficients de 
corrélation supérieurs à 0.91. Les Upset, équivalent aux diagrammes de Venn mettent en 
évidence la proportion de protéines communes entre les échantillons d’un même groupe, 
mise en évidence également par la distribution des annotations de Gene Ontology (GO)250 
pour les différentes localisations subcellulaires et celle du matrisome. Toutes les 
représentations graphiques utilisées lors de cette étude sont en Annexe II. 
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Validation de la méthode  

Cette méthode appliquée aux souris CADASIL et contrôles a permis d’identifier les quatre 
protéines du matrisome (TIMP3, Vitronectine, HTRA1 et COL18A1), connues comme étant 
dérégulées dans les artères cérébrales des souris et patients CADASIL25,113,115. Elle a également 
identifié six autres protéines du matrisome, pour lesquelles des études protéomiques 
antérieures réalisées sur du tissu cérébral post-mortem de patients CADASIL, et donc à un 
stade plus tardif de la maladie, avaient montré une anomalie de leur abondance. Enfin, elle a 
permis d’identifier de nouvelles protéines du matrisome différentiellement exprimées dans 
les artères cérébrales des souris CADASIL, qui feront l’objet d’études ultérieures.  

Utilité de cette nouvelle méthode 

L’application de notre méthode sur des souris jeunes et âgées a révélé que l’âge entrainait des 
modifications majeures du matrisome des artères cérébrales chez la souris, qu’il reste à 
confirmer sur des artères cérébrales d’humains. De façon intéressante, certaines de ces 
modifications sont communes avec celles identifiées chez les souris CADASIL.  

En conclusion, nous avons développé et validé une nouvelle méthode robuste et sensible pour 
l’analyse quantitative sans marquage des changements du matrisome des artères cérébrales 
de souris en tenant compte des différentes contraintes spécifiques à cette étude. 

En effet, pour minimiser la perte d’échantillon, conséquence inévitable dans toute 
expérimentation mais dont l’impact est notable pour cette quantité de tissu, nous avons 
décidé d’extraire et de digérer les protéines dans le même tube. Dans cette même optique, 
aucun fractionnement, ni protéique, ni peptidique n’a été réalisé. Pour minimiser les biais de 
quantités de peptides analysés en MS, nous avons également normalisé les concentrations de 
peptides après dessalage tout en assurant une extraction qualitative la plus complète possible 
de l’échantillon.  

Une surveillance de différents indicateurs tels que le nombre de MS/MS ou de peptides 
identifiés a été réalisé pour chaque analyse, afin de s’assurer du bon fonctionnement des 
différentes étapes de l’expérience. 

Nous avons ainsi démontré par diverses analyses statistiques la robustesse de la méthode, 
validé notre méthode en identifiant des protéines largement connues par diverses autres 
études publiées et nous avons identifié environ 200 protéines du matrisome avec une 
répartition égale entre les protéines du core matrisome et celle du matrisome associé. L’étude 
de l’effet de l’âge nous a permis à nouveau de valider la robustesse de la méthode et de nos 
points de contrôle.  
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Abstract 

Alterations in the extracellular matrix (ECM) are commonly observed in small vessel diseases of the 

brain (SVDs), but yet poorly understood. Proteomic analysis of the ECM and ECM-associated proteins, 

collectively known as the matrisome, is a challenging task that usually requires extensive 

fractionation/extractions due to the complexity and insolubility of these proteins. Analysis of the 

matrisome from murine brain vessels is even more challenging due to the limited amount of tissue. 

Here, we developed a novel highly sensitive workflow dedicated to the quantitative profiling of the 

matrisome from murine brain arteries without prior ECM enrichment and fractionation: brain arteries 

from a single mouse are lysed and digested in-solution into peptides in a single-step, peptide identity 

and signal intensity are analyzed with the MaxQuant algorithm with the “match between runs” 

capability, the R packages Deseq2 and imp4p are used to normalize signal intensities and impute 

missing values respectively, and matrisome proteins are extracted in silico using the matrisome  

database (v2.0). This approach applied to brain arteries from a well-characterized mouse model of the 

CADASIL hereditary SVD, allowed to quantify 203 matrisome proteins per sample, including 50 % of 

core matrisome and 50% of matrisome-associated proteins. This identified 19 matrisome proteins 

differentially expressed in CADASIL versus control brain arteries after correcting for multiple testing, 

including notably all 4 matrisome proteins, ie TIMP3, vitronectin, HTRA1, COL18A1  known to 

accumulate in CADASIL. To explore the utility of this novel workflow, we assessed matrisome changes 

that occur upon aging, a major risk factor of SVD. We quantified 214 matrisome proteins and identified 

129 proteins significantly up (110) or downregulated (19) in 20- versus 2-month-old brain arteries. 

Remarkably, samples could be clustered into the two overarching young/old groups based on the 

expression profile of matrisome proteins, indicating that young and old arteries have a unique 

matrisome profile. Our proof-of-principle study demonstrates the robustness of our workflow for 

quantitative profiling of the brain microvascular matrisome. This may facilitate better understanding 

of the potential roles that matrisome proteins play in SVDs. 
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Introduction 

 The extracellular matrix (ECM) is a complex 3D network of highly cross-linked proteins that 

interact bidirectionally with surrounding cells to regulate the organization and homeostasis of tissues. 

ECM proteins and ECM-associated proteins, collectively known as matrisome proteins, act not only as 

physical scaffolds but also as master regulators of fundamental cellular processes including 

proliferation, differentiation, senescence and death (1–3). The matrisome is commonly divided in two 

groups, the core matrisome and the matrisome-associated. The core matrisome comprises around 

300 proteins that include collagens, proteoglycans and ECM glycoproteins. The matrisome-associated 

protein category includes a list of around 800 proteins among which are secreted factors known or 

suspected to bind core ECM proteins, enzymes or other proteins that modify the ECM (ECM 

regulators) and proteins known to be associated or share some similarities with ECM proteins (ECM-

affilated) (4).  

 The matrisome of a wide range of organs, including but not limited to the heart, large arteries, 

intestine, lung, colon has been characterized in healthy or diseased humans or mice using shotgun 

proteomic approaches(5). Matrisome proteins are notoriously highly insoluble and far less abundant 

than most intracellular proteins. Hence, proteomic analysis of the ECM typically employs 

decellularization or subcellular fractionation protocols to enrich for highly insoluble proteins that are 

then solubilized, deglycosylated and analyzed by label free LC-MS/MS. Such enrichment based 

approach usually leads to the identification of 150 to 250 matrisome proteins for a given tissue, with 

a high level of tissue specificity. Since soluble matrisome proteins may be lost during the enrichment 

procedure(6), others have explored the possibity of characterizing the ECM without prior enrichment. 

Schiller et al. showed that the lung ECM from a mouse model of bleomycine-induced lung injury could 

be quantitatively profiled by extracting four distinct fractions from the total lung, using detergents of 

increasing strength,  and analyzing the four fractions separately(7).  

 Cerebral small vessel diseases (SVDs) encompass an heterogeneous group of disorders which 

affect the structure or function of small intracranial vessels. These diseases account for 25 to 30% of 

ischemic stroke, the vast majority of spontaneous intracerebral hemorrhages and are a leading cause 

of age-related cognitive deficits. SVDs are deemed to result from a complex mix of genetic and 

cardiovascular risk factors, among which age and hypertension are the most important (8–10). The 

salient brain vessel changes include major alterations of mural cells (smooth muscle cells/ pericytes) 

and remodeling of the ECM, which may range from thickening of the basement membranes, splitting, 

duplication or fragmentation of the internal elastical lamina and fibrosis of the vessel wall (11). In 

recent years, several monogenic forms of SVDs, largely indistinguishable from sporadic SVD, have 



102 
  

been characterized. Remarkably, mutated genes, like COL4A1, COL4A2, HTRA1,  cathepsin A (CTSA), 

encode matrisome proteins, or like NOTCH3, in the CADASIL genetic SVD, leads to the pathogenic 

accumulation of matrisome proteins (12). These observations combined to the fact that the vascular 

ECM occupies a strategic position in the communication pathway between the cerebral circulalation 

and brain parenchymal cells have fueled the hypothesis that perturbations of the brain vascular 

matrisome are a common denominator in SVDs (12). Yet, we have a poor knowledge of matrisome 

changes that occur in SVDs.   

 Mouse models of sporadic or genetic SVDs offer the opportunity to explore the brain 

microvascular matrisome, especially at an early stage of the disease process. However, one challenge 

is that brain arteries dissected from a single mouse represents minute amount of tissue, whereas 

established protocols typically starts with at least 100 mg of tissue. Moreover, decellularization, 

subcellular or sequential fractionation are likely to further increase the risk of losing material. 

Therefore, in this study, we aimed to develop a novel workflow dedicated to the quantitative profiling 

of the matrisome of murine brain vessels. We validated this workflow by analyzing brain artery 

samples from a well-established genetic model of SVD (CADASIL) in which matrisome changes have 

been characterized. We further studied the utility of this workflow by assessing matrisome changes 

that occur upon aging, a major risk factor of SVD. 
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Material and Methods 

Reagents  

Phosphate buffered saline tablet (PBS), ammonium bicarbonate (ABC, ≥99.0%), dithiothreitol (DTT, 

≥98.0%), sodium deoxycholate (SDC, ≥97.0%), iodoacetamide (IAM) were purchased from Sigma-

Aldrich/Merck (France). Trifluoroacetic acid (TFA, LCMS Grade) and formic acid (FA, LCMS Grade) were 

purchased from Pierce. The mix trypsin-LysC was obtained by Promega and acetonitrile (ACN, LC-MS 

optima Grade) by Fisher.  

Mouse strains and  brain artery samples 

Animal experiments were conducted in full accordance with the guidelines of our local institutional 

Animal Care and Use Committees (CEEA9 and CEEA34). TgNotch3R169C mice overexpress the rat 

NOTCH3 protein containing the mutation R169C found in CADASIL patients and were maintained on 

an FVB/N background. As controls, we used TgNotch3WT mice, overexpressing wild type rat NOTCH3. 

To study the effect of aging we used 2 month-old and 20 month-old wildtype mice, also maintained 

on an FVB/N background.  

Mice were sacrificed by a lethal injection of Dolethal. Brain arteries (pial arteries) were dissected under 

the scope, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until use.  

Brain artery sample processing 

Brain arteries from a single mouse were processed in a single tube. Brain arteries were first extensively 

washed in PBS to remove plasma proteins, then lysed in 50 µl of a solution containing 2% SDC, 10mM 

DTT in 50 mM ABC at 95°C for 5 min. After cooling to room temperature (RT), 5.5 µl of 500mM IAM 

(50mM final concentration) was added to alkylate free cysteine residues for 20 min at RT. Samples 

were further diluted with 144.5 µl of 50 mM ABC to reach a final concentration of 0.5% SDC before 

adding the mix trypsin-LysC (2 µg) and the digestion was carried out at 37°C overnight at 37°C with 

constant shaking.  

Tryptic digests were centrifuged at 21,000 g for 15 min to recover the supernatant. 10.7 µl of TFA 10% 

(0.5% final concentration) was added to inactivate trypsin and LysC and precipitate SDC as previously 

described (13). Peptides were desalted using Peptide Cleanup C18 Spin Tubes (Agilent). Purified 

peptides were eluted with 70% ACN and 0.1% TFA. After removal of acetonitrile with a SpeedVac 

(Savant ISS110), desalted peptides were resuspended in solvent A’ (H2O/ACN 98:2 (v/v), 0.1% TFA).  

Peptides concentration was determined by measuring the absorbance at 215nm (DeNovix, model DS-

11, and Thermo Fisher Scientific, model NanoDrop One/One).  
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Nano LC-MS/MS analyses 

Between 2 and 4 µg of peptides was injected in duplicate on a reversed-phase trap column (C18 

Acclaim PepMap100, 5 μm, 300 μm i.d. × 5 mm) and eluted to a reversed-phase column (C18 Acclaim 

PepMap100, 3 μm, 75 μm i.d. × 50 cm) at a constant flow rate of 300 nL/min, with a gradient of 2–

50% of solvent B (H2O/ACN 10:90 (v/v), 0.1% FA) in solvent A (H2O/ACN 98:2 (v/v), 0.1% FA ) over 150 

min. The LC was coupled to a Q-Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) equipped 

with a nano-electrospray ion source. Top 20 data-dependent-acquisition MS experiments consisted of 

one MS survey scan in the Orbitrap cell (resolution of 60000, scan range 375–1500 m/z, AGC target 

3e6, maximum injection fill time 60 ms) followed by the MS/MS scans of the twenty most intense 

precursors in HCD mode (dynamic exclusion 30 s, no singly charged precursors, resolution 15000, NCE 

28, AGC target 1e4, maximum injection time 60 ms, isolation window 2 m/z).  

Computational MS analysis  

Number of MS/MS, peptide spectrum-match (PSM), peptides and proteins. Raw data were first 

processed using Proteome Discoverer software (Thermo Scientific, v2.2) and Mascot version v2.6.0 

(Matrix Science, London, U.K.) against the Mouse SwissProt database (version April 2018) with the 

following parameters: 10 ppm MS mass tolerance for precursor ions, 0.02 Da MS/MS mass tolerance, 

enzyme trypsin, carbamidomethylation of cysteine (C), deamidation of asparagine(N) and 

glutamine(Q), oxidation of methionine (M) as variables modifications and up to two miscleavages of 

trypsin and 1% false discovery rate (FDR). Protein annotations were given by the Uniprot database and 

the matrisome  database (v2.0) assembled by the Hyne’s Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/)(14).  

Protein quantification. Data files were searched using MaxQuant (version 1.5.3.8) against the mouse 

Swissprot database (released April 2018) (15). The search parameters used the match-between-runs 

(MBR) capability, which assesses each peak identified and detected in an MS from any LC-MS/MS run 

and compares its retention time to other peaks not identified in any other run (15). Up to two 

miscleavages were allowed. Oxidation (M), carbamidomethylation (C) and deamidation of asparagine 

(N) and glutamine (Q) were set as variable modifications. A 1% FDR was used to filter candidate 

peptide and protein identification with 20 ppm MS mass tolerance for precursor ions and 20 ppm 

MS/MS mass tolerance. Raw intensities were extracted from the MaxQuant files and normalized using 

the Relative Log Expression (RLE) method implemented in the R package DeSeq2 (16,17). Briefly, this 

method first computes a pseudo-reference sample as the geometric mean across all samples. Next, it 

centers every sample compared to the pseudo-reference sample by calculating for every protein in a 

given sample, the ratio sample/pseudo-reference sample. Then, it applies a normalization factor to 

every sample calculated as the median value of all ratios. Finally, normalized intensity values are Log2-

http://matrisomeproject.mit.edu/
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transformed. Missing values were handled using the following strategy: i) a protein was classified as 

present/absent if missing values were detected in ≤ 25% of samples from one group and ≥ 75% of 

samples from the other group, ii) a protein was discarded and considered as not-quantified if missing 

values were detected in 50% of samples from at least one group, iii) in all other situtations, missing 

values were imputed using the least-squares adaptive (LSA) method with the “imp4p” R 

package(18)(Gianetto et al, 2020, Bioarchive). Matrisome proteins were filtered using the matrisome  

database (v2.0) assembled by the Hyne Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/)(14). Differentially 

expressed proteins were identified using the Significance Analysis of Microarrays (SAM) method (19) 

with the “Siggene”s R package (http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/siggenes.html), 

with a number of permutations set at 250. An adjusted p-value cutoff of 0.05 was applied to determine 

significantly deregulated proteins for each pairwise comparison.  

Software packages for statistics and data visualization 

All scripts performing statistical analysis were implemented in R. Hierarchical clustering was 

performed using Heatmaper (http://www.heatmapper.ca/)(20). The dendrogram was generated with 

the average linkage method and we used the Euclidean method for calculating the distance matrix. 

Bar graphs and Whisker plots were generated using the GraphPad Prism 7.0 software.  

Data access and proteomics raw data repository 

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium 

via the PRIDE partner repository with the dataset identifier XXXXX. 

  

http://matrisomeproject.mit.edu/
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/siggenes.html
http://www.heatmapper.ca/
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Results and discussion 

Description of the workflow  

Because brain arteries dissected from a single mouse represent less than 5 mg of tissue, we devised 

the following workflow summarized on Figure 1. For sample processing, we confine every step to a 

single tube until peptide purification to minimize sample loss. Protein solubilization and digestion into 

peptides are performed in-solution using a combination of detergent and enzymatic lysis. As a 

detergent, we selected the strong ionic SDC detergent because of its compatibility with trypsin (21). 

Also, due to its acid-insolubility, SDC can be efficiently removed from tryptic digests via precipitation 

in acidic buffers (21). In addition, the desalting step is performed extemporaneously just before 

nanoLC MS/MS analyses, to minimize peptide degradation or sticking to the vial. In a pilot study using 

brain arteries from wildtype mice (n=3), this procedure identifies per sample 192,322±3,912  MS/MS, 

with 33 % of peptide spectrum matches (PSM) generated from LC-MS/MS, 24,692± 206 peptides and 

2541 ± 38 proteins including 150± 6 matrisome proteins (52% core matrisome and 48% matrisome-

associated) (Supplementary Table 1). 

To identify and quantify protein abundance, we devised the following bioinformatic pipeline, using 

part of the MaxQuant software environement (15). Raw Intensities (summed peptide intensities) are 

extracted from MAxQuant. To increase proteome coverage, we employ the MaxQuant’s match-

between-runs (MBR) algorithm, which tranfers identification through PSM from any one run to peaks 

having no MS/MS information in another run (15). Inded, Murgia et al.  showed that this approach 

allows to almost double the number of quantified proteins in human single skeletal muscle fibers (22). 

To correct for inter-sample variation in the amount of injected peptides, raw intensities extracted 

from the MaxQuant files are normalized. Assuming that most proteins are not differentially expressed 

and thus have an equal abundance across different samples, we apply a correction factor to every 

sample, calculated as the median of the ratio, for each protein, of its intensity value over its geometric 

mean across all samples (23). Missing values are imputed, provided that valid values are detected in 

≥ 75% of samples from all groups, using a local similarity approach, which is based on the profiles of 

other proteins with similar intensity profiles across samples from the same data set (18). 

Then, from the list of quantified proteins, we perform an “in silico screen” of matrisome proteins using 

the matrisome  database (v2.0) assembled by the Hyne’s Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/)(14). 

Finaly, to identify differentially expressed matrisome proteins, taking into account multiple testing, 

we implement the Significance Analysis of Microarray method, a nonparametric, permutation-based 

approach, initially developed for large genomic data sets, with a FDR set at 5%(24).  

 

http://matrisomeproject.mit.edu/
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Figure 1: Schematic of the experimental workflow devised for quantitative profiling of the 
matrisome from murine brain arteries  

 

Quantitative profiling of the brain vascular matrisome in the CADASIL genetic SVD 

To test the validity of our workflow, we applied it to a mouse model of  CADASIL, a genetic SVD in 

which changes in the brain microvascular matrisome have been characterized (25–27). We used the 

TgNotch3R169C model, a well-established mouse model of CADASIL which overexpresses a mutant 

NOTCH3 receptor with an archetypal CADASIL mutation. Transgenic mice which overexpress similar 

amount of the wildtype NOTCH3 (TgNotch3WT) were used as controls. Brain arteries were dissected 

at 12 months of age when mutant mice recapitulate the presymptomatic stage of the disease with 

abnormal accumulation of NOTCH3 in brain vessels, cerebrovascular dysfunction and white matter 

lesions (28–30). We identified per sample (n=4 TgNotch3R169C and n=4 TgNotch3WT), in the mascot 

software environement, 184,754± 6,700 MS/MS, with 31% of PSM, 21,322± 1,277 peptides and 2417 

± 115 proteins including 158± 11 matrisome proteins (53% core matrisome and 47% matrisome-

associated) (Supplementary Table 2).  
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Using the bioinformatic pipeline described above (Figure 1), we identified in total 4444 proteins, by 

two or more unique peptides, of which 74% were identified in all 4 mutant or all 4 control samples. 

On average, we obtained 3818 proteins per sample including 2759 (72%) proteins identified by 

tandem MS and 1059 proteins (28%) identified by MBR using a library made of both the 8 CADASIL 

and control samples and all additional brain artery samples analyzed as part of this study (Figure 2A). 

Among these, there were 256 proteins identified as matrisome proteins (118 core matrisome and 138 

matrisome-associated). On average 221 matrisome proteins were identified per sample (Figure 2B,C). 

Only proteins with valid values in all wildtype and mutant samples were quantified. In total, we 

quantified 3522 proteins), including 203 matrisome proteins (103 core matrisome and 100 matrisome 

associated). Notably, median sequence coverage of matrisome proteins and all other proteins was 

comparable; likewise median sequence coverages of core matrisome and matrisome associated 

proteins did not differ. Moreover, sequence coverage of matrisome proteins, core matrisome, 

matrisome associated and all other proteins were comparable between genotypes (Figure 3). 

Therefore, our protocol allows the identification of at least as many matrisome proteins than prior 

studies using ECM enrichment procedures (5). In addition our results indicate that this protocol does 

not biais against matrisome proteins in terms of sequence coverage.  

 

Figure 2: Characterization of the proteome of murine brain arteries from CADASIL and control mice 

A. Number of total proteins identified with at least 2 unique peptides per sample by MSMS (dark grey 
bars) or match between run (light grey bars) B. Number of matrisome proteins identified per sample 
with at least 2 unique peptides C. Protein numbers from different groups of core matrisome and 
matrisome associated  
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Figure 3: Protein sequence coverage of quantified proteins in CADASIL and control brain artery 
samples 
The box and whisker plots (Interquartile range 25-75%) depict the distribution of protein sequence 
coverage (coverage of possible tryptic peptides per protein in %) of quantified proteins in the 
matrisome (203 proteins), core matrisome (85 proteins) or matrisome associated (118 proteins) and 
all other proteins (3319) from CADASIL (TgNotch3R169C), control (TgNotch3WT) and both CADASIL and 
control samples (total).   
 

We then assessed the variability of brain artery proteome among mice of the same genotype. 

Normalized intensities were used to generate multiscatterplot of intensities and compute the 

Pearson’s correlation coefficients between samples of the same genotype. We found that the mean 

Pearson’s correlation coefficients were 0.93 and 0.94 in mutant and control samples respectively, 

ranging from 0.92 to 0.95, indicating a very low level of variability within each genotype (Figure 4). As 

an additional quality control, we compared NOTCH3 abundance in CADASIL versus control samples, 

and found a 30-fold increase in the abundance of NOTCH3 in mutant arteries compared to wildtype 

arteries (Supplementary Figure 1). 

 
Figure 4: Multiscatterplot and matrix of correlations between label-free quantification intensities 
of CADASIL and control samples.  
Multiscatterplot of intensities and  Pearson correlation coefficients are reported for each comparison 
of CADASIL (TgNotch3R169C) (A) and control (TgNotch3WT) samples (B). The color code correlates the 
Pearson coefficient with the distribution of intensities. 
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Next, we compared the abundance of matrisome proteins between wildtype and mutant mice. Among 

the 203 quantified matrisome proteins, we identified 19 matrisome proteins (8 matrisome and 11 

matrisome-associated) that were significantly differentially expressed (adjusted p-value <0.05) 

between wildtype and mutant samples. Eighteen proteins had increased abundance whereas 1 had 

lower abundance in mutant arteries (Figure 5, Table 1). Remarkably, this includes the 4 matrisome 

proteins, namely TIMP3, vitronectin, HTRA1 and COL18A1 with well-established increased abundance 

in brain arteries from both CADASIL mice and CADASIL patients (25–27). Moreover, 6 other 

differentially expressed matrisome proteins (CXCL12, EGFL8, HSPG2, MFGE8, LAMA5, PRSS23) have 

been shown to have a higher abundance in CADASIL brain vessels in prior MS/MS analysis, yet 

performed at a later stage of the disease process on human autopsy tissue specimens (25,27) (Table 

1). In addition, 8 matrisome proteins were detected as present in murine CADASIL brain arteries but 

absent in the controls (Supplementary Table 3). Among these, Procollagen C-endopeptidase enhancer 

1 is of peculiar interest because this matrisome glycoprotein is involved in the maturation of fibrillar 

collagen types I-III which abnormally accumulates in human CADASIL brain arteries and account for 

the fibrosis of vessel walls (31). Altogether, these data establish the validity of our workflow to 

quantitatively profile the brain vascular proteome in CADASIL mice.   

 

Figure 5: Volcano plot of log2 ratios (CADASIL vs control) and –log10 adjusted p-value (q-value) of all 
matrisome proteins. Red circles indicate proteins with a significant change in abundance (FDR= 0.05, 
adjusted p-value < 0.05) and those labeled with gene names indicate the 4 matrisome proteins with 
established dysregulation from prior studies. 
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Table 1 : List of matrisome proteins differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) in brain arteries from CADASIL mice 

Gene names Protein names FC* adjusted 
p-value 

Category Identified as differentially 
expressed in prior proteomic study 

(ref) 
Lgals8 Galectin-8 111.20 0.0196 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated Proteins  

Adamtsl1 ADAMTS-like protein 1 4.48 0.0269  Matrisome-
associated 

ECM Regulators  

Cxcl12 Stromal cell-derived factor 1 4.44 0.0269  Matrisome-
associated 

Secreted Factors CADASIL patients (27) 

Thbs1 Thrombospondin-1 3.97 0.0269  Core matrisome ECM Glycoproteins  

Hapln3 Hyaluronan and proteoglycan link 
protein 3 

3.20 0.0314  Core matrisome Proteoglycans  

Prss23 Serine protease 23 3.19 0.0261  Matrisome-
associated 

ECM Regulators CADASIL patients (27) 

Mfge8 Lactadherin 3.02 0.0269 Core matrisome ECM Glycoproteins CADASIL patients (25) 

Pf4 Platelet factor 4 2.71 0.0336 Matrisome-
associated 

Secreted Factors  

Serpina3k Serine protease inhibitor A3K 2.69 0.0327 Matrisome-
associated 

ECM Regulators  

Igfbp7 Insulin-like growth factor-binding protein 
7 

2.55 0.0446 Core matrisome ECM Glycoproteins  

Timp3 Metalloproteinase inhibitor 3 2.15 0.0196 Matrisome-
associated 

ECM Regulators CADASIL patients and CADASIL mice 
(26,27) 

Vtn Vitronectin 1.97 0.0305 Core matrisome ECM Glycoproteins CADASIL patients and CADASIL mice 
(26,27) 

Col18a1 Collagen alpha-1(XVIII) chain;Endostatin 1.75 0.0321 Core matrisome Collagens CADASIL patients and CADASIL mice 
(25) 

Htra1 Serine protease HTRA1 1.71 0.0444 Matrisome-
associated 

ECM Regulators CADASIL patients and CADASIL mice 
(26,27) 

Egfl8 Epidermal growth factor-like protein 8 1.39 0.0454 Matrisome-
associated 

Secreted Factors CADASIL patients (27) 
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Itih5 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H5 

1.32 0.0446 Matrisome-
associated 

ECM Regulators  

Lama5 Laminin subunit alpha-5 1.27 0.0446 Core matrisome ECM Glycoproteins CADASIL patients (25) 

Hspg2 Basement membrane-specific heparan 
sulfate proteoglycan core protein 

1.22 0.0336 Core matrisome Proteoglycans CADASIL patients (25) 

Kng1 Kininogen-1 0.23 0.0269 Matrisome-
associated 

ECM Regulators  

FC, Fold change CADASIL versus Control
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Young and old brain arteries have a unique matrisome profile 

We then tested the utility of our workflow to define matrisome changes that occur upon aging, a major 

risk factor in the most common SVDs. Brain arteries were dissected from 2-month-old (n=6) and 20-

month-old wildtype mice (n=6) and processed as described above. The number of MS/MS, PSM, 

peptides, total proteins and matrisome proteins identified using the mascot software was roughly 

comparable to those identified in wildtype samples from the pilot study as well as from CADASIL and 

control samples (Supplementary Table 4). Using our pipeline, we identified in total 4857 proteins, of 

which 3893 were quantified in all 12 samples. Among these we identified 266 matrisome proteins (120 

core matrisome and 146 matrisome associated proteins), of which 214 matrisome proteins (104 core 

matrisome and 110 matrisome associated proteins) were quantified in all samples. The mean 

Pearson’s correlation coefficients computed from the normalized intensities were 0.93 (0.91-0.95) and 

0.94 (0.91-0.96) in samples from 2-month-old and 20-month-old mice respectively, indicating a low 

inter-samples variability within each group (Supplementary figure 2). Also, the median sequence 

coverage of matrisome proteins compared to all other proteins was roughly similar in both 2-month-

old and 20-month-old (Supplementary Table 5) . 

Comparison of the abundance of matrisome proteins between 2-month-old and 20-month-old 

samples revealed that 129 proteins (67 core matrisome and 62 matrisome associated) out the 214 

quantified proteins (60%) were differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) between young and 

aged samples, of which 110 were upregulated and 19 downregulated in 20-month-old arteries 

compared to 2-month-old arteries (Figure 6A). Remarkably, using protein expression of all matrisome 

proteins, unsupervised hierarchical clustering robustely divided the samples into the two overarching 

young/old groups, indicating and young and old brain arteries have a unique matrisome profile (Figure 

6B). Interestingly, the 20 most strongly enriched matrisome proteins in 20-month-old arteries include 

HTRA, TIMP3, Vitronectin, MFGE8 and THBS1, five matrisome proteins with increased abundance in 

murine CADASIL brain arteries, suggesting some overlap with the CADASIL and the aged brain arterial 

proteome (Supplementary Table 6). 

 

Figure 6:  Aging induces major changes in the matrisome of  murine brain arteries  
A. Volcano plot of log2 ratios (20-month-old vs 2-month-old) and –log10 adjusted p-values (q-value) of 
all matrisome proteins. Red circles indicate proteins with a significant change in abundance (FDR= 
0.05, adjusted p-value < 0.05) 
Figure 6:  Aging induces major changes in the matrisome of  murine brain arteries  
A. Volcano plot of log2 ratios (20-month-old vs 2-month-old) and –log10 adjusted p-values (q-value) of 
all matrisome proteins. Red circles indicate proteins with a significant change in abundance (FDR= 
0.05, adjusted p-value < 0.05) 
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Figure 6:  Aging induces major changes in the matrisome of  murine brain arteries  
A. Volcano plot of log2 ratios (20-month-old vs 2-month-old) and –log10 adjusted p-values (q-value) of 
all matrisome proteins. Red circles indicate proteins with a significant change in abundance (FDR= 
0.05, adjusted p-value < 0.05) 
B. Matrisome proteins (214) were grouped using unsupervised hierarchical clustering of MS intensities 
across all 12 samples, showing a clear separation between the two age groups. Shown are only a 
subset of proteins names because of space constraint. 
 

Discussion 

We provide here a detailed description of a novel highly sensitive workflow dedicated to the 

quantitative profiling of the matrisome from murine brain arteries, using shotgun label free mass 

spectrometry. This protocol, which starts with less than 5mg of tissue and does not require any ECM 

enrichment or fractionation, allows the identification and quantification of, on average, 250 and 200 

matrisome proteins respectively with low inter-sample variability and no biais against matrisome 

proteins in terms of sequence coverage. We have established the validity of our worklow by applying 

it to a mouse model of CADASIL, a genetic SVD in which changes in the brain microvascular matrisome 

have been characterized. Quantitative profiling of brain arteries from CADASIL and control mice 

uncovered all 4 matrisome proteins, with established dysregulation in brain arteries from CADASIL 

mice and CADASIL patients, as well as novel additional matrisome proteins that are differentially 

expressed in CADASIL brain arteries. We demonstrated the utility of our workflow in the assessment 

A B 
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of the impact of aging on matrisome changes of brain arteries. We found that aging induces profound 

changes in the composition of the matrisome, consistent with the fact that aging is the most important 

risk factor of common SVDs.  

This optimized workflow and the described methods should improve the understanding of the 

molecular mechanisms governing SVDs, which may help in the development of novel therapies.  
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Supplementary Material 

A novel workflow for quantitative profiling of the murine cerebral vascular 
matrisome in Small Vessel Diseases  
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Supplementary figure 1: NOTCH3 accumulation in CADASIL brain arteries 

Shown is the abundance of NOTCH3 protein (summed peptide intensity) in brain artery samples from 
CADASIL (TgNotch3R169C) and Control (TgNotch3WT) mice, with a 30-fold increase expression in 
CADASIL samples (Student’s t-test, sem, *** P<0.001),  
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A 

 

 

B 

 

 

Supplementary Figure 2: Multiscatterplot and matrix of correlations between label-free 
quantification intensities of young and aged brain artery samples.  

Multiscatterplot of intensities and Pearson correlation coefficients are reported for each comparison 
of brain artery samples from 2-month-old (A) and 20-month-old samples (B). The color code correlates 
the Pearson coefficient with the distribution of intensities. 
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Supplementary Tables 

 

Supplementary Table 1: Number of MS/MS, PSM, peptides and proteins identified in wildtype brain 
arteries (pilot study) using the Mascot Environment 

 MS/MS 
(nbre) 

PSM 
(% of 
MS/MS) 

Peptides 
(nbre) 

Proteins 
id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Matrisome 
id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Core 
matrisome 
(%) 

Matrisome 
associated 
(%) 

PV1 188.706 33 24.818 2584 155 51 49 
PV2 196.474 32 24.454 2519 143 52 48 
PV3 191.786 34 24.804 2519 151 54 46 

 

 

Supplementary Table 2: MS/MS. PSM. peptides and protein number identified in brain arteries from 
wild type and CADASIL mice using the Mascot Environment 

 MS/MS 
(nbre) 

PSM 
(% of 
MS/MS) 

Peptides 
(nbre) 

Proteins 
id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Matriso
me id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Core 
matriso
me (%) 

Matriso
me 
associate
d (%) 

TgNotch3WT-1 176.586 33 20.867 2412 145 53 47 
TgNotch3WT-2 172.842 32 20.264 2337 142 54 46 
TgNotch3WT-3 185.000 28 19.770 2262 149 53 47 
TgNotch3WT-4 190.337 32 22.784 2480 157 54 47 
TgNotch3R169C-1 188.692 31 21.211 2360 164 51 49 
TgNotch3R169C-2 184.685 30 20.825 2399 166 53 47 
TgNotch3R169C-3 188.376 33 23.620 2651 173 52 48 
TgNotch3R169C-4 191.516 30 21.240 2442 166 53 47 

 

 

Supplementary Table 3:  List of matrisome proteins identified as present in CADASIL arteries and 
absent in Control arteries 

Gene 
names Protein names 

Present/absent 
Category 

Pcolce 
Procollagen C-
endopeptidase enhancer 1 

Detected in 4 
TgNotch3R169C and 1 
TgNotch3WT Core matrisome ECM Glycoproteins 

Srpx 
Sushi-repeat-containing 
protein SRPX 

Detected in 4 
TgNotch3R169C and 1 
TgNotch3WT Core matrisome ECM Glycoproteins 

Angptl2 
Angiopoietin-related 
protein 2 

Detected in 
3TgNotch3R169C and 
absent in TgNotch3WT 

Matrisome-
associated Secreted Factors 

Clec1b 
C-type lectin domain 
family 1 member B 

Detected in 
3TgNotch3R169C and 
absent in TgNotch3WT 

Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 



 

124 
  

Ctss Cathepsin S 

Detected in 
3TgNotch3R169C and 
absent in TgNotch3WT 

Matrisome-
associated ECM Regulators 

Itih1 
Inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain H1 

Detected in 
3TgNotch3R169C and in 1 
TgNotch3WT 

Matrisome-
associated ECM Regulators 

Serpina1
d Alpha-1-antitrypsin 1-4 

Detected in 
3TgNotch3R169C and 
absent in TgNotch3WT 

Matrisome-
associated ECM Regulators 

Wnt5b Protein Wnt-5b 

Detected in 4 
TgNotch3R169C and in 1 
TgNotch3WT 

Matrisome-
associated Secreted Factors 

 

 

Supplementary Table 4: MS/MS. PSM. peptides and protein number identified in brain arteries from 
2-month-old and 20-month-old mice using the Mascot Environment 

 MS/MS 
(nbre) 

PSM 
(% of 
MS/MS) 

Peptides 
(nbre) 

Proteins 
id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Matriso
me id≥ 2 
peptides 
(nbre) 

Core 
matriso
me (%) 

Matriso
me 
associate
d (%) 

2 month-old-1 195.742 26 20.784 2360 140 50 50 
2 month-old-2 195.574 29 23.287 2824 138 54 46 
2 month-old-3 195.650 27 21.372 2568 168 55 45 
2 month-old-4 194.329 35 27.067 2955 164 50 50 
2 month-old-5 194.382 31 24.596 2739 140 53 47 
2 month-old-6 196.914 31 24.249 2749 156 51 49 
20-month-old-1 194.121 31 23.426 2622 169 58 42 
20-month-old-2 194.167 26 20.415 2403 151 57 43 
20-month-old-3 195.900 38 29.229 3100 166 57 43 
20-month-old-4 196.060 32 23.719 2617 169 51 49 
20-month-old-5 193.286 27 21.118 2426 159 56 44 
20-month-old-6 195.823 32 24.653 2738 173 57 43 

 

 

Supplementary Table 5: Protein sequence coverage of quantified proteins in 2-month-old and 20-
month-old samples, (per protein in %) 

  Median IQR (25-75%) 
Matrisome  
(214 proteins) 

2-month-old 13.3 4,8-28,1 
20-month-old 13.3 5,5-28,2 
Total 13,6 5,7-26,7 
20-month-old   
Total   

All other proteins 
(3679) 

2-month-old 14,3 5,8-30,1 
20-month-old 12,8 5,1-28,3 
Total 13,9 5,9-28,6 

Supplementary Table 6: List of matrisome proteins differentially expressed (adjusted p-value < 
0.05) in brain arteries from 20-mo versus 2-month old mice 
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Gene 
names Protein names 

Significa
nt (FDR 
=0.05) 

ajuste
d p-
alue 

FC Division Category 

Htra1 Serine protease HTRA1 + 0 15.6
8 

Matrisome-
associated ECM Regulators 

Itih4 Inter alpha-trypsin 
inhibitor. heavy chain 4 + 0 13.0

4 
Matrisome-
associated ECM Regulators 

Plg 

Plasminogen;Plasmin 
heavy chain A;Activation 
peptide;Angiostatin;Plas
min heavy chain A. short 
form;Plasmin light chain 
B 

+ 0 10.1
1 

Matrisome-
associated ECM Regulators 

S100a8 Protein S100-A8 + 0.01 9.59 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Timp3 Metalloproteinase 
inhibitor 3 + 0 6.68 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Mfge8 Lactadherin + 0 6.50 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Serpinf2 Alpha-2-antiplasmin + 0 6.24 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Mbl2 Mannose-binding protein 
C + 0 6.22 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated 

Proteins 

F13b Coagulation factor XIII B 
chain + 0 6.18 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Ntn1 Netrin-1 + 0 5.63 Core matrisome ECM Glycoproteins 
Vtn Vitronectin + 0 5.63 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Fgb 
Fibrinogen beta 
chain;Fibrinopeptide 
B;Fibrinogen beta chain 

+ 0 5.43 Core matrisome ECM Glycoproteins 

C1qa Complement C1q 
subcomponent subunit A + 0 5.11 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated 

Proteins 

Fga 
Fibrinogen alpha 
chain;Fibrinopeptide 
A;Fibrinogen alpha chain 

+ 0 5.03 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Fgg Fibrinogen gamma chain + 0 4.99 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Wnt6 Protein Wnt-6 + 0 4.97 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Ecm1 Extracellular matrix 
protein 1 + 0 4.77 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Aspn Asporin + 0 4.59 Core matrisome Proteoglycans 
Thbs1 Thrombospondin-1 + 0 4.27 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Hrg Histidine-rich 
glycoprotein + 0 4.14 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Kng1 

Kininogen-1;Kininogen-1 
heavy 
chain;Bradykinin;Kininog
en-1 light chain 

+ 0 4.01 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Angptl2 Angiopoietin-related 
protein 2 + 0 3.91 Matrisome-

associated Secreted Factors 

Hpx Hemopexin + 0.01 3.70 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

S100a9 Protein S100-A9 + 0.03 3.70 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Serpine2 Glia-derived nexin + 0 3.48 Matrisome-
associated ECM Regulators 
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Emilin2 EMILIN-2 + 0 3.44 Core matrisome ECM Glycoproteins 

F2 

Prothrombin;Activation 
peptide fragment 
1;Activation peptide 
fragment 2;Thrombin 
light chain;Thrombin 
heavy chain 

+ 0 3.40 Matrisome-
associated ECM Regulators 

C1qc Complement C1q 
subcomponent subunit C + 0 3.39 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated 

Proteins 

Wnt4 Protein Wnt-4 + 0 3.26 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Adamtsl
1 ADAMTS-like protein 1 + 0.01 3.21 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Acan Aggrecan core protein + 0.01 3.11 Core matrisome Proteoglycans 

Hapln1 
Hyaluronan and 
proteoglycan link protein 
1 

+ 0 3.08 Core matrisome Proteoglycans 

Prss23 Serine protease 23 + 0 3.00 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Colec12 Collectin-12 + 0.01 2.98 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Dpt Dermatopontin + 0 2.90 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Serping1 Plasma protease C1 
inhibitor + 0 2.85 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Bgn Biglycan + 0 2.76 Core matrisome Proteoglycans 

S100a4 Protein S100-A4 + 0 2.74 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Lgals3 Galectin-3 + 0.03 2.74 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Chadl Chondroadherin-like 
protein + 0.01 2.58 Core matrisome Proteoglycans 

Ogn Mimecan + 0.01 2.57 Core matrisome Proteoglycans 
Fmod Fibromodulin + 0 2.57 Core matrisome Proteoglycans 

Cntf Ciliary neurotrophic 
factor + 0 2.56 Matrisome-

associated Secreted Factors 

Pf4 Platelet factor 4 + 0 2.56 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Col12a1 Collagen alpha-1(XII) 
chain + 0 2.55 Core matrisome Collagens 

Cd109 CD109 antigen + 0 2.45 Matrisome-
associated ECM Regulators 

F13a1 Coagulation factor XIII A 
chain + 0 2.37 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Itih2 Inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain H2 + 0 2.36 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Col1a1 Collagen alpha-1(I) chain + 0 2.27 Core matrisome Collagens 

Serpinc1 Antithrombin-III + 0.01 2.26 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Tgfb1 
Transforming growth 
factor beta-1;Latency-
associated peptide 

+ 0.01 2.24 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Prg4 
Proteoglycan 
4;Proteoglycan 4 C-
terminal part 

+ 0 2.20 Core matrisome Proteoglycans 
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Plat 

Tissue-type plasminogen 
activator;Tissue-type 
plasminogen activator 
chain A;Tissue-type 
plasminogen activator 
chain B 

+ 0.02 2.18 Matrisome-
associated ECM Regulators 

A2m 

Alpha-2-
macroglobulin;Alpha-2-
macroglobulin 165 kDa 
subunit;Alpha-2-
macroglobulin 35 kDa 
subunit 

+ 0 2.18 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Fgf2 Fibroblast growth factor 
2 + 0.01 2.10 Matrisome-

associated Secreted Factors 

Lum Lumican + 0.02 2.09 Core matrisome Proteoglycans 

Col6a2 Collagen alpha-2(VI) 
chain + 0 2.09 Core matrisome Collagens 

Col16a1 Collagen alpha-1(XVI) 
chain + 0.01 2.05 Core matrisome Collagens 

Adamtsl
4 ADAMTS-like protein 4 + 0.02 2.01 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Lgi3 Leucine-rich repeat LGI 
family member 3 + 0 2.01 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Lgals9 Galectin-9 + 0.01 2.00 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Prelp Prolargin + 0 2.00 Core matrisome Proteoglycans 

Sbspon 

Somatomedin-B and 
thrombospondin type-1 
domain-containing 
protein 

+ 0 1.99 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Col6a1 Collagen alpha-1(VI) 
chain + 0 1.91 Core matrisome Collagens 

Col1a2 Collagen alpha-2(I) chain + 0 1.90 Core matrisome Collagens 

Mfap4 Microfibril-associated 
glycoprotein 4 + 0 1.89 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Dcn Decorin + 0 1.89 Core matrisome Proteoglycans 

Itih5 Inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain H5 + 0 1.89 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Serpina1
b Alpha-1-antitrypsin 1-2 + 0.01 1.89 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Lama2 Laminin subunit alpha-2 + 0.02 1.88 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Tgfbi 
Transforming growth 
factor-beta-induced 
protein ig-h3 

+ 0 1.86 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Mmrn1 Multimerin-1 + 0.01 1.85 Core matrisome ECM Glycoproteins 
Fn1 Fibronectin;Anastellin + 0 1.83 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Col3a1 Collagen alpha-1(III) 
chain + 0.05 1.82 Core matrisome Collagens 

C1qb Complement C1q 
subcomponent subunit B + 0.01 1.79 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated 

Proteins 

Hapln4 
Hyaluronan and 
proteoglycan link protein 
4 

+ 0 1.77 Core matrisome Proteoglycans 

Col4a1 Collagen alpha-1(IV) 
chain;Arresten + 0 1.76 Core matrisome Collagens 
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Lama1 Laminin subunit alpha-1 + 0 1.74 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Vwa1 
von Willebrand factor A 
domain-containing 
protein 1 

+ 0 1.73 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Col5a2 Collagen alpha-2(V) chain + 0.04 1.72 Core matrisome Collagens 

Col4a2 Collagen alpha-2(IV) 
chain;Canstatin + 0 1.72 Core matrisome Collagens 

S100b Protein S100-B + 0.01 1.70 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Tinagl1 Tubulointerstitial 
nephritis antigen-like + 0 1.64 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Mfap2 Microfibrillar-associated 
protein 2 + 0.02 1.63 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Igf2 
Insulin-like growth factor 
II;Insulin-like growth 
factor II;Preptin 

+ 0 1.62 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Anxa4 Annexin A4 + 0.01 1.60 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Ctgf Connective tissue growth 
factor + 0.02 1.58 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Col18a1 Collagen alpha-1(XVIII) 
chain;Endostatin + 0 1.58 Core matrisome Collagens 

S100a11 Protein S100-A11 + 0.03 1.53 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Anxa11 Annexin A11 + 0 1.51 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Adam10 

Disintegrin and 
metalloproteinase 
domain-containing 
protein 10 

+ 0.02 1.51 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Lamc3 Laminin subunit gamma-
3 + 0.03 1.45 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Npnt Nephronectin + 0.01 1.43 Core matrisome ECM Glycoproteins 

S100a10 Protein S100-A10 + 0 1.40 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Fbn1 Fibrillin-1 + 0.04 1.40 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Anxa2 Annexin A2 + 0.01 1.39 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Lamc1 Laminin subunit gamma-
1 + 0 1.39 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Anxa1 Annexin A1 + 0.02 1.39 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Nid1 Nidogen-1 + 0.01 1.38 Core matrisome ECM Glycoproteins 
Lamb2 Laminin subunit beta-2 + 0 1.37 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Anxa6 Annexin A6 + 0.04 1.35 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Hspg2 

Basement membrane-
specific heparan sulfate 
proteoglycan core 
protein;Endorepellin;LG3 
peptide 

+ 0 1.33 Core matrisome Proteoglycans 

Sema3g Semaphorin-3G + 0.01 1.32 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 
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Vwf 
von Willebrand 
factor;von Willebrand 
antigen 2 

+ 0 1.30 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Cspg4 Chondroitin sulfate 
proteoglycan 4 + 0.04 1.30 Matrisome-

associated 
ECM-affiliated 

Proteins 
Lama5 Laminin subunit alpha-5 + 0.01 1.29 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Ctsb 
Cathepsin B;Cathepsin B 
light chain;Cathepsin B 
heavy chain 

+ 0.01 1.29 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Plxnb2 Plexin-B2 + 0.02 1.23 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Agrn 

Agrin;Agrin N-terminal 
110 kDa subunit;Agrin C-
terminal 110 kDa 
subunit;Agrin C-terminal 
90 kDa fragment;Agrin C-
terminal 22 kDa 
fragment 

+ 0.05 1.20 Core matrisome ECM Glycoproteins 

S100a13 Protein S100-A13 + 0.01 1.19 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Fbln2 Fibulin-2 + 0.01 0.78 Core matrisome ECM Glycoproteins 
Sparc SPARC + 0.03 0.77 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Serpinh1 Serpin H1 + 0.01 0.76 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Sparcl1 SPARC-like protein 1 + 0.04 0.74 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Plod3 
Procollagen-lysine.2-
oxoglutarate 5-
dioxygenase 3 

+ 0.02 0.73 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Creld2 Cysteine-rich with EGF-
like domain protein 2 + 0.02 0.70 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Eln Elastin + 0 0.64 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Itih3 Inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain H3 + 0.05 0.61 Matrisome-

associated ECM Regulators 

Plxna4 Plexin-A4 + 0.03 0.58 Matrisome-
associated 

ECM-affiliated 
Proteins 

Bcan Brevican core protein + 0.02 0.57 Core matrisome Proteoglycans 

Ltbp1 
Latent-transforming 
growth factor beta-
binding protein 1 

+ 0.04 0.57 Core matrisome ECM Glycoproteins 

S100a5 Protein S100-A5 + 0.01 0.56 Matrisome-
associated Secreted Factors 

Tnr Tenascin-R + 0.01 0.42 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Lgi1 Leucine-rich glioma-
inactivated protein 1 + 0 0.39 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Lox Protein-lysine 6-oxidase + 0 0.34 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Adam22 

Disintegrin and 
metalloproteinase 
domain-containing 
protein 22 

+ 0 0.30 Matrisome-
associated ECM Regulators 

Fbn2 Fibrillin-2 + 0 0.25 Core matrisome ECM Glycoproteins 
Fbln5 Fibulin-5 + 0 0.25 Core matrisome ECM Glycoproteins 

Ltbp4 
Latent-transforming 
growth factor beta-
binding protein 4 

+ 0 0.13 Core matrisome ECM Glycoproteins 
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FC, Fold change 20-month-old versus 2-month-old. Highlited in yellow are the 5 matrisome proteins 
in common with the “CADASIL” list. 
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III.2 Étude des changements du matrisome microvasculaire dans les 
maladies des petits vaisseaux 

 

L’objectif de cette seconde partie de résultats est l’analyse quantitative différentielle du 
matrisome dans les formes génétiques et sporadiques de maladies des petits vaisseaux 
cérébraux. Les différents modèles souris utilisés pour ces études sont présentés ainsi qu’une 
brève description des protocoles utilisés, validés précédemment. Pour chaque modèle 
génétique étudié, nous avons réalisé une 1ère étape de contrôle qualité afin de s’assurer de 
la validité de notre méthode d’analyse protéomique. Ensuite une première comparaison a été 
réalisée entre les résultats obtenus pour les différentes maladies génétiques, afin d’identifier 
les signatures communes potentielles ainsi que les divergences. Une seconde comparaison a 
été effectuée entre les différentes maladies sporadiques, pour déterminer également s’il 
existe des protéines impactées communes à cette catégorie de maladie. Et pour finir, une 
comparaison globale a été réalisée sur toutes les maladies. 

 

III.2.1 Introduction 
 

Les maladies des petits vaisseaux sont un ensemble de processus pathologiques qui touchent 
les petites artères, les artérioles, les veinules ou les capillaires du cerveau. Les maladies des 
petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions diffuses de la substance blanche du 
cerveau, d’infarctus cérébraux de petite taille profonds et multiples, de microsaignements, de 
dilatation des espaces périvasculaires et d’une atrophie cérébrale.  

Les cSVD sont des maladies essentiellement sporadiques pour lesquelles l’âge et 
l’hypertension s’avèreraient être des facteurs importants. Cependant, il existe également des 
formes monogéniques, indifférenciables cliniquement des formes sporadiques, mais dont 
certains gènes responsables ont été identifiés aujourd’hui. De par leur similarité sur le plan 
clinique, neuroradiologique et histopathologique, la question de l’existence de mécanismes 
communs entre les formes sporadiques et les formes génétiques se pose et notamment de 
l’existence d’anomalies du matrisome communes entre ces différentes formes de cSVD. Dans 
une revue de la littérature publiée en 20167, nous avons apporté un certain nombre 
d’arguments suggérant que les perturbations du matrisome pourraient constituer un 
dénominateur commun dans les mécanismes physiopathogéniques à l’origine des cSVDS. 
Cette hypothèse de travail a depuis été reprise par d’autres auteurs dans d’autres revues 
106,251.  

 



 

132 
  

III.2.2 Objectifs 
 

L’objectif de cette étude est l’analyse protéomique qualitative et quantitative de plusieurs 
cSVD de type sporadique et génétique. Elle aura pour but, d’une part, d’identifier les protéines 
du matrisome dont l’expression diffèrent pour chaque maladie mais également d’identifier 
des protéines communes entres les différentes maladies étudiées, afin de potentiellement 
déterminer une voie ou une signature commune. 

 

III.2.3 Matériel et méthode 
 

III.2.3.1 Modèles souris des formes génétiques de cSVDs 
 

CADASIL 

Cette maladie est causée par des mutations très stéréotypées du récepteur Notch3, 
conduisant à la présence d’un nombre impair de cystéine dans l’un des 34 domaines EGFR du 
domaine extracellulaire. Le modèle de souris de la maladie CADASIL a été décrit dans le 
précédent chapitre, il s’agit des souris TgNotch3R169C, qui surexpriment une protéine Notch3 
de rat avec la mutation R169C, environ 4 fois plus que le Notch3 endogène et les souris 
contrôle, TgNotch3WT, qui surexpriment la protéine Notch3 de rat avec la séquence sauvage, 
environ 4 fois plus que le NOTCH3 endogène252. Les artères cérébrales ont été disséquées à 
l’âge de 12 mois (n=4/ génotype), pour les raisons décrites dans le précédent chapitre, c’est-
à-dire que les souris développent les manifestations caractéristiques pré-symptomatiques de 
la maladie, à savoir l’accumulation de Notch3, la dysfonction cérébrovasculaire et les lésions 
de la substance blanche. 
 

CARASIL 

Celle-ci est causée par des mutations perte de fonction dans le gène HTRA1. Nous avons donc 
utilisé des souris dans lesquelles le gène Htra1 a été invalidé par une approche de type « gene 
trap ». Il s’agit des souris Htra1Gt(OST394864)Lex, obtenues grâce à une collaboration avec le 
laboratoire du Pr. Martin Dichgans à Munich (modèle non publié). Les souris contrôles sont 
les souris sauvages Htra1+/+ issues des mêmes portées. Les souris mutées, malgré l’absence 
de HTRA1, ne développent pas de phénotype évident. Les artères cérébrales ont été 
disséquées à l’âge de 12 mois (n=6/ génotype). 
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Maladie du collagène de type IV 

Cette maladie est causée par des mutations très stéréotypées de la chaine α1 (COL4A1) ou α2 
(COL4A2) du Collagène IV, qui affectent le plus souvent la glycine du triplet GXY dans le 
domaine collagénique. Nous avons utilisé les souris Col4a1G1064D/+, qui expriment la mutation 
G1064D à l’état hétérozygote. Ces souris récapitulent les manifestations cliniques 
développées par les patients253. Les souris contrôles sont les souris sauvages des mêmes 
portées. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 4 mois (n=6/ génotype), quand 
les souris mutées sont symptomatiques. 
 

III.2.3.2 Modèles souris des formes sporadiques de cSVDs  
 

Les 2 principaux facteurs de risque des cSVDs communes sont l’âge et l’hypertension 
artérielle.  
 
Pour étudier l’effet de l’âge, nous avons utilisé des souris sauvages âgées de 20 mois versus 
des souris sauvages âgées de 2 mois. Ces souris (n=6/ âge) ont été décrites dans le chapitre 
précédent. 
 
Pour étudier l’effet de l’hypertension, nous avons utilisé le modèle bien établi des souris BPH 
(Blood Pressure High, Hypertendues) qui développent spontanément une hypertension 
artérielle vers l’âge de 5 semaines254 et les souris contrôles BPN (Blood Pressure Normal, 
normotendues). Les souris BPH sont reconnues comme un modèle de souris d’hypertension 
neurogénique, résultant d’une suractivité du système nerveux sympathique. Comme ces deux 
lignées ne sont pas exactement sur le même fond génétique, nous avons également utilisé des 
souris BPH traitées avec l’amlodipine, un antihypertenseur de type anti-calcique qui a 
normalisé la pression artérielle. Les souris BPH développent une dsyfonction 
cérébrovasculaire. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 8 mois (n=6/ groupe).  
 
La méthode de préparation des échantillons pour l’analyse MS/MS ainsi que la méthode 
d’analyse des résultats est résumée dans le précédent chapitre et décrite en détail dans 
l’article. Les données brutes concernant les souris CADASIL ainsi que les souris de 2 mois et 20 
mois sont celles de la 1ere étude décrite dans le chapitre précédent.  
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III.2.4 Résultats  
 

Chaque résultat décrit est suivi d’une discussion, indépendamment des autres. 

III.2.4.1 Contrôles « qualité » dans les modèles génétiques de SVDs 
Après les vérifications quantitatives en termes de nombres de MSMS, PSM, peptides et 
protéines identifiées lors des analyses réalisées, il était important également de s’assurer que 
notre protocole était capable de détecter certaines spécificités « protéiques » propres à 
chaque modèle. A notre connaissance, il n’existe pas de spécificités connues pour les modèles 
souris modélisant l’effet de l’âge ou de l’hypertension. En revanche, il en existe pour les 
modèles génétiques. 

III.2.4.1.1 CADASIL 
 

De nombreuses études ont été réalisées sur cette maladie des petits vaisseaux 
cérébraux, par conséquent plusieurs « contrôles positifs » sont observables sur les 
analyses accomplies. 
 

• Le premier contrôle positif est incontestablement une surexpression de la 
protéines Notch3 dans CADASIL, produit du gène modifié responsable de la 
pathologie, qui s’accumule dans les vaisseaux des souris et des patients 
CADASIL. De plus, il a été également démontré que seul le domaine 
extracellulaire (Notch3ECD) qui contient les 34 domaines EGFR et les répétitions 
lin 12 (position sur la séquence de 1 à 1572)  s’accumulent au niveau de la 
membrane plasmique17 (Figure 16). Les peptides et leur position, dans l’ordre 
de la séquence, sont représentés ainsi que leur intensité respective en échelle 
logarithmique (log10) pour plus de visibilité. Les résultats démontrent que les 
intensités des peptides du domaine extracellulaire sont nettement plus 
élevées dans les artères de souris TgNotch3R169C en comparaison avec les 
artères de souris TgNotch3WT alors que dans le domaine TMIC, pour la partie 
TransMembranaire IntraCellulaire, elles sont très similaires. 
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Figure 16 : Distribution des intensités des peptides de Notch3 en fonction de leur position sur la séquence 
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• Comme décrit dans la première partie des résultats, dans le précédent 
chapitre, notre protocole a permis d’identifier les 4 protéines du matrisome 
(TIMP3, HTRA1, vitronectine et COL18A1) connues pour être en excès dans 
CADASIL (Figure17). 
 

 

 

III.2.4.1.2 CARASIL 
 

Les études protéomiques sur CARASIL sont malheureusement encore rares et il y a peu de 
contrôle positif pour l’instant sur lequel s’appuyer115. Cependant, il y a un point de contrôle, 
dans les souris que nous avons analysées qui est lié à la méthode avec laquelle le gène Htra1 
a été invalidé. En effet, les souris que nous avons utilisées ont été générées par piégeage de 
gène. La modification génétique dans ces souris est censée conduire à la production d’une 
protéine tronquée instable de 157 acides aminés, à partir de l’exon 1. D’après les résultats 
obtenus (Figure 18), les peptides identifiés dans les échantillons des souris 
HTRA1Gt(OST394864)Lex, sont d’une part d’une intensité très faible en comparaison avec les souris 
HTRA1+/+ et d’autre part, il y n’a pas d’identification au-delà de la position 152 de la séquence. 
Cette analyse nous a conduit à éliminer un échantillon (échantillon CAR2) identifié à tort 
comme provenant d’une souris invalidée pour HTRA1.  Le domaine serine protease étant situé 
de la position 204 à 364, la protéine est bien inactivée au niveau de son activité serine 
protease. 

 

Figure 17 : Mesure des intensités normalisées pour tous les échantillons pour les protéines 
contrôlesdes protéines NOTCH3, TIMP3, VTN et HTRA1 dans les artères cérébrales des souris 
TgNotch3R169C et TgNotch3WT.  
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Figure 18 : Répartition des intensités peptidiques sur la séquence de la protéine HTRA1 
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III.2.4.1.3 Maladie du collagène IV 
 

Les maladies des petits vaisseaux cérébraux dues à des modifications du collagène de type IV, 
les études protéomique sur la maladie du collagène IV sont également encore peu 
documentés mais des publications ont mis en évidence une diminution de la sécrétion à la 
membrane basale de l’hétérotrimère COL4A1-COL4A1-COL4A252. En effet, les cellules 
exprimant le mutant COL4A1 de manière stable ont une sécrétion réduite de la chaîne α 1 (IV) 
ainsi que de la chaîne α 2 (IV). L’effet est le même pour les mutants COL4A2. De nombreuses 
hypothèses du mécanisme sont à l’étude51,255. Une mesure de l’intensité normalisée des 
protéines COL4A1 et COL4A2 dans les analyses des souris COL4A1G1064D/+ et des souris COL4A1 
+/+ permet de valider cette diminution (Figure 19). 

 

 

 

 

  

Figure 19 : Mesures des intensités protéiques normalisées des protéines COL4A1 et COL4A2 dans l’étude de 
la maladie du collagène IV dans les artères cérébrales des souris Col4a1G1064D/+ et Col4a1+/+ 
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III.2.4.2 Analyse des protéines du matrisome différentiellement exprimées dans les 
modèles génétiques de maladies des petits vaisseaux cérébraux  

 

Une première comparaison est réalisée entre les analyses de protéomiques quantitatives dans 
les modèles génétiques de maladies de petits vaisseaux cérébraux afin d’identifier 
éventuellement un potentiel recouvrement des protéines différentiellement exprimées dans 
la maladie. Le tableau ci-dessous résume le nombre total de protéines ainsi que le nombre de 
protéines du matrisome quantifiées dans les échantillons des trois modèles génétiques, 
montre qu’ils sont relativement homogènes. 

Table 6 : Tableau récapitulatif et quantitatif pour les 3 maladies génétiques 

Facteur Souris modèle 

Nbre de 
protéines 

totales 
quantifiées 

Nbre de protéines 
du matrisome 

quantifiées 
(Core/associé) 

Nbre de protéines 
du matrisome 

différentiellement 
exprimées 
(mutant vs 

control) 
(fdr=0.05, q-value 

<0.05) 
CADASIL TgNotch3R169C 3522 203 (103-100) 19 (18 up, 1 down) 
CARASIL Htra1Gt(OST394864)Lex 3316 196 (101-95) 9 (7 up, 2 down) 
Collagène IV Col4a1G1064D 4257 215 (109-106) 23 (19 up, 4 down) 

 

En moyenne, nous avons quantifié 200 protéines du matrisome dans les artères cérébrales de 
chacun de ces 3 modèles génétiques, ce qui représente entre 5 et 6 % des protéines 
quantifiées. Entre 5 et 10% de protéines sont différentiellement exprimées entre les souris 
sauvages et les souris mutées. 
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Nous avons ensuite représenté ci-dessous les protéines différentiellement exprimées dans 
chacun des 3 modèles sous forme de Volcano plot (de la figure 20 à 22). Les protéines dont 
l’expression est considérée significativement différente avec un FDR à 5% et une p-value 
ajustée (q-value) <0.05 sont colorées en rouge dans le graphe. 

 

Figure 20 : représentation graphique de type Volcano plot pour l’étude CADASIL des rapports d’intensités des protéines 
log2(ratio) entre les deux conditions avec leur significativité -log10(qvalue). 

 

Figure 21 : représentation graphique de type Volcano plot pour l’étude CARASIL, des rapports d’intensités des protéines 
log2(ratio) entre les deux conditions avec leur significativité -log10(qvalue). 
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Figure 22 : représentation graphique de type Volcano plot pour l’étude de la maladie du collagène de type IV, des rapports 
d’intensités des protéines log2(ratio) entre les deux conditions avec leur significativité -log10(qvalue). 

 

De manière générale, il s’agit le plus souvent de protéines surexprimées dans les artères 
cérébrales des souris mutées.  

L’identité des protéines du matrisome différentiellement exprimées dans les souris CADASIL 
a été commenté dans le chapitre précédent.  

Dans les artères cérébrales des souris CARASIL, déficientes en la sérine protéase HTRA1, 
figurent parmi les protéines significativement surexprimées, la protéines LTBP1, identifiée 
comme un substrat majeur de HTRA1256, ainsi que la protéine LTBP4, qui appartient à la même 
famille que LTBP1). En effet, les LTBP (latent transforming growth factor β binding proteins) 
comportent 4 isoformes numérotées de 1 à 4, elles interagissent avec les microfibrilles de 
fibriline qui est un constituant important des fibres élastiques. On trouve également la fibuline 
5, également surexprimée, qui intervient dans la formation des fibres élastiques, en 
interagissant avec la tropo-élastine et le LTBP4257. Il est intéressant de rappeler ici qu’il existe 
dans CARASIL, des anomalies majeures de la limitante élastique interne.  

Dans les artères des souris Col4a1 mutées, outre la diminution d’expression des protéines 
COL4A1 et COL4A2 déjà commentée ci-dessus, figurent parmi les protéines dont l’expression 
est différente de manière significative, HTRA1 impliquée dans CARASIL et la cathepsine A 
(CTSA) impliquée dans CARASAL258 , qui sont toutes les deux surexprimées dans les artères 
mutantes. On trouve également 2 autres cathepsines (la cathepsine B—CTSB— et la 
cathepsine S—CTSS).  
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En utilisant la base de données d’expression des gènes de l’unité neurovasculaire établie par 
le laboratoire de Betsholtz (http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html), on 
note que les gènes de ces 3 cathepsines sont essentiellement exprimés par les cellules 
microgliales périvasculaires.  

Nous avons ensuite comparé entre elles les listes des protéines différentiellement exprimées 
dans ces trois modèles génétiques de cSVDs. Deux protéines sont partagées entre ces trois 
modèles.  Il s’agit de la sérine protéase HTRA1, encore appelée PRSS11, qui est surexprimée 
dans CADASIL et la maladie COL4. La seconde protéine est PRSS23, une autre serine protéase 
qui est également surexprimée dans les trois maladies (Figure 23).    

On note également qu’il existe plusieurs protéines partagées d’une part entre les modèles 
CADASIL et CARASIL, et d’autre part entre les modèles CADASIL et COL4.  

Ensuite, pour identifier si un lien existe entre les différents cSVD, nous allons utiliser une 
méthode de type loi hypergéométrique, le même type de tests statistiques, parmi d’autres, 
utilisés pour l’analyse d’enrichissement en GO. Ce test permet de calculer la probabilité qu’un 
ensemble de protéines d’un même groupe GO soit présent, et plus la probabilité est basse, 
plus cela mettrait en évidence l’enrichissement d’une localisation subcellulaire, une fonction 
ou un mécanisme biologique. Dans cette même optique, au niveau de nos analyses, nous 
avons essayé de savoir s’il existait un enrichissement particulier de protéines entre nos 
différentes études. 

Dans les modèles CADASIL et CARASIL, 179 protéines du matrisome ont été quantifiées en 
commun, 19 sont différentiellement exprimées dans les échantillons CADASIL et 9 dans les 
échantillons CARASIL.  Le test hypergéométrique indique qu’avec le hasard une seule protéine 
ne devrait être commune aux 2 sets alors que nous trouvons 4 protéines communes entre les 
2 sets. Selon le test hypergéométrique, il y a effectivement un recouvrement significatif entre 
la maladie CADASIL et CARASIL (enrichissement=4.2, p= 0.008). L’utilisation de ce test permet 
de mettre également en évidence un recouvrement significatif entre les protéines 
différentiellement exprimées dans CADASIL et celles différentiellement exprimées dans la 
maladie du collagène IV (enrichissement = 2.5, p= 0.019), mais différent de celui avec CARASIL, 
puisque qu’aucun recouvrement n’apparait sur la maladie du collagène IV et CARASIL. 
Cependant, il existe une signature commune entre ces trois modèles génétiques, à savoir 
l’expression différentielle des protéines HTRA1 et PRSS23 (Figure 23). 

 

http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html
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Figure 23 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les 3 maladies des cSVD 
génétiques 

 

III.2.4.3 Analyse des protéines du matrisome différentiellement exprimés dans les 
modèles sporadiques de maladies des petits vaisseaux cérébraux  

 

Dans ce paragraphe sera présentée une brève description des résultats obtenus pour les 
maladies de type sporadique et ensuite une seconde comparaison est réalisée entre elles. 

Le tableau ci-dessous résume le nombre de protéines totales, protéines du matrisome et 
protéines différentiellement exprimées dans les modèles souris mimant les deux principaux 
facteurs de risque des cSVDs.  

Table 7 : Tableau récapitulatif et quantitatif pour les 2 maladies sporadiques 

Facteur Souris 
modèle 

Nbre de 
protéines 

totales 
quantifiées 

Nbre de protéines 
du matrisome 

quantifiées 
(Core/associated) 

Nbre de protéines du 
matrisome 

différentiellement 
exprimées (mutant vs 

control) (fdr=0.05, q-value 
<0.05) 

Age 20 mois 
vs 2 
mois 

3893 214 (104-110) 129 (110 up et 19 down) 

Hypertension BPH vs 
BPN 

3364 194 (100-94) 38 (9 up et 29 down) 
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La couverture du protéome et du matrisome est très similaire à ce qui a été obtenu dans les 
modèles génétiques précédents. L’analyse protéomique quantitative entre les souris jeunes 
(2 mois) et les souris âgées (20 mois), ce qui correspond à l’échelle humaine d’étudier le 
protéome d’une personne âgée de 20 ans versus une personne âgée de 60 ans, a dévoilé des 
changements majeurs sur le protéome des petits vaisseaux cérébraux murins. On constate 
que l’âge induit des changements majeurs du matrisome, affectant 60% des protéines 
quantifiées et aussi bien le core matrisome (67 protéines) que le matrisome associé (62 
protéines). La très grande majorité de ces protéines différentiellement exprimées (85%) 
voient leur abondance augmentée avec l’âge. De façon intéressante parmi les 19 protéines 
dont le niveau d’expression est diminué dans les artères cérébrales des souris âgées figurent 
des protéines très importantes pour la maturation et la stabilité des fibres élastiques, à savoir, 
l’élastine, la fibuline 5 ainsi que les protéines LTPB1 et LTPB4. Cette observation est cohérente 
avec la notion de la réduction avec l’âge du compartiment élastique, entrainant une 
augmentation de la rigidité des artères, décrite précédemment 260.  Parmi les protéines dont 
l’expression est augmentée avec l’âge, on note que celles dont l’expression est la plus élevée 
est HTRA1 et que parmi les 20 protéines dont l’expression augmente le plus avec l’âge figurent 
5 protéines (HTRA1, TIMP3, vitronectine, MFGE8 et THBS1) dont l’expression est surexprimée 
dans les artères des souris CADASIL. L’analyse avec l’outil Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA)261 met en évidence parmi les protéines différentiellement exprimées chez les souris de 
20 mois une sur-représentation très significative des protéines de la voie du complément et 
de la coagulation ainsi que des protéines de la voie des intégrines ou impliquées dans les 
interactions ECM-récepteurs. Enfin, comme indiqué dans les résultats du précédent chapitre, 
l’analyse en cluster non supervisée de toutes les protéines du matrisome quantifiées dans les 
artères cérébrales des souris âgées de 20 mois et de 2 mois, en fonction de leur niveau 
d’expression permet de diviser les échantillons de manière robuste en deux groupes jeunes / 
vieux, indiquant que les artères cérébrales jeunes et âgées ont un profil du matrisome propre.  
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La figure 24, une carte de fréquentation ou plus communément une heatmap en 
anglais, représente très clairement une division entre les souris de 2 mois, dont 
l’expression protéique est majoritairement en jaune et les souris de 20 mois, qui 
tendent vers le bleu. Pour des questions de présentation, toutes les protéines n’ont 
pas pu être annotées sur cette cartographie, mais elle a été réalisée sur les 214 
protéines identifiées du matrisome. 

 
 

A la différence de l’âge, les effets de l’hypertension artérielle sur le matrisome sont plus 
modestes, avec « seulement » 20% de protéines dont l’abondance est modifiée entre les 
souris BPH et BPN de même âge. De plus, la majorité de ces protéines (76%) voit leur 
expression diminuée. Une des limites dans la comparaison du profil protéomique des artères 
cérébrales des souris BPH (hypertendues) et des souris BPN (normotendues) est que les BPN, 
même si elles sont couramment utilisées dans la littérature comme contrôles des souris BPH, 
n’ont pas exactement le même fond génétique. Ainsi les BPH ont un pelage blanc alors que 
les BPN ont un pelage foncé. Pour analyser plus spécifiquement l’effet de l’augmentation de 

Figure 24 :  Heatmap des analyses protéomiques pour l’étude de l’effet de l’âge 
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la pression artérielle sur les changements du matrisome, nous avons réalisé également une 
analyse protéomique du matrisome des souris BPH traitées avec un antihypertenseur 
administré de l’âge de 3 mois jusqu’au sacrifice de la souris, qui a permis de normaliser la 
pression artérielle. Cette analyse n’a permis d’identifier que 2 protéines dont l’expression est 
significativement différente (FDR=0.05 et q-value < 0.05) entre ces deux groupes de souris, à 
savoir Crlf1(Cytokine receptor-like factor 1) et MFGE8.  

Nous avons ensuite comparé entre elles les listes des protéines différentiellement exprimées 
chez les souris âgées et celles différentiellement exprimées chez les souris hypertendues. 
Vingt-trois protéines sont communes entre les 2 listes (Figure 25). Cependant le test 
hypergéométrique indique que cela résulte du hasard. Au contraire, ce test suggère plutôt 
une divergence entre les 2 listes.  

 

Figure 25 : Diagramme de Venn du recouvrement protéique entre l’effet de l’âge et l’hypertension 
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III.2.4.4 Comparaison des différentes maladies et conclusions  
 

Nous avons vérifié dans un premier temps s’il existait des similitudes dans les changements 
du matrisome induit par l’âge et ceux induits par une mutation génétique. L’utilisation du test 
hypergéométrique montre qu’il n’existe aucun chevauchement significatif entre chacune des 
formes génétiques de cSVD et l’effet de l’âge. Nous avons obtenu le même type de résultat 
en comparant l’effet de l’hypertension et les effets des mutations génétiques.  

Nous avons analysé plus en détail la liste des protéines partagées entre les différentes formes 
sporadiques et génétiques de cSVD. Alors qu’il n’en existe aucune entre les 5 conditions, cette 
analyse fait apparaitre que dans les 3 cSVDs génétiques et les souris âgées, 2 sérines 
protéases, HTRA1 et PRSS23 sont communes. HTRA1 et PRSS23 sont surexprimées dans les 
artères cérébrales des souris CADASIL, COL4 et âgées, PRSS23 est également surexprimées 
dans les artères des souris CARASIL mais HTRA1, comme attendu, est quasi-absente dans les 
artères des souris CARASIL (figure 26).  

 

Figure 26 : Diagramme de Venn Upset 259pour le recouvrement protéique des différentes maladies étudiées 

 
 

Fait important, lorsqu’on analyse la liste des protéines différentiellement exprimées entre les 
souris hypertendues non-traitées et les hypertendues traitées, figure la protéine PRSS23 avec 
un seuil du FDR fixé à 0.05 mais dont la q-value est très légèrement supérieure à 0.05.  
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En conclusion, ces dernières analyses indiquent que l’augmentation d’expression de la 
protéine PRSS23 constitue une signature des formes sporadiques et génétiques de cSVDs.  

 

III.2.5 Discussion 
 

Ce projet de thèse apporte de nouveaux résultats avec une étude qui n’avait jamais été 
entreprise ou très partiellement115. Nous avons réalisé une analyse protéomique quantitative 
du matrisome dans les artères cérébrales de modèles de souris de 3 formes génétiques et de 
modèles souris reproduisant les effets de l’âge ou de l’hypertension artérielle. Les résultats 
obtenus sont particulièrement informatifs : 

• Selon la maladie, l’impact des modifications d’expression des protéines du 
matrisome est différent. En effet, les mutations génétiques n’induisent de 
modification « que » sur 5 à 10 % du matrisome, alors que l’âge en modifie plus de 
50%. L’hypertension a un effet intermédiaire, puisque ces changements tournent 
autour de 20% des protéines du matrisome identifiées. Néanmoins, l’effet est 
équitable entre les protéines du core matrisome et les protéines du matrisome 
associé. 
 

• CADASIL et CARASIL, d’après notre test d’enrichissement, et la liste des protéines 
du matrisome différentiellement significatives, possèdent des anomalies 
communes, un lien, moins prononcé cependant, existe également entre CADASIL 
et la maladie du collagène de type IV. A contrario, les changements provoqués par 
l’âge et ceux induits par l’hypertension sont très divergents. 
 

• Nos analyses révèlent également un point commun entre les formes génétiques 
et sporadiques, une augmentation de l’expression des protéines HTRA1 (sauf pour 
CARASIL évidemment) et PRSS23. 

 

Il faut souligner que cette étude a été réalisée dans des modèles de souris bien caractérisés, 
que les artères cérébrales ont été disséquées par le même expérimentateur dans le 
laboratoire de Anne Joutel. De même, l’ensemble des analyses protéomiques ont été réalisées 
dans des conditions identiques en utilisant un système de chromatographie identique sur 
toute la période de l’étude et sur une instrumentation définie au début du projet. Les 
contrôles qualité après optimisation du système ont été systématiquement validés de 
manière identique. C’est à notre sens une condition indispensable pour obtenir une bonne 
reproductibilité des résultats sur une période de 5 ans ce qui permet leur inter-comparabilité. 
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Si beaucoup de nos résultats sont confirmés dans la littérature, quelques aspects de notre 
étude pourraient être encore améliorés : 

• Nous avons choisi d’analyser seulement des artères piales, il aurait été également 
intéressant d’analyser aussi des vaisseaux intracérébraux, même si nous avons 
considéré que ceci pourrait introduire davantage de variabilité biologique.  

• L’état d’avancement du processus pathologique dans chacun de nos modèles souris 
varie. En effet, autant les souris Col4a1 mutées modélisent un stade avancé de la 
maladie, à l’autre extrême les souris déficientes et HTRA1 ne développent pas de 
phénotype apparent.  

• Même si le nombre de protéines du matrisome quantifiées dans nos différents 
modèles est d’environ 200 protéines, il est possible que nos analyses ne couvrent pas 
totalement le répertoire des protéines du matrisome dans les artères cérébrales.  

• Aucune validation des protéines identifiées comme différentiellement exprimées n’a 
pu être entamé. Une des difficultés est l’absence d’anticorps fonctionnant sur tissus 
de souris, pour une majorité de ces protéines. 

Comme indiqué ci-dessus, nous avons montré que les changements du matrisome dans les 
modèles CADASIL et CARASIL partagent des similitudes très fortes. Il est intéressant de noter 
que Zellner et al, en analysant le protéome des vaisseaux cérébraux isolés à partir de tissu 
cérébral post-mortem provenant de patients CADASIL et celui de vaisseaux cérébraux isolés à 
partir d’un autre modèle de souris déficientes en HTRA1, ont également rapporté une 
similitude forte entre les changements du protéome dans ces deux maladies115. Cette 
similitude a été interprétée comme l’existence d’une perte de fonction de HTRA1 dans la 
maladie CADASIL. Néanmoins nous ne pouvons pas valider cette hypothèse. Notre hypothèse 
est qu’il existe des phénomènes de remodelage de la MEC, causaux ou non, communs dans 
ces deux pathologies, de même que nous avons identifié des similitudes dans les changements 
du matrisome entre CADASIL et la maladie COL4. 

L’effet de l’âge, d’après les résultats, exerce un effet majeur sur le matrisome des petits 
vaisseaux cérébraux. Par exemple, on peut constater que les protéines impliquées dans la 
formation des fibres élastiques sont généralement sous-exprimées, effet constaté sur les gros 
vaisseaux dans plusieurs publications. Une augmentation de l’expression des collagènes est 
également notable, effet également déjà identifié par ailleurs 262–264. 

L’effet de l’hypertension est, contre toute attente, différent de l’effet du vieillissement sur le 
matrisome des petits vaisseaux cérébraux. Ce qui laisse supposer, si la perturbation du 
matrisome des vaisseaux cérébraux est pathologique, que les effets de l’âge et de 
l’hypertension artérielle pourraient être additifs lorsqu’ils sont présents. Le peu d’impact du 
traitement pour contrer l’hypertension peut s’interpréter de différentes façons. Dans la 
mesure où le traitement a effectivement corrigé l’augmentation de pression artérielle, 
confirmée par la mesure de la pression des souris après traitement, cela pourrait suggérer que 
les modifications du matrisome ne résultent pas directement de l’hypertension.  
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Un autre résultat particulièrement important de cette étude est la mise en évidence d’une 
signature commune à toutes ces formes de cSVDs avec la surexpression de PRSS23 dans les 5 
modèles (son absence dans l’étude de l’hypertension est due à une qvalue à 0.06) et la 
surexpression de HTRA1 dans CADASIL, la maladie du collagène de type IV et l’âge, HTRA1 
étant la protéine la plus augmentée chez les souris âgées. Bien que nous n’ayons pas encore 
confirmé la surexpression de ces deux protéines par une méthode orthogonale, nous sommes 
assez confiants que ces résultats sont bien réels. D’une part, si on regarde les résultats de 
l’étude protéomique réalisée par des collaborateurs sur des vaisseaux cérébraux de patients 
CADASIL et de souris HTRA1 déficientes, la protéine PRSS23 a été également surexprimée dans 
ces échantillons115. Il est assez remarquable que ces protéines soient toutes les deux des 
serines protéases. Enfin, il est à noter que des résultats préliminaires indiquent que la 
surexpression de HTRA1 et PRSS23 dans nos modèles ne résulte pas d’une augmentation de 
la synthèse de leur transcrit. 

Le PRSS23, protéine très peu étudiée, est une sérine protéase de 382 acides aminés. D’après 
la base de données MEROPS87, elle appartient à la famille des peptidases S1, dans laquelle il y 
a également la chymotrypsine, la trypsine mais également des élastases. La base de données 
transcriptomiques réalisée sur la BBB chez la souris confirme la présence de transcrits de 
prss23 dans l’unité neurovasculaire, aussi bien dans les cellules endothéliales que les cellules 
musculaires lisses. Cette protéine serait impliquée dans la genèse et le maintien du bon 
fonctionnement de la valve cardiaque d’après une étude sur des poissons zèbres265, une autre 
publication suggère son implication dans les processus fibrotiques au niveau rénal266. Et enfin 
dans une étude sur les gènes dont l’expression est dérégulée dans du tissu provenant de 
cicatrices cutanées hypertrophiques versus de la peau normale chez l’homme ainsi que du 
tissu provenant de cicatrices cutanées prélevées chez la souris 8 semaines versus 6 semaines 
après la blessure, PRSS23 fait partie de la liste des 16 gènes et des 5 sérine protéases dont 
l’expression est surexprimée aussi bien chez l’homme que chez la souris dans le processus 
cicatriciel.  

HTRA1, une serine protéase également et comme PRSS23, ses fonctions et mécanismes dans 
les vaisseaux cérébraux sont encore méconnus. Sont encore moins connus les mécanismes 
par lesquelles les mutations à l’état homozygote ou hétérozygote qui diminuent la fonction 
de HTRA1 sont responsables de formes génétiques de cSVDS Cependant, plusieurs 
publications évoquent l’impact délétère d’une accumulation de HTRA1, dans la 
dégénérescence maculaire liées à l’âge267,268 ou encore dans diverses maladies 
musculosquelettiques (ostéoporose, arthrose,..)269.  
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Synthèse et conclusion générale 
Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions de la substance 
blanche du cerveau et d'infarctus cérébraux profonds multiples. Elles sont à l'origine de plus 
de 25% des accidents vasculaires cérébraux et constituent la deuxième cause de démence 
après la démence d'Alzheimer. C'est un ensemble de processus pathologiques, qui affectent 
les petites artères, les artérioles, veinules ou capillaires cérébraux de moins de 400µm.  

Depuis quelques années, de nombreuses maladies, tels que les cancers et les fibroses sont 
associées à des dysfonctionnements du matrisome. Et en effet, le matrisome 
cérébrovasculaire semble être une voie pathologique convergente entre les différentes 
maladies des petits vaisseaux de type génétique, mais également pour les maladies de type 
sporadique, les symptômes cliniques étant très similaires. En effet pour une multitude de 
maladies génétiques, la caractéristique commune est la présence de remaniements 
importants de la MEC des vaisseaux cérébraux. L’utilisation de la spectrométrie de masse 
aujourd’hui pour l’étude protéomique d’une pathologie dont on sait peu de chose, était une 
évidence. 

Le cadre de ce projet a consisté à caractériser de manière quantitative et qualitative le 
matrisome microvasculaire dans les maladies des petits vaisseaux cérébraux, ainsi que 
d'identifier des anomalies communes ou spécifique à chaque maladie.  

Pour cela nous avons développé une approche protéomique quantitative de type label-free 
sur des vaisseaux cérébraux et périphériques isolés et nous l’avons appliqué sur trois modèles 
murins précliniques de CADASIL, CARASIL et de la maladie du collagène de type IV pour leur 
caractère génétique et deux modèles murins pour l'hypertension et l'âge, des modèles pour 
le caractère sporadique.  

Le premier point de cette étude a été donc de développer et de valider une nouvelle méthode 
de préparation et d’analyse des vaisseaux cérébraux de souris en protéomique, afin 
d’identifier et de quantifier de manière robuste et la plus complète possible le matrisome de 
ces vaisseaux. Pour chaque étude et chaque analyse nous avons établi des points de contrôle, 
afin de s’assurer que les données soient fiables et utilisables pour une quantification sans 
marquage (Annexe2).  

La mise au point de la méthode du traitement de l’échantillon, qui a consisté à tester différents 
tampons de solubilisation, ainsi que leur concentration, différents supports de digestion et à 
optimiser la quantité d’échantillon minimale nécessaire nous a pris quelques mois (et 
quelques cerveaux !). Nous avons très vite compris que la manipulation à outrance d’un 
échantillon de cette dimension était très pénalisante en termes de rendement de digestion 
mais également et surtout en termes de robustesse pour obtenir une analyse quantitative 
sans marquage non biaisée. Nous avons donc simplifié au maximum le protocole de digestion, 
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en réduisant les étapes, en minimisant le nombre de contenants, notamment en ajoutant 
successivement les réactifs dans un unique et même tube jusqu’à l’étape de dessalage. Un 
travail considérable a été réalisé également sur le traitement des données obtenus après les 
analyses sur le spectromètre de masse. A l’image du protocole du traitement de l’échantillon, 
toutes les étapes, de la normalisation aux statistiques, sont contrôlées. L’utilisation de la 
programmation R a permis de réaliser tout le traitement dans un seul logiciel développé à 
façon, après l’écriture d’un programme contenant les divers modules nécessaires.  

Le second point a consisté à étudier les changements du matrisome cérébrovasculaire dans 
les maladies des petits vaisseaux, en appliquant la nouvelle méthode mise au point pour 
chaque maladie, mais pour identifier les points communs et les spécificités potentiels des 
différentes maladies. 

Nous avons eu la chance de pouvoir commencer à travailler sur une maladie relativement bien 
documentée, CADASIL, avec de nombreuses publications et surtout ayant un modèle clinique 
de souris très bien caractérisé. Ce qui a d’ailleurs permis de valider notre méthode de 
préparation des petits vaisseaux cérébraux murins. 

Et cette méthode nous a permis d’identifier quelques pistes intéressantes pour chaque 
maladie de manière indépendante mais a surtout mis en évidence quelques signatures 
communes entre les différentes études. En effet, nous avons identifié une protéine commune 
à toutes ces formes de cSVDs, PRSS23, une serine protéase, dans les cinq modèles étudiés, 
bien qu’elle ne soit pas identifiée de manière significative dans les analyses des souris 
hypertendues avec une qvalue à 0.06. HTRA1, une autre serine protéase, est également 
surexprimée, dans CADASIL, la maladie du collagène de type IV et l’effet de l’âge. Si les 
fonctions de ces deux protéines sont encore très méconnues, il est à noter que ce sont toutes 
deux des serine protéases. Néanmoins aucune validation orthogonale n’a encore été 
effectuée pour cause d’absence d’anticorps. 

Malgré le travail réalisé, il reste de nombreux points à améliorer aussi bien du point de vue 
analytique que sur la partie biologique. 

Ce travail nous a permis d’identifier de nombreuses protéines, dont deux sur l’ensemble des 
résultats des différentes maladies étudiées et qui pour l’instant n’ont malheureusement pas 
été validées par une méthode alternative telle qu’un Western blot pour des raisons d’absence 
d’anticorps. Outre le fait que tous les anticorps en vente ne sont pas tous fiables270, de 
nombreuses autres raisons telles qu’une modification insoupçonné de la taille de la protéine 
(interaction protéine-protéine, lyse partielle) ou modification de la configuration de la 
structure par l’utilisation de détergent, peuvent rendre le transfert en Western blot difficile 
voir erroné. De plus, ce type de validation doit être réitéré pour chaque protéine. Quelles 
autres possibilités avons-nous quand il n’y a pas d’anticorps pour valider la présence d’une 
protéine ? Car c’est avant tout sa présence qui est validé, avant sa variation d’expression. 
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Les méthodes en spectrométrie de type MRM/PRM, plus sensibles et spécifiques, pourraient 
confirmer la modification d’expression des protéines d’intérêt mais pas leur présence puisque 
leur méthode est basée sur les identifications réalisées en DDA, elles ne sont donc pas 
indépendantes. Cependant, sur le même principe que la quantification absolue de protéine 
en MRM271, nous pourrions valider la présence de la protéine d’intérêt en utilisant des 
peptides synthétisés lourd de cette protéine. L’avantage de cette méthode, en comparaison 
de l’utilisation d’anticorps, est que d’une part, toutes les séquences sont, à priori, 
synthétisables272, c’est plutôt en termes choix de peptides pour représenter la protéine que 
nous serons limités (I.3.3.4.1). D’autres part, les validations et quantifications de l’ensemble 
des protéines d’intérêt peuvent réalisées dans une même analyse. 

Un autre point, totalement occulté durant ce projet, a été la recherche de modification post-
traductionnelle (MPTs). En effet, mis à part les modifications principalement artéfactuelles, 
considérées classiquement pour une recherche dans les banques de données, nous n’avons 
pas du tout ciblé notre étude sur les modifications post-traductionnelles potentielles et ce 
pour différentes raisons : 

• La préparation de l’échantillon avait pour but de quantifier de manière robuste et la 
plus complète possible le matrisome de ces vaisseaux, donc en minimisant la 
manipulation de l’échantillon, or de nombreuses modifications post-traductionnelle 
nécessite des manipulations supplémentaires, tel un enrichissement, pour augmenter 
les possibilités de les identifier. 

• La quantification a été réalisé dès le départ sur l’information de l’intensité totale de la 
protéine or, pour une étude des MPTs, il est nécessaire de travailler directement sur 
l’information de l’intensité des peptides.  

• De plus, si nous souhaitons intégrer les MPTs, nous devons également les quantifier. 
Or la quantification des MPTs nécessite également un traitement des données de 
spectrométrie de masse relativement complexe. En effet, la quantification des MPTs 
doit toujours être liée au niveau d’expression de la protéine à laquelle elle est 
associée273. 

Une étude des MPTs pour ce type d’étude demanderait à elle seule un autre projet de thèse. 

Du point de vue biologique, si l’artère est un bon modèle pour caractériser la pathologie par 
son matrisome, l’information est incomplète. En effet, une analyse des vaisseaux 
intracérébraux serait un complément pour cette étude.  Une autre validation essentielle à ce 
travail est bien évidemment une analyse sur des vaisseaux humains, et dans la mesure du 
possible, à différents stades de la maladie. 

Ce projet de thèse m’a permis d’ajouter une ligne de plus dans mon expertise en protéomique 
par spectrométrie de masse. La prochaine étape serait très probablement de tester et 
sûrement d’optimiser ce protocole sur un autre type de tissu. 
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Annexes 
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Annexe I : Article 1 
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Annexe 2 : Informations complémentaires 
 

III.3 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits 
vaisseaux cérébraux des souris CADASIL  

 

Table 8 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude CADASIL 

Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour 
chaque échantillon, nous avons 
le nombre d'acquisitions MS / 
MS (189285 ± 3%), le nombre de 
spectres validés (PSM pour 
Peptide Match Spectrum) (57459 
± 5%), ce qui donne environ 30% 
d'identification (% id) avec un 
nombre d’identification de 
protéines avec au moins 2 
peptides (2 238 ± 5%). 

 

 

Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between 
run est représenté en figure 27 

 

Figure 27:Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de la maladie CADASIL 
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La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur 
coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons 
pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons.  

 

Figure 28 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris TgNotch3wt et TgNotch3R169c  

 

 

Figure 29 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les 
échantillons du groupe de souris TgNotch3R169C 
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Figure 29 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris TgNotch3R169c 

Figure 30 : : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les 
échantillons du groupe de souris TgNotch3WT 
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Figure 31 La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris gNotch3wt 
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III.4 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits 
vaisseaux cérébraux des souris CARASIL  

 
Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les échantillons provenant du modèle 
murin HTRA1Gt(OST394864)Lex sera remplacé par CAR, et HTRA1+/+ par WT. L’échantillon CAR2 a 
par la suite été retiré du groupe CAR (erreur dans le génotype de cette souris). Les valeurs 
pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque 
échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (183168± 5%), le nombre de 
spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (59649± 12%), ce qui donne environ 30% 
d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides 
(2444±12%). 

Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between 
run est représenté en figure 32 

Table 9 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude CARASIL 

Figure 32:Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour 
l’étude de la maladie CARASIL 
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La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur 
coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons 
pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons 

 

  

Figure 34: Diagramme de Venn de type Upset258 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons 
du groupe de souris CARASIL 

Figure 33 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris CAR et WT 
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Figure 35: Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre 
les échantillons du groupe de souris WT 
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Figure 36 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris CARASIL 

  

 

 

Figure 37 La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris WT 
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III.5 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits 
vaisseaux cérébraux des souris modèle pour la maladie du collagène 
de type IV  

 
Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les échantillons provenant du modèle 
murin Col4a1G1064D sera remplacé par COL4A1, et COL4A1+/+ par WT. Les valeurs pour chaque 
échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous 
avons le nombre d'acquisitions MS / MS (193686± 3%), le nombre de spectres validés (PSM 
pour Peptide Match Spectrum) (85870± 12%), ce qui donne environ 40% d'identification (% 
id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (3201±7%). 
 

Table 10 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude de la maladie du collagène de type IV 

 

Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between 
run est représenté en figure 38. 

Figure 38: Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de la maladie 
collagène IV 
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La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur 
coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons 
pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons 

 

Figure 40 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du 
groupe de souris COL4 

 

Figure 39 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris COL4A1 et WT 
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Figure 41 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du 
groupe de souris WT 
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Figure 42 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris COL4 

 

 

Figure 43 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris WT 
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III.6 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits 
vaisseaux cérébraux des souris modèle pour l‘effet de l’âge 

 
Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les souris de 20 mois seront annotées 
20M et celles de 2 mois 2M. Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats 
pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS 
(195162± 1%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (59282± 
12%), ce qui donne environ 30% d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de 
protéines avec au moins 2 peptides (2483±7%). 
 

Table 11 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude de la maladie de l’effet de l’âge 

 

Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between 
run est représenté en figure 44 

 

Figure 44 : Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de l’effet de l’âge 



 

188 
  

La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur 
coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons 
pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons   

Figure 45 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris de 2 et 20 mois 
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Figure 46 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du 
groupe de souris de 20 mois 

 

 

Figure 47 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du 
groupe de souris de 2 mois 
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Figure 48 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris de 20 mois 

 

 

Figure 49 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris de 2 mois 
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III.7 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits 
vaisseaux cérébraux des souris modèle pour l’effet de l’hypertension 

 
Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les souris hypertendus sont annotées 
BPH, les souris normauxtendu, CTL et les souris hypertendues traitées BPHt. Les valeurs pour 
chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, 
nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (180497± 11%), le nombre de spectres validés 
(PSM pour Peptide Match Spectrum) (59969± 13%), ce qui donne environ 30% d'identification 
(% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (2224±6%). 
 

 

Table 12 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude de la maladie de l’effet de l’hypertension 
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Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between 
run est représenté en figure 50 

 

 

La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur 
coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons 
pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons  

  

Figure 51 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris CTL, BPH et BPH traitées 

Figure 50: Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour 
l’étude de l’effet de l’hypertension 
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Figure 52 : Diagramme de Venn 
de type Upset259 représentant le 
recouvrement protéique entre 
les échantillons du groupe de 
souris hypertendues BPH 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Diagramme de Venn 
de type Upset259 représentant le 
recouvrement protéique entre 
les échantillons du groupe de 
souris normauxtendues CTL 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Diagramme de Venn 
de type Upset259 représentant 
le recouvrement protéique 
entre les échantillons du 
groupe de souris hypertendues 
traitées BPHt 
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Figure 56 : La distribution des 
compartiments cellulaires GO des 
protéines identifiées pour le 
groupe de souris CTL 

Figure 55 : La distribution des 
compartiments cellulaires GO des 
protéines identifiées pour le 
groupe de souris BPH 

Figure 57 : La distribution 
des compartiments 
cellulaires GO des protéines 
identifiées pour le groupe de 
souris BPHt 
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I. Annexe 3 : Protocoles expérimentaux 

 
I.1 Préparation des artéres piales pour la LC MS/MS 
 

Les artères piales sont d'abord lavés avec une solution de PBS 1X. Ensuite, elles sont mises en 
suspension dans un tampon d'extraction (ABC 50 mM / DTT 10 mM / SDC 2%) et chauffés 
pendant 5 min à 95 ° C pour réduire et extraire les protéines.  Une solution d’iodoacétamide 
IAM (50 mM final) a été ajouté pour alkyler les résidus de cystéine libres à température 
ambiante pendant 20 min. La solution protéique est ensuite diluée dans 50 mM d’ABC pour 
atteindre 0,5% en SDC de concentration finale avant d'ajouter le mélange trypsine-LysC et est 
incubée pendant une nuit à 37 °C sous agitation constante. 

Les produits de digestion sont ensuite centrifugés pour récupérer le surnageant. Un volume 
de TFA à 10% est ajouté pour désactiver la trypsine et précipiter le SDC. Un cinquième du 
surnageant est utilisé pour quantifier les peptides par absorbance à 215 nm (DeNovix, modèle 
DS-11 et Thermo Fisher Scientific, modèle NanoDrop One/One) pour normaliser les quantités 
d'échantillon à injecter. Les peptides sont dessalés sur des Peptide Cleanup C18 (Agilent). 
Après élimination de l'acétonitrile avec un SpeedVac (Savant ISS110), les peptides dessalés 
sont remis alors en suspension dans le solvant d’injection, d'abord dans 20 µl pour la mesure 
de l'absorbance, ensuite dans un volume à ajuster selon l’absorbance mesurée avant l’analyse 
en LC-MS / MS. 

I.2 Analyses LC MS/MS 
 

Environ 3,5 µg de chaque échantillon est injectée en double sur une colonne de piégeage à 
phase inversée C18 (C18 Acclaim PepMap100, 5 μm, 300 μm id × 5 mm) et éluée dans une 
colonne à phase inversée (C18 Acclaim PepMap100, 3 μm, 75 μm id × 50 cm) à un débit 
constant de 300 nL / min, avec un gradient de 2 à 50% de solvant B (H2O / ACN 10:90 (v / v), 
0,1% FA) dans le solvant A ( H2O / ACN 98: 2 (v / v), 0,1% FA) sur 150 min. La chromatographie 
est couplé à un spectromètre de masse de type Q-Exactive HF (Thermo Fisher Scientific) 
équipé d'une source d'ions nano-électrospray en mode Data-Dependant-Acquisition DDA et 
un maximum de 20 ions les plus intenses peuvent être fragmentés et être analysés dans 
l’Orbitrap avec une résolution de 60000, une gamme de masse allant de 375-1500 m/z et un 
temps de remplissage d'injection maximum 60 ms. Les paramètres de la MS/MS sont les 
suivants : exclusion dynamique 30 s, pas de précurseurs monochargés, résolution 15000, NCE 
28, cible AGC 1e4, temps d'injection maximum 60 ms, fenêtre d'isolement 2 m / z. 
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I.3 Traitement et validation des données 
 

Les données de spectrométrie de masse sont traitées dans un premier temps à l'aide du 
logiciel Proteome Discoverer (Thermo Scientific, v2.2) et recherchées à l'aide du logiciel 
MASCOT v2.6.0 (Matrix Science, Londres, Royaume-Uni) avec à la base de données Mouse 
SwissProt (publiée en avril 2018) avec les paramètres suivants: 10 ppm de tolérance de masse 
en MS, une tolérance de masse de 0,02 Da MS / MS, enzyme trypsine, carbamidométhylation 
de la cystéine (C), désamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q), oxydation de la 
méthionine (M) comme modifications des variables, maximum 2 erreurs de clivage et un taux 
de 1% de faux positif. Les annotations sur les protéines sont fournies par la base de données 
Uniprot et les annotations du matrisome sont obtenues par la base de données MatrisomeDB 
construite par le Hynes Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/). Le nombre de MS / MS, PSM 
(peptide spectre-match) et le nombre de protéines ont été utilisés pour valider toute 
expérience. 

I.4 Quantification, validation et statistiques 
 

La quantification des protéines est réalisée à l'aide de MaxQuant (version 1.5.3.8) avec à la 
base de données Mouse Swissprot (publiée en avril 2018). L'oxydation (M), la 
carbamidométhylation (C) et la désamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q) ont 
été définies comme des modifications variables, avec jusqu'à 2 erreurs de clivage, l'utilisation 
de l’option « Match between run » qui permet le transfert d’une identification MS/MS d’une 
analyse à l’autre et avec un taux de 1% de faux positifs pour les protéines et les peptides. Les 
intensités de protéines sont normalisées, les données manquantes sont triées et imputées si 
c’est nécessaire. Ensuite une analyse statistique, un test de Student suivie d’une correction 
par permutation multiple, est appliqué sur les résultats obtenus afin d’identifier les protéines 
dont l’expression est significativement différente entre les conditions. Toutes les étapes de 
traitement des données sont réalisées par des scripts R fait maison à l’aide des librairies 
suivantes : DESeq pour la normalisation, imp4p pour l’imputation (impute.slsa) et Siggenes 
pour le test SAM. 
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Annexe 4 : Script R pour le traitement des 
données 
Ce script a été réalisé pour le traitement des fichiers de type proteinGroups.txt, résultat extrait de la 
suite logiciel de maxquant. 

#supprimer objet en m?moire 
rm(list=ls()) 
#librairies nécessaires 
library(calibrate) 
library("rJava") 
library("Hmisc") 
library(dplyr) 
library(stringr) 
library(readxl) 
library(tidyr) 
library(here) 
library(xlsx) 
library(siggenes) 
library(DESeq) 
library(imp4p) 
library(forcats) 
library(XLConnect) 
options( java.parameters = "-Xmx16g" ) 
xlcFreeMemory() 
jgc <- function() 
{ 
  .jcall("java/lang/System", method = "gc") 
}     
 
 
#Le fichier extrait de maxquant doit comporter les Protein.IDs, 
Protein.name... 
#Les différents échantillons d'un meme groupe doivent avoir le meme nom + 
espace + chiffre (pas accol?) 
#Fonction pour sauvegarder plusieurs tableaux dans un fichier excel 
#un onglet par tableau 
 
#Fonction pour sauvegarder plusieurs onglets dans un fichier xlsx 
save.xlsx <- function (file, ...) 
{ 
  gc() 
  jgc() 
  require(xlsx, quietly = TRUE) 
  objects <- list(...) 
  fargs <- as.list(match.call(expand.dots = TRUE)) 
  objnames <- as.character(fargs)[-c(1, 2)] 
  nobjects <- length(objects) 
  for (i in 1:nobjects) { 
    if (i == 1) 
      write.xlsx(objects[[i]], file, sheetName = objnames[i]) 
    else write.xlsx(objects[[i]], file, sheetName = objnames[i], 
                    append = TRUE) 
  } 
  print(paste("Workbook", file, "has", nobjects, "worksheets.")) 
} 
 
 
#Aller chercher le fichier à traiter 
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file=file.choose() 
 
 
if (str_detect(file,"xlsx") == TRUE)  
{ 
  donnees=read_xlsx(file) 
} else 
   
{ 
  donnees=read.table(file,header=TRUE,sep="\t") 
} 
 
#Dossier où se trouve le fichier à traiter, nécessaire pour l'export des 
résultats 
dossier <- dirname(file) 
#dossier <- "L:/Labo/2018/these/Campagne5VxCADASIL/txt" par exemple 
 
###########################################################################
############################### 
###########################################################################
############################### 
 
#Eliminer les colonnes inutiles  
 
#modifier le nom des certaines colonnes, trop long, trop compliqué 
#colnames(donnees) <- gsub ("C..","",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub ("N..","",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub 
("T..Protein.IDs","Protein.IDs",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub ("T..Gene.name","Gene.name",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub 
("T..Protein.name","Protein.name",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub 
("Razor...unique.peptides","RazorUniquePep",colnames(donnees)) 
colnames(donnees) <- gsub 
("Only.identified.by.site","OIBS",colnames(donnees)) 
 
#suppression des colonnes inutiles 
donnees <- dplyr::select(donnees, 
Protein.IDs,Protein.names,Gene.names,starts_with("RazorUniquePep"),starts_w
ith("Intensity"),OIBS,Reverse) 
asup = which(colnames(donnees) == "Intensity.library") 
if(length(asup)!=0) 
{ 
asup2 = which(colnames(donnees) == "Intensity") 
asup3 = which(colnames(donnees) == "Intensity.Library") 
donnees <- donnees[,-c(asup,asup2,asup3)] 
} 
 
#Filtrer sur reverse, modifier le nom du data.frame, donnees sera à 
exporter 
 
donnees2 <- dplyr::filter(donnees, Reverse != "+") 
 
#enlever les lignes nulles pour compter le nb de protéines identifiés par 
condition 
coldata <- dplyr::select(donnees2,starts_with("Intensity")) 
coldata[is.na(coldata)]<- 0 
coldata$total <- apply(coldata,1,sum) 
donnees2$total <- coldata$total 
donnees2 <- filter(donnees2,donnees2$total!=0) 
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donnees2$total<-NULL 
n1pep <- nrow(donnees2) 
 
# chargement de la bdd matrisome et application sur la liste totale 
matrisome_mm <- 
read_excel("E:/Labo/R/Projet/GO/matrisome_mm_masterlist.xls") 
matrisome_mm <- dplyr::rename(matrisome_mm,Gene.names = 'Gene Symbol') 
donnees2 <- merge(donnees2,matrisome_mm,by="Gene.names", all.x=TRUE) #a 
exporter proteines totales 
donnees2m <- merge(donnees2,matrisome_mm,by="Gene.names") #a exporter 
proteines totales 
nmatrix1pep <- nrow(donnees2m) 
 
#supprimer colonne reverse 
donnees2$Reverse <- NULL 
 
#Normalisation par DESeq 
 
#Créer les groupes 
## format titre doit ?tre : Intensity.Tg88 1 
##                          Intensity.HTRAWT 1 
## !!!! pas d'underscore _ (tiret du 8), pas de tiret, rien...                           
 
coldata <- dplyr::select(donnees2,starts_with("Intensity")) 
coldata <- coldata/1000 
coldata <- apply(coldata,2,function(x) as.integer(as.numeric(x))) 
titrecol <- colnames(coldata) 
groupe <- gsub("Intensity.2.","",titrecol) 
groupe <- gsub("[.][0-9]","",groupe) 
#groupe <- gsub("[0-9]","",groupe) 
groupe <- as.factor(groupe) 
designDESeq <- data.frame(titrecol,groupe) 
cds = newCountDataSet(coldata,designDESeq) 
cds=estimateSizeFactors(cds) 
facteurs = sizeFactors(cds) 
a= nrow(designDESeq) 
designDESeq <- cbind(designDESeq,facteurs) 
donnees3 <- donnees2 
 
i <- for (i in 1:a) 
{ 
  name = colnames(coldata)[i] 
  donnees2[name] <-  donnees2[name]/designDESeq$facteurs[i] 
  donnees2[donnees2==0] <- NA 
  donnees3[name] <- log2(donnees2[name]) 
   
} 
 
#Filtrer les protéines sur les OIBS 
donnees3 <- dplyr::filter(donnees3,OIBS!="+") 
 
#Différents comptages sur le nb de peptide (1 et +), du matrisome ou pas, 
permets génération des graphes 
data <- dplyr :: select(donnees3,Gene.names,starts_with("RazorUniquePep.")) 
data[is.na(data)]<- 0 
fin <- ncol(data) 
data$nbpep <- apply(data[,c(2:fin)],1,sum) 
pepnul <- which(data$nbpep==0) 
pepnul2 <- which(data$nbpep == 1) 
data1pep = subset(data,data$nbpep>0) 
data2pep = subset(data,data$nbpep>1) 



 

202 
  

n1pep <- nrow(data1pep) 
n2pep <- nrow(data2pep) 
donnees3$nbpep <- data$nbpep 
supprime1pep <- subset(donnees3, donnees3$nbpep == 1) 
donnees3 <- subset(donnees3, donnees3$nbpep>1) 
n2pep <- nrow(donnees3) 
donnees3m <- subset (donnees3,Category != "") 
nmatrix2pep <- nrow(donnees3m) 
donnees3mcore <- filter(donnees3m,Division=="Core matrisome") 
donnees3mma <- filter(donnees3m,donnees3m$Division=="Matrisome-associated") 
nmatrix2pepcore <- nrow(donnees3mcore) 
nmatrix2pepma <- nrow(donnees3mma) 
donnees3col <- filter(donnees3m,Category=="Collagens") 
donnees3glyco <- filter(donnees3m,Category=="ECM Glycoproteins") 
donnees3proteo <- filter(donnees3m,Category=="Proteoglycans") 
donnees3regul <- filter(donnees3m,Category=="ECM Regulators") 
donnees3aff <- filter(donnees3m,Category=="ECM-affiliated Proteins") 
donnees3sec <- filter(donnees3m,Category=="Secreted Factors") 
nmatrixcore <- nrow(donnees3mcore) 
nmatrixma <- nrow(donnees3mma) 
nmatrixcol <- nrow(donnees3col) 
nmatrixglyco <- nrow(donnees3glyco) 
nmatrixproteo <- nrow(donnees3proteo) 
nmatrixregul <- nrow(donnees3regul) 
nmatrixaff <- nrow(donnees3aff) 
nmatrixsec <- nrow(donnees3sec) 
donnees3$OIBS <- NULL 
 
########################################################################### 
########################################################################### 
 
#Traitement des nan en appliquant la règle des "80%" (ici 75%), applicable 
sur 2 conditions pour l'instant 
#Les protéines supprimées sont sauvegardé dans une data.frame à part 
 
#generer les informations du nb de groupe et de réplicats à partir du 
fichier de départ 
groupes= nlevels(groupe) #nb de groupe 
replicat = designDESeq$groupe # les replicat et leur nom 
replicat <- as.vector(replicat) 
#suppression des nan totaux à partir du nb total de réplicats 
data <- dplyr::select(donnees3,starts_with("Intensity.")) 
Nan =apply(is.na(data),1,sum) 
donnees3 <- cbind(donnees3,Nan) 
data <- cbind(data,Nan) 
 
#length(replicat)= nb de réplicat, si j'ai autant de NAN que de réplicat, 
je peux supprimer la protéine 
nbreplicat <- length(replicat) 
donnees3 <- subset(donnees3, donnees3$Nan != nbreplicat) 
data <- subset(data, data$Nan != nbreplicat) 
nomgroupe=levels(groupe) 
 
#Permet de calculer le min et max de nan en fonction du nb d'échantillon 
par condition 
a=1 
echants=0 
serie =c(0) 
i <- for (i in 1:groupes) 
{ 
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  b<-sum(groupe==nomgroupe[i]) 
   
  data2 <- data[a:(a+b-1)] 
  nan2 = apply(is.na(data2),1,sum) 
  data=cbind(data,nan2) 
  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='') 
  colnames(data) <- gsub("nan2",echants[i],colnames(data)) 
   
  donnees3=cbind(donnees3,nan2) 
  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='') 
  colnames(donnees3) <- gsub("nan2",echants[i],colnames(donnees3)) 
  a=b+a 
   
  min=c(0) 
  max=c(0) 
  avoir=c(0) 
  echant_min=c(0) 
  echant_max=c(0) 
   
  serie[i] <- sum(replicat==replicat[i]) 
   
} 
 
 
#boucle pour rejeter les protéines ayant trop de nan 
arrondiplus <- function (x) ifelse(x-trunc(x)>=0.5,trunc(x)+1,trunc(x)) 
arrondimoins <- function (x) ifelse(x-trunc(x)>=0.5,trunc(x),trunc(x)) 
minimum= c(0) 
maximum=c(0) 
minima=c(0) 
maxima =c(0) 
asupprimer= c(0) 
 
i <- for (i in 1:groupes) 
{ 
  asupprimer[i]=paste("delete_",nomgroupe[i],sep='') 
  b<-sum(groupe==nomgroupe[i]) 
  #calcul du nb de nan autorisé 
  min [i] =b-(b*0.25) 
  max [i]= b- (b*0.75) 
  #fonction pour arrondir au supérieur ou inférieur en fonction 
   
  max[i] <- arrondiplus(max[i]) #min arrondi pour chqe groupe 
  min[i] <- arrondimoins(min[i]) #max arrondi pour chqe groupe 
   
  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='') #nom des colonnes 
  avoir[i] = which(colnames(data) == echants[i]) #n°des colonnes 
  verif= (data[,avoir[i]]>=min[i] | data[,avoir[i]]<=max[i]) 
  data <- cbind(data,verif) 
  donnees3 <- cbind(donnees3,verif) 
  colnames(donnees3) <- gsub("verif",asupprimer[i],colnames(donnees3)) 
   
   
} 
 
supprime <- c(0) 
 
 
i <- for (i in 1:groupes) 
{ 
  supprime2<- filter (donnees3, donnees3[asupprimer[i]] == FALSE) 
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  supprime <- rbind(supprime2,supprime) 
  #suppression des protéines present 1 * sur 2 
  donnees3 <- filter(donnees3,donnees3[asupprimer[i]] != FALSE) 
   
} 
 
#supprime les doublons dans le tableau des supprimés car 50% du nb 
replicats 
#doublonstest<-which(duplicated(supprime)) 
#supprime2<-supprime[-doublonstest,] 
 
 
y=2 
 
i=1 
 
  supprimeB1<- filter (donnees3, donnees3[echants[i]] >= min[i]) 
  supprimeB2<- filter (donnees3, donnees3[echants[y]]  >= min[y]) 
  
  fin =ncol(supprimeB1) 
  supprimeB1<- cbind(supprimeB1[,c(2:1,3:fin)]) 
  supprimeB2<- cbind(supprimeB2[,c(2:1,3:fin)]) 
    
  #Liste des protéines à supprimer 
  supprimeB <- merge(supprimeB1,supprimeB2, by = "Protein.IDs") 
   
  #suppression des protéines de supprimeB 
  donnees3 <- donnees3 [ !donnees3$Protein.IDs %in% supprimeB$Protein.IDs,] 
   
  donnees3b <-subset (donnees3, donnees3$Category != "") 
   
  #Merge des protéines supprimées dans un seul fichier 
   
  supprime <- rbind(supprime,supprimeB1,supprimeB2) 
  doublonstest<-which(duplicated(supprime)) 
  colajouter = ncol(supprime)-ncol(supprime1pep) 
   
  i <- for(i in 1:colajouter){ 
    col<- paste("colonne",i) 
    supprime1pep[,col] <- c(0) 
  } 
   
  colnames(supprime1pep)<-colnames(supprime) 
  supprime <- rbind(supprime,supprime1pep) 
  supprime2<-supprime[-doublonstest,] # à exporter 
 
#identifier les presents/absents 
  y=2 
   
  i=1 
presentsabsent12 <- subset(donnees3,donnees3[echants[i]] >= min[i] & 
donnees3[echants[y]]<= max[y]) 
presentsabsent21 <- subset(donnees3,donnees3[echants[y]] >= min[y] & 
donnees3[echants[i]]<= max[i]) 
 
 
donnees3 <- donnees3 [ !donnees3$Protein.IDs %in% 
presentsabsent12$Protein.IDs,] 
donnees3 <- donnees3 [ !donnees3$Protein.IDs %in% 
presentsabsent21$Protein.IDs,] 
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#Comptage des Nan 
 
imputationcount <- dplyr::select(donnees3,starts_with("Intensity")) 
nbnanbysample <- apply(is.na(imputationcount),2,sum) 
nbnanbyprot <- apply(is.na(imputationcount),1,sum) 
imputationcount$nan <- nbnanbyprot 
pepmoyen <-dplyr::select(donnees3,starts_with("RazorUniquePep.")) 
nbpep <- apply(pepmoyen,1,mean) 
nbpep <- round(nbpep,0) 
pepmoyen$mean <- nbpep 
calculnan <- cbind(imputationcount,pepmoyen) 
graphe <- cbind(nbpep,nbnanbyprot) 
graphe <- as.data.frame(graphe) 
graphe <- filter (graphe,nbnanbyprot>0) 
maxpep <- max(graphe$nbpep) 
graphe2 <- table(factor(graphe$nbpep,levels=1:maxpep)) 
maxnan <- max(graphe2[1]) 
proportionNanSample <- mean(nbnanbysample)/nrow(calculnan)*100 
proportionNanSample <- paste0(proportionNanSample,"%") 
 
#graphe pour voir evolution du nombre de Nan en fonction du nb de peptide 
pour identifier une prot 
pdf(paste(file,"countNaN.pdf",sep="")) 
p <- plot(graphe2,ylab="number of NaN",xlab="number of peptide to identify 
protein",ylim=c(1,maxnan),type="o",col="#FFAAAA",lwd=2,pch=16) 
print(p) 
dev.off () 
 
#imputation de type lsa 
#Formater le tableau de sorte à avoir une matrice seulement avec des 
chiffres 
data <-dplyr:: select(donnees3,starts_with("Intensity")) 
data <- as.matrix(data) 
testimp4p <- impute.slsa(data,conditions=groupe) 
#Calcul foldchange 
y=1 
moyenne=c(0) 
titre=c(0) 
z=0 
 
donnees4 <- dplyr::select(donnees3, 
Protein.IDs,Protein.names,Gene.names,starts_with("RazorUniquePep")) 
donnees4 <- cbind(donnees4,testimp4p) 
 
i <- for (i in 1:groupes) 
{ 
  z=z+serie[i] 
  data <- testimp4p[,y:z] 
  data2 <- 2^data 
  moyenne <- apply(data2,1,mean) 
  moyenne <- round(moyenne,2) 
  donnees4 <- cbind(donnees4,moyenne) 
  colnames(donnees4) <- gsub 
("moyenne",paste("Moyenne_",nomgroupe[i],sep=''),colnames(donnees4)) 
  if (y<=nbreplicat){ 
    y=y+serie[i] 
  } 
  titre [i]<- gsub ("Intensity.","",nomgroupe[i]) 
} 
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#Calcul des moyennes des intensites pour calculer le ratio FC 
data <- dplyr::select(donnees4,starts_with("Moyenne")) 
FC12 <- data[,1]/data[,2] 
FC12 <- round(FC12,2) 
donnees4 <- cbind(donnees4,FC12) 
 
#Annotation matrisome 
 
donnees5 <- merge(donnees4,matrisome_mm,by="Gene.names", all.x=TRUE) #a 
exporter proteines totales 
donnees6 <- merge(donnees4,matrisome_mm,by="Gene.names") #à exporter 
proteines du matrisome 
 
#Annotation matrisome des protéines présente-absente 
presentsabsent1ann <- merge(presentsabsent12,matrisome_mm,by="Gene.names", 
all.x=TRUE) 
presentsabsent2ann <- merge(presentsabsent21,matrisome_mm,by="Gene.names", 
all.x=TRUE) 
 
########################################################################### 
########################################################################### 
 
#Tests T  SAM 
 
#Matrisome 
debut = which(colnames(donnees5) == titrecol[1]) 
fin = which(colnames(donnees5) == titrecol[length(titrecol)]) 
test_sam_m <- sam (donnees6[,debut:fin],groupe,gene.names= donnees6[,2] , 
method = d.stat, var.equal = TRUE,B=250,s0=0) 
pvalue_matrisome <- test_sam_m@p.value 
#pvalue_matrisome <- round(pvalue_matrisome,2) 
donnees6 <- cbind(donnees6,pvalue_matrisome) 
qvalue_matrisome <- test_sam_m@q.value 
#qvalue_matrisome <- round(qvalue_matrisome,2) 
donnees6 <- cbind(donnees6,qvalue_matrisome) 
fdrm <- findDelta(test_sam_m,fdr=0.05) 
deltam <- mean (fdrm[,1]) 
protSigMatrix<-list.siggenes(test_sam_m,deltam) 
protSigMatrix <- as.data.frame(protSigMatrix) 
significant <- c(rep("+",nrow(protSigMatrix))) 
protSigMatrix <- cbind(protSigMatrix,significant) 
donnees6 <- 
merge(donnees6,protSigMatrix,by.x="Protein.IDs",by.y="protSigMatrix",all=TR
UE) 
donnees6[,debut:fin] <- round(donnees6[,debut:fin],2) 
 
nmatrixquant <- nrow(donnees6) 
donnees6core <- filter(donnees6,Division=="Core matrisome") 
donnees6ma <- filter(donnees6,Division=="Matrisome-associated") 
donnees6col <- filter(donnees6,Category=="Collagens") 
donnees6glyco <- filter(donnees6,Category=="ECM Glycoproteins") 
donnees6proteo <- filter(donnees6,Category=="Proteoglycans") 
donnees6regul <- filter(donnees6,Category=="ECM Regulators") 
donnees6aff <- filter(donnees6,Category=="ECM-affiliated Proteins") 
donnees6sec <- filter(donnees6,Category=="Secreted Factors") 
nmatrixquantcore <- nrow(donnees6core) 
nmatrixquantma <- nrow(donnees6ma) 
nmatrixquantcol <- nrow(donnees6col) 
nmatrixquantglyco <- nrow(donnees6glyco) 
nmatrixquantproteo <- nrow(donnees6proteo) 
nmatrixquantregul <- nrow(donnees6regul) 
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nmatrixquantaff <- nrow(donnees6aff) 
nmatrixquantsec <- nrow(donnees6sec) 
 
 
graphSAM <- paste0(file,"_SAMmatrix.jpeg") 
jpeg(graphSAM,width=7 ,height=7, units="in",res = 300) 
plot(test_sam_m,deltam, main=paste("SAM Plot",titre[1],"vs",titre[2],"in 
Matrisome")) 
dev.off() 
###########################################################################
################### 
 
#All 
test_sam <- sam (donnees5[,debut:fin],groupe,gene.names= donnees5[,2] , 
method = d.stat, var.equal = TRUE,B=250,s0=0) 
pvalue<- test_sam@p.value 
#pvalue <- round(pvalue,2) 
donnees5 <- cbind(donnees5,pvalue) 
qvalue <- test_sam@q.value 
#qvalue <- round(qvalue,2) 
donnees5 <- cbind(donnees5,qvalue) 
fdr <- findDelta(test_sam,fdr=0.05) 
delta <- mean (fdr[,1]) 
protSig<-list.siggenes(test_sam,delta) 
protSig <- as.data.frame(protSig) 
significant <- c(rep("+",nrow(protSig))) 
protSig <- cbind(protSig,significant) 
donnees5 <- 
merge(donnees5,protSig,by.x="Protein.IDs",by.y="protSig",all=TRUE) 
donnees5[,debut:fin] <- round(donnees5[,debut:fin],2) 
#Deplacer les colonnes pour la lecture pour les 2 derniers tableaux 
#trouver les colonnes moyennes 
graphSAM <- paste0(file,"_SAM.jpeg") 
jpeg(graphSAM,width=7 ,height=7, units="in",res = 300) 
plot(test_sam,delta, main=paste("SAM Plot",titre[1],"vs",titre[2],"")) 
dev.off() 
 
nquant <- nrow(donnees5) 
 
sign <- which(colnames(donnees5) == "significant") 
fc <- which(colnames(donnees5) == "FC") 
pv <- which(colnames(donnees5) == "pvalue") 
qv <- which(colnames(donnees5) == "qvalue") 
div <- which(colnames(donnees5) == "Division") 
cat <- which(colnames(donnees5) == "Category") 
test <- grep("^Moyenne", colnames(donnees5)) 
testT_all <- cbind(donnees5[,c(1:3,sign,fc,pv,qv,test,4:fin,div,cat)]) 
testT_matrisome <- 
cbind(donnees6[,c(1:3,sign,fc,pv,qv,test,4:fin,div,cat)]) 
 
#information sur le nombre de Na 
nbtotalabsent = nrow(presentsabsent12)+nrow(presentsabsent21) 
nbtotalquant = nrow(donnees5)+nbtotalabsent 
dataNA <-dplyr :: 
select(donnees2,Protein.IDs,Gene.names,Protein.names,starts_with("Intensity
.")) 
donnees2m [donnees2m==0]<- NA 
dataNAm <- dplyr :: 
select(donnees2m,Protein.IDs,Gene.names,Protein.names,starts_with("Intensit
y.")) 
dataSansNa <- na.omit(dataNA) 
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SansNa <- nrow(dataSansNa) 
dataSansNam <- na.omit(dataNAm) 
inversedataSanNa <-dataNA[!complete.cases(dataNA), ] 
propNatotal <- paste(round((n1pep-SansNa)/nrow(dataNA)*100,2),"%") 
inversedataSanNam <-dataNAm[!complete.cases(dataNAm), ] 
protsigNa <- 
merge(inversedataSanNa,protSig,by.x="Protein.IDs",by.y="protSig") 
protsigNam <- 
merge(inversedataSanNa,protSigMatrix,by.x="Protein.IDs",by.y="protSigMatrix
") 
Alldata <- nrow(dataNA) 
Alldatam <- nrow(dataNAm) 
SansNam <- nrow (dataSansNam) 
nprotsigNA <- nrow(protsigNa) 
nprotsigNAm <- nrow(protsigNam) 
gainNA <- (nbtotalquant-SansNa)/SansNa*100 
gainNA <- paste0(round(gainNA,2),"%") 
 
 
#Renommage des data.frame et export 
 
proteinGroups <- donnees 
NormalisationDESeq <- donnees2 
Traitement_Nan <- donnees3 
Proteins_Deleted <- supprime2 
presentAbsent1 <- presentsabsent1ann 
presentsAbsent2 <- presentsabsent2ann 
imputation <- donnees4 
 
########################################################################### 
########################################################################### 
 
#Creation des tableaux pour faire les graphes de répartitions des 
différentes catégories 
#Graphe nb protéines totales et matrisome 
 
type=c("1 peptide","2peptide+","quantifiable") 
nbprot <- data.frame(c(type),nbproteinTotal = 
c(nrow(donnees),nrow(donnees2),nrow(donnees3)),nbproteinMatrisome 
=c(nrow(donnees2m),nrow(donnees3m),nrow(donnees6))) 
#supprimer les colonnes inutiles 
ncoldonnees2m <- ncol(donnees2m) 
donnees2m <- donnees2m[,-c((ncoldonnees2m-1):ncoldonnees2m)] 
donnees2m$Reverse <- NULL 
x=table (factor(donnees2m$Division.x)) 
y=table(factor(donnees2m$Category.x)) 
x <- data.frame(x) 
y <- data.frame(y) 
graphematrisome <- rbind(x,y) 
graphematrisome$pourcentage <- 
paste(round((graphematrisome$Freq/n1pep)*100,1),"%") 
 
#Recapitulatif fichier traité et paramètre telle que nb de groupe + régle 
nan + nb de proteine supprimée 
 
nbtotalabsent = nrow(presentsabsent12)+nrow(presentsabsent21) 
nbtotalquant = nrow(donnees5)+nbtotalabsent 
nanmin <- min(nbnanbysample) 
nanmean <- mean(nbnanbysample) 
nanmax <- max(nbnanbysample) 
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recapitulatif <- data.frame(row.names = c("Nb total proteine 1pep","Nb 
total proteine 2pep","Nb total proteine absent/present","Nb total proteine 
supprimees","fichier initial","nb de groupe","nb moyen de Nan par 
sample","%Nan/sample","nb min de NAn","nb max de Nan","nb de prot ident 
sans NA","nb prot significant NA ","nb de prot ident matrix sans NA","nb 
prot significant matrix NA ","%NA total","Gain imputation","Nb prot matrix 
2pep","Nb prot matrix 2pep Core","Nb prot matrix 2pep MA","nb prot matrix 
core","nb prot matrix ma","nb prot matrix collagen","nb prot matrix 
glyco","nb prot matrix proteo","nb prot matrix regul","nb prot matrix 
aff","nb prot matrix sec"), information 
=c(n1pep,n2pep,nbtotalabsent,nrow(supprime2),file,groupes,nanmean,proportio
nNanSample,nanmin,nanmax,SansNa,nprotsigNA,SansNam,nprotsigNAm,propNatotal,
gainNA,nmatrix2pep,nmatrix2pepcore,nmatrix2pepma,nmatrixcore,nmatrixma,nmat
rixcol,nmatrixglyco,nmatrixproteo,nmatrixregul,nmatrixaff,nmatrixsec))                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         
recapitulatifquant <- data.frame (row.names=c("Nb total proteine quant","nb 
prot matrix quant core","nb prot matrix quant ma","nb prot matrix quant 
collagen","nb prot matrix quant glyco","nb prot matrix proteo","nb prot 
matrix regul","nb prot quant matrix aff","nb prot quant matrix sec"), 
information 
=c(nbtotalquant,nmatrixquantcore,nmatrixquantma,nmatrixquantcol,nmatrixquan
tglyco,nmatrixquantproteo,nmatrixquantregul,nmatrixquantaff,nmatrixquantsec
))                                                                                                                                                                                                                                                                   
test <- gsub("(.+)(\\.txt)",sprintf("\\1_%s\\2", format(Sys.time(), 
"%Y_%m_%d")),file) 
testinfo <-gsub("(.+)(\\.txt)",sprintf("\\1_%s\\2", format(Sys.time(), 
"%Y_%m_%d")),paste0(file,"info")) 
fichier=paste(test,".xls",sep="") 
fichier2=paste(testinfo,".xls",sep="") 
fichier3=paste(testinfo,"volcanoData.xls",sep="") 
 
#export des fichiers 
options( java.parameters = "-Xmx16g" ) 
xlcFreeMemory() 
save.xlsx(fichier3,volcanom,volcano)#data pour faire les volcanos 
save.xlsx(fichier,proteinGroups,NormalisationDESeq,Traitement_Nan,Proteins_
Deleted,presentAbsent1,presentsAbsent2,imputation)#tableau des différentes 
étapes 
save.xlsx(fichier2,testT_all,testT_matrisome,graphematrisome,recapitulatif,
recapitulatifquant,calculnan,graphe2,protsigNam,protsigNa)#tableau résultas 
et tests T 
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ABSTRACT 
Diseases of the small vessels of the brain are responsible for damage to the white matter of the brain and multiple deep brain 
infarctions. They are the cause of more than 25% of strokes and are the second cause of dementia after Alzheimer's dementia. It is a 
set of pathological processes, which affect small arteries, arterioles, cerebral venule or capillary of less than 400µm. The 
cerebrovascular matrisome seems to be a converging pathological pathway between the various diseases of the small vessels of the 
genetic type and of the sporadic type. The matrisome is the set of proteins constituting the extracellular matrix (ECM) as well as the 
associated proteins, their roles consist not only in the support and the anchoring of the cells but also in various fundamental processes 
such as differentiation, proliferation, Survival or migration of cells. The structural and physico-chemical diversity of these proteins, 
however, makes their analysis particularly delicate. Within the framework of this thesis we propose to characterize in a quantitative 
and qualitative way the microvascular matrisome in the diseases of the small vessels, as well as to identify common abnormalities or 
specific to each disease. For this we have developed a label-free quantitative proteomic approach on cerebral and peripheral vessels 
isolated from three preclinical genetic murine models and two murine models for the sporadic character. We have developed and 
validated a new robust and sensitive method for the quantitative non-labeling analysis of changes in the matrisome of mouse cerebral 
arteries and the application of our method on the arteries of the different mouse models studied has allowed us to identify some 
avenues. Interesting for each disease independently but also highlighted some common signatures between the different studies. 

MOTS CLÉS 
 
Protéomique quantitative, quantification label free, matrisome, matrice extracellulaire, maladie des petits vaisseaux 

RÉSUMÉ 
Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions de la substance blanche du cerveau et d'infarctus cérébraux 
profonds multiples. C'est un ensemble de processus pathologiques, qui affectent les petites artères, les artérioles, veinules ou 
capillaires cérébraux de moins de 400µm. Le matrisome cérébrovasculaire semble être une voie pathologique convergente entre les 
différentes maladies des petits vaisseaux de type génétique et de type sporadique. La diversité structurale et physico-chimique des 
protéines du matrisome rend cependant leur analyse particulièrement délicate. En effet, certaines protéines du core matrisome, 
protéines de haut poids moléculaire, sont particulièrement insolubles et d’autres protéines du matrisome associé sont généralement 
plus petites et moins abondantes. Dans le cadre de cette thèse nous nous proposons de caractériser de manière quantitative et 
qualitative le matrisome microvasculaire dans les maladies des petits de vaisseaux, ainsi que d'identifier des anomalies communes ou 
spécifiques à chaque maladie. Pour cela nous avons, dans un premier temps, développé une approche protéomique quantitative en 
spectrométrie de masse de type label-free sur des vaisseaux cérébraux et périphériques isolés, et nous l’avons validée dans une 
première étude sur un modèle murin préclinique de CADASIL. Ensuite nous avons appliqué cette approche sur deux autres modèles 
murins pour les maladies génétiques CARASIL et la maladie du collagène de type IV, et deux modèles murins pour l'hypertension et 
l'âge, modèle pour leur caractère sporadique. Nous avons développé et validé une nouvelle méthode robuste et sensible pour 
l’analyse quantitative sans marquage des changements du matrisome des artères cérébrales de souris. En effet, nous avons mis en 
évidence une protéine commune à toutes ces formes de cSVDs, PRSS23, une serine protéase dans les 5 modèles étudiée et HTRA1, 
une autre serine protéase, dans CADASIL, la maladie du collagène de type IV et l’âge.  
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Quantitative proteomics, label free, matrisome, extracellular matrix, small vessel disease 
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	I.1 Les maladies des petits vaisseaux

	Ce premier chapitre sera consacré à une brève introduction sur les maladies des petits vaisseaux cérébraux de type non amyloïde, en commençant par décrire les principaux organes atteints et leur fonctionnement, ensuite sera présenté l’état de l’art des différentes pathologies étudiées durant cette thèse.
	I.1.1 L’unité neurovasculaire 

	Le cerveau, l’organe le plus complexe et le plus sophistiqué du corps humain, présente cependant une faiblesse non négligeable, son alimentation. Il consomme une grande quantité d’énergie mais ne possède pas de réservoir pour stocker son carburant. Il reçoit ses substrats énergétiques en fonction de ces besoins dynamiques et régionaux imposés par son activité. Le flux sanguin doit arriver au bon endroit, au bon moment et tout arrêt de plus de quelques minutes peut être irrémédiable voir fatal. L’intérêt porté à la manière dont le cerveau régule son propre apport énergétique a fait l’objet de beaucoup d’études depuis le début de la neuroscience, et est motivé non seulement par le désir de mieux comprendre les effets néfastes d’une vascularisation cérébrale déficiente mais également des changements régionaux du débit sanguin cérébral, le sujet d’étude de l’imagerie fonctionnelle. Le concept d’unité neurovasculaire met en évidence ce lien existant entre les cellules du cerveau et le système vasculaire cérébral, et maintenir la santé neurovasculaire va de pair avec le maintien de la santé cérébrale. Voici une description brève de l’anatomie de l’unité neurovasculaire pour mieux comprendre ses mécanismes 2.
	I.1.1.1 L’anatomie de l’arbre cérébrovasculaire

	Le cerveau est irrigué par 4 artères extra crâniennes : 2 artères carotides internes qui forment la circulation antérieure et 2 artères vertébrales qui fusionnent pour former le tronc basilaire et la circulation postérieure. Les circulations antérieures et postérieures irriguent des régions différentes du cerveau, elles sont néanmoins reliées à la base du crâne par un système d’anastomose artérielle, appelé le Polygone de Willis, qui relie une partie des branches terminales des artères carotides internes et du tronc basilaire. Du polygone de Willis partent des artères, qui se ramifient en piales et en artérioles, qui courent à la surface du cerveau formant un réseau fortement interconnecté ; il s’agit des artères piales appelées aussi leptoméningées. De ces artères naissent des branches qui pénètrent dans le cerveau (artères pénétrantes ou perforantes, voir figure 1). Dans leur partie initiale, elles sont entourées par l’espace périvasculaire, un espace virtuel délimité par la membrane basale vasculaire et la glia limitans. La paroi des artères et artérioles est constituée de multiples couches de cellules musculaires lisses (CML), dont le nombre varie en fonction du diamètre du vaisseau mais aussi de l’espèce, bien que les artères piales ne soient pas en contact direct avec les cellules neuronales, elles possèdent de nombreuses innervations. 
	Figure 1 : Représentation de l’arbre cérébrovasculaire de l’artère carotide interne (ACI) aux artérioles. 
	A mesure que les artérioles pénètrent plus profondément dans le cerveau, la membrane gliale et la membrane basale fusionnent effaçant ainsi l’espace périvasculaire, appelé également espace de Virchow-Robin, et les vaisseaux sont enfermés dans les pieds d'extrémité astrocytaire (artérioles intra parenchymateuses). Dotées d'une seule couche de CML, les artérioles intra parenchymateuses manquent de nerfs périvasculaires. Les capillaires sont dépourvus de CML mais sont dotés de péricytes, qui sont entièrement enfermés par la membrane basale de l'endothélium (Figure2). 
	Figure 2 : Représentation de l’unité vasculaire (Adapté de Iadecola, 2004 3 )
	I.1.1.2 Les différents acteurs de l’unité neurovasculaire et leur fonction 

	Neurones, astrocytes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et macrophages périvasculaires sont les composants cellulaires de l’unité neurovasculaire. Ces cellules participent à la transmission de signaux moléculaires dont l’une des finalités est l’adaptation du débit sanguin cérébral en fonction de l’activité neuronale ou des variations de pression artérielle.
	I.1.2 Les maladies des petits vaisseaux cérébraux et leur diagnostic

	Les maladies des petits vaisseaux cérébraux, autrement appelées Cerebral Small Vessel Diseases en anglais (cSVD), désignent un ensemble de processus pathologiques qui touchent les petites artères, les artérioles, les veinules ou les capillaires du cerveau. Les manifestations cliniques de ces maladies sont principalement des accidents vasculaires cérébraux ischémiques ou hémorragiques, des troubles cognitifs pouvant aller jusqu’à la démence, des manifestations psychiatriques et des troubles de la marche. Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions diffuses de la substance blanche du cerveau, d’infarctus cérébraux de petite taille profonds multiples, de microsaignements, de dilatation des espaces périvasculaires et d’une atrophie cérébrale. Contrairement aux gros vaisseaux, les petits vaisseaux cérébraux sont très difficilement visualisés actuellement du vivant du patient. Par conséquent, les lésions du parenchyme, visibles essentiellement par imagerie par résonance magnétique (IRM), supposées être causées par ces modifications dans les vaisseaux, ont été adoptées comme marqueur de ces affections5.
	I.1.1 Différents types de maladie des petits vaisseaux cérébraux

	S’il existe plusieurs types de maladies des petits vaisseaux cérébraux, aigues ou chroniques, inflammatoires ou non, amyloïdes ou non, ne seront abordés dans cette étude que les maladies des petits vaisseaux chroniques non amyloïdes (cSVD) (Table1). Celles-ci sont le plus souvent sporadiques et pourraient être provoquées par un mélange relativement complexe de facteurs génétiques et environnementaux, notamment l’âge et l’hypertension, qui sont les deux principaux facteurs de risque. Mais il a été découvert récemment des formes génétiques mendéliennes, dont les manifestations cliniques et radiologiques sont très semblables aux formes sporadiques6. Les études en IRM de populations ont montré que les cSVD évoluent à bas bruit sans manifestation clinique pendant de nombreuses années suggérant qu’il existe une fenêtre thérapeutique 7. Aujourd’hui, il n’y aucune mesure curative connue pour traiter les personnes qui en sont atteintes. Néanmoins, il existe un certain nombre de mesures préventives, tels que la normalisation de la pression artérielle, la prise d’anti-agrégants plaquettaires en cas d’infarctus et l’arrêt du tabac. La terminologie et les définitions des lésions IRM dans les cSVD varient considérablement d’une étude à l’autre, rendant difficile les comparaisons entre les différentes études. Dans ce contexte, un groupe de travail international réunissant des experts des maladies des petits vaisseaux a, en 2013, établi une nouvelle terminologie pour désigner ces lésions et publié un certain nombre de recommandations pour l’acquisition et l’analyse des images IRM dans les études cliniques (STandards for ReportIng Vascular changes on nEuroimaging, STRIVE)5.
	Table 1 : Classifications des SVD en fonction des modifications pathologique cérébrovasculaires (inspiré de Pantoni,2010 6). 
	I.1.1.1 Les maladies des petits vaisseaux cérébraux de type sporadique

	Elles sont classiquement associées à des facteurs de risque cardiovasculaire tel l’hypertension, le diabète ou l’âge. 
	I.1.1.2 Maladies héréditaires ou génétiques de petits vaisseaux cérébraux

	Il existe plusieurs maladies génétiques des petits vaisseaux mais seules seront décrites celles étudiées dans ce projet de thèse. Cependant différentes revues récentes auxquelles nous vous renvoyons, listent les maladies identifiées jusqu’à aujourd’hui6,10,11.
	I.1.1.2.1 CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical ischaemic strokes and leukoencephalopathy)

	CADASIL, l’acronyme en anglais pour « artériopathie cérébrale autosomique dominante avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie », est la cause héréditaire la plus fréquente d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) et de démence vasculaire chez l’adulte. Si ces symptômes cliniques sont très similaires à ceux des patients atteints de maladies des petits vaisseaux de type sporadique, ils apparaissent cependant de manière beaucoup plus précoce 14.
	I.1.1.2.2 CARASIL (cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical ischaemic strokes and leukoencephalopathy)

	CARASIL est l’acronyme en anglais pour « artériopathie cérébrale autosomique récessive avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie ». Sa première description date de 1976 32 et la découverte du gène responsable HTRA1 (High-Temperature Requirement A Serine Peptidase 1) en 200933. Si ces symptômes cliniques sont très similaires à ceux des patients CADASIL, comme son nom l’indique, sa transmission est de type récessif et sa fréquence est donc beaucoup plus rare. Cependant, des cas de mutations du gène HTRA1 sur un seul allèle ont également été associées à une maladie des petits vaisseaux, avec un mode de transmission autosomique dominant 34,35.
	I.1.1.2.3 Maladie du Collagène de type IV

	Les maladies des petits vaisseaux cérébraux dues à des modifications du collagène de type IV, sont associées à des manifestations cliniques diverses impliquant le plus souvent le cerveau et les yeux, mais également les reins et les muscles squelettiques. La gravité de la maladie est liée à la survenue d’hémorragies intracérébrales qui peuvent survenir à tout âge de la vie. Les premières familles identifiées datent des années 8045 et l’identification du premier gène responsable, COL4A1, a pu être résolue par l’utilisation d’un modèle de souris généré par mutagenèse aléatoire vingt ans plus tard46. Ce nouveau mutant de souris présentait une hémorragie cérébrale périnatale sévère semblable à celles décrites précédemment dans une grande famille humaine avec une porencéphalie autosomique dominante de type 145,47. Quelques années plus tard, des familles porteuses d’une mutation dans le gène COL4A2 ont été également identifiées 48,49.
	Les collagènes de type IV sont des protéines de la membrane basale qui sont exprimées dans tous les tissus, y compris le système vasculaire. Le COL4A1 (chaîne α1) et le COL4A2 (chaîne α2) sont les collagènes de type IV les plus abondants et forment des hétérotrimères avec une stœchiométrie 2: 1 (α1α1α2). Chez les mammifères, la famille du collagène IV comprend six chaînes hautement homologues, mais génétiquement distinctes. Chaque chaîne contient trois domaines structurellement distincts : un domaine amino-terminal riche en résidus de cystéine et de lysine (domaine 7s), un domaine collagène comportant des séquences de répétition triple d’acide aminé Gly-Xaa-Yaa, où Xaa et Yaa peuvent être n’importe quel résidu, mais Yaa est souvent une proline, et un domaine non-collagénique (NC1) en C-terminal. La présence de séquences riches en résidus cystéine et en lysine est essentielle pour la réticulation interchaîne de molécules quadruple hélicoïdales via des liaisons disulfures et des réticulations de lysine-hydroxylysine 50
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	I.2 Le Matrisome

	Ce second chapitre sera consacré au matrisome, ses compositions et ses différentes fonctions. Je commencerai par un peu d’histoire pour expliquer son concept, un peu plus abstrait, flou que les autres composants cellulaires. Ensuite seront décrites les différentes catégories de protéines de la matrice extracellulaire, et je décrirais principalement un type bien particulier de matrisome, la membrane basale, matrisome principale dans les petits vaisseaux cérébraux. Pour finir, les différentes maladies vues précédemment seront décrites dans le contexte du matrisome.
	I.2.1 Un peu d’histoire

	Le matrisome est l’ensemble des protéines de la matrice extracellulaire et des protéines interagissant avec la matrice extracellulaire. Mais qu’est-ce que la matrice extracellulaire ?
	/
	I.2.2 Les différentes matrices extracellulaires

	Chaque organe a une MEC avec une composition unique, la fonction de la MEC va au-delà du soutien physique à l'intégrité et à l'élasticité des tissus : il s'agit d'une structure dynamique constamment remodelée pour contrôler l'homéostasie des tissus. Elle est constituée de diverses protéines, sucres et autres composants58.
	Table 2 : Les différents tissus et matrices extracellulaires( inspiré de Dupont, 201859)
	Dans les tissus épithéliaux, à l’inverse, les cellules sont étroitement liées entre elles, et associées en feuillets. C’est la matrice péricellulaire. La matrice extracellulaire y est peu abondante et consiste pour l’essentiel en une fine couche : la lame basale. Ce sont les cellules qui subissent la plus grande partie des tensions. Les feuillets de cellules épithéliales tapissent toutes les cavités et les surfaces libres du corps et grâce aux jonctions spécialisées qui existent entre les cellules, ils forment une protection à la circulation de l’eau, de solutés et des cellules d’un compartiment à un autre. Il existe d’autres types de tissus, dont l’organisation matrice-cellule se situera entre celle de l’organisation du tissu conjonctif et celle du tissu épithélial 60,61.
	I.2.3 Définition

	La matrice extracellulaire (MEC) est un composant essentiel des organismes métazoaires fournissant un support architectural et un ancrage aux cellules, elle est constituée d’eau, de polysaccharides et de protéines. La composition de la MEC détermine les caractéristiques biophysiques du tissu, telle que sa rigidité ou sa déformabilité mais a également un impact sur la régulation cellulaire et ses fonctions. De plus, l’altération de la MEC est associée à diverses maladies telles que le cancer, les fibroses ou encore des maladies du squelette. Le Matrisome est l’ensemble des protéines de la MEC mais également l’ensemble des protéines qui interagissent avec elle. Il est donc nécessaire de mieux caractériser le matrisome afin d’identifier les potentiels biomarqueurs de maladie, et peut-être à terme de soigner ces maladies en agissant sur les différents acteurs.
	Figure 4 : Distribution des différentes catégories de protéines du matrisome in silico
	I.2.3.1 Le cœur du matrisome (ou core matrisome)
	I.2.3.1.1 Les collagènes


	Les collagènes sont les protéines les plus abondantes chez les mammifères, ils constituent environ 30 % de la masse protéique totale. Cette superfamille comporte 28 types différents connus à ce jour, et sont les composants majeurs des os ou encore de la peau. Les collagènes ont non seulement un rôle architectural dans l’organisation ou la forme des tissus, mais ils contribuent également à diverses régulations cellulaires67. 
	I.2.3.1.1.1 Type et structure

	La structure commune des collagènes est la présence d’une triple hélice, constituée de 3 chaînes peptidiques, nommée chaîne α, et numérotée en chiffre arabe alors que les collagènes eux sont identifiés par des chiffres romains. La taille des chaînes α peuvent varier de 662 à 3152 acides aminés, formant une séquence répétitive Gly-X-Y, où X est très fréquemment la proline et Y, l’hydroxyproline. Les trois chaînes peuvent être identiques (homotrimère) ou différentes (hétérotrimères). La triple hélice est stabilisée par la présence d’une glycine tous les 3 résidus, une composition élevée en proline et hydroxyproline, des interactions électrostatiques impliquant la lysine et l’aspartate ainsi que des liaisons hydrogènes. Le degré d’hydroxylation des lysines varie en fonction du type de collagène et de son assemblage dans l’espace extracellulaire. L’association des trois chaînes α pour former la triple hélice diffère aussi en fonction du type de collagène, mais les mécanismes sont encore peu décrits aujourd’hui.
	Table 3 : Tableau des différents types de collagène avec leur structure, leur distribution dans les tissus et quelques caractéristiques (Adapté de Ricard-Blum, 2011 68)
	I.2.3.1.1.2 Synthèse et sécrétion du collagène
	I.2.3.1.1.3 Régulation et dégradation
	I.2.3.1.1.4 Rôles et fonctions du collagène
	I.2.3.1.2 Les protéoglycanes
	I.2.3.1.2.1 Structure
	I.2.3.1.2.2 Synthèse des protéoglycanes
	I.2.3.1.2.3 Rôles et fonctions des protéoglycanes 



	 Le protéoglycane intracellulaire : 
	 Les protéoglycanes à la surface cellulaire : 
	Les glypicanes, qui sont également des HSPGs, sont des protéines dont l’extrémité C-terminale est liée à la membrane plasmique via une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI). Elles sont impliquées dans le contrôle de la croissance tumorale et de l’angiogenèse.
	 Les protéoglycanes péricellulaires et de la membrane basale
	 Les agrines, HSPG à haut poids moléculaire, possèdent 9 domaines homologues aux inhibiteurs de protéase. Leur forme transmembranaire est très exprimée dans les axones et les dendrites, et pourrait être en s’associant avec les neurites, un récepteur ou un corécepteur. Comme le perlécane, leurs fonctions sont diverses et variées grâce leur structure particulière et modulable.
	 Les protéoglycanes extracellulaires : 
	 Les SLRPs (Small Leucine-Rich Proteoglycans = petites protéoglycanes riches en leucine), sont des protéines de masse moléculaire relativement bas comparativement aux autres PG, comme leur nom l’indique, constituée de répétition riche en leucine. Elles sont présentes dans la plupart des MEC et sont fortement exprimées au cours du développement dans les membranes minces enveloppant les organes essentiels tels que les méninges, le péricarde ou encore l’endomètre. Cette omniprésence suggère qu’elles seraient impliquées dans la régulation de la forme et de la taille des organes pendant le développement embryonnaire et l’homéostasie. Elles seraient également impliquées dans l’assemblage du collagène fibrillaire 78.
	I.2.3.1.3 Les glycoprotéines 
	I.2.3.1.3.1 Structure
	I.2.3.1.3.2 Synthèse
	I.2.3.1.3.3 Rôles et fonctions


	Table 4 : Quelques groupes de glycoprotéines de la MEC, leurs fonctions connues et les articles qui en réfèrent
	Groupe de 7 glycoprotéines liées au Ca2+
	 Régule l’adhésion en se liant avec l’intégrine (protéine transmembranaire)
	 Joue un rôle important dans la coagulation du sang, la fibrinolyse, les interactions entre cellules et matrice, l'inflammation, la cicatrisation des plaies et la néoplasie
	Protéines hétérotrimériques de grandes tailles
	 Un des constituants principaux des fibres élastiques présentes dans les tissus.
	I.2.3.2 Les protéines associées au matrisome

	Dans cette catégorie, il y a principalement les protéines connues pour s’associer à la MEC, et les protéines possédant des similitudes avec celles-ci. Ce groupe est également divisée en trois catégories, catégorisation basée sur leur activité, fonction biologique, et non sur leur structure contrairement aux protéines du core matrisome 66. 
	I.2.3.2.1 Les protéines régulatrices de la MEC 

	Les fonctions de ces protéines sont de se lier (transferase), de couper (hydrolases) ou de modifier (les « modification » -ases) les protéines de structure de la MEC. 
	I.2.3.2.2 Les protéines secrétées 

	La MEC possède également un « réservoir » de nombreux facteurs. De cette manière, la MEC peut conserver certains facteurs de croissance qui peuvent être libérés par protéolyse et peuvent induire localement une prolifération, croissance ou différenciation. Nous y trouvons des facteurs de croissances, notés généralement XGF, X pour le tissu concerné et GF pour Growth Factor (facteur de croissance), tels que le FGF (Fibroblast Grow Factor) ou encore l’EGF (Epidermal Grow Factor), des cytokines ou encore d’autres facteurs secrétés qui vont se lier avec différentes protéines de la MEC, telle que la fibronectine, la vitronectine ou encore la syndécane.
	Table 5 : Quelques famille de protéines régulatrice de la MEC, leur(s) fonction(s), leur(s) substrat(s) et les articles qui en réfèrent
	Type EC 1.14.11.-, 1.4.3.13.—
	Type EC 2.7.1.-,
	Type EC 3.4.21.- ; identifiant MEROPS : S01
	Type EC 3.4.22.- ; identifiant MEROPS : C01 Réaction d’hydrolyse d’un lien peptidique avec un résidu cystéine sur le site actif de l’enzyme
	Type EC 3.4.24.- ; identifiant MEROPS : M10 (matrix metallopeptidase) et  M12 (adamlysines) Réaction d’hydrolyse d’un lien peptidique avec un un ion Zn2+ lié à 3 résidus histidine sur le site actif de l’enzyme
	I.2.3.2.3 Les protéines affiliées à la MEC 

	Dans ce groupe, nous trouvons des familles de protéines qui partagent des similitudes architecturales ou biochimiques avec d’autres protéines de la MEC ou qui sont connues pour être associées avec des protéines de la MEC57. 
	La MEC est donc un échafaudage dynamique constitué de divers matériaux (les collagènes, les glycoprotéines et les protéoglycanes) mêlés entre eux, modifiés, ajustés, découpés par des ouvriers spécialisés chacun dans un domaine particulier (les protéines régulatrices) mais est également un réservoir de matières premières, d’outillage (les protéines secrétée) nécessaire pour le bon fonctionnement de cette charpente auto-adaptable. 
	I.2.3.3 Forme particulière de la MEC : la membrane basale (MB)

	La membrane basale (MB) est une matrice de type péricellulaire, elle se situe entre les cellules épithéliales et le tissu conjonctif. Le sujet de cette étude portant sur l’analyse des petits vaisseaux, nous nous intéressons particulièrement à cette forme notable de la MEC. Si la composition des molécules qui la constitue varie en fonction du tissu, la membrane basale est généralement composée de collagène de type IV, de nidogène (ou entactine), de laminines, de perlecane et parfois un peu de collagène de type XV et XVIII. Sa fonction est de soutenir les cellules endothéliales, musculaires et adipeuses mais également de jouer le rôle de filtre entre les cellules épithéliales et le compartiment sanguin, ou entre deux types de tissus conjonctif différents. 
	 Au plus près de la surface épithéliale, se trouve la lamina lucida, une couche transparente aux électrons, d’environ 50 nm d’épaisseur. Elle est riche en laminines, qui vont se lier à la portion extracellulaire des intégrines.
	Les composants de la membrane basale sont de grandes protéines modulaires (figure 6). Plus de 20 gènes dans la membrane basale ont été identifiés et séquencés.
	Le collagène de type IV est le composant de la membrane basale le plus répandu et est considéré comme responsable de la stabilité mécanique de la membrane basale. C’est un collagène non fibrillaire, il fait partie des collagènes en réseau (Table 3). Chez les mammifères, il existe six chaînes génétiquement distinctes de Col IV, α1 (IV) à α6 (IV), tous ont des structures de domaine similaires. Il est composé d’un domaine court non collagénique, d’un domaine collagène à triple hélice moyen long et d’un domaine globulaire non collagénique. La partie hélicoïdale centrale de la chaîne α contient 1400 Gly‐X-Y, cette séquence est interrompue par environ 20 courtes régions non collagènes, ce qui explique la souplesse des membranes basales. Trois chaînes α (2 α1 et 1 α2) s'associent pour former un protomère (ou monomère), ensuite 2 protomères vont générer un dimère, jusqu’à l’élaboration d’un échafaudage supramoléculaire comprenant des tétramères de collagène de type IV sous forme de réseau polygonal(Figure 5).
	Figure 5 : Description et formation de la structure en réseau du collagène de type IV (adapté de Kalluri 200394)
	 Les laminines, une famille de glycoprotéines présente uniquement dans les membranes basales, sont les glycoprotéines non collagéniques les plus abondantes dans cette matrice. Les laminines sont des trimères composées de chaîne α, β et γ, classées selon une nomenclature bien spécifique 95. La laminine-111, une protéine avec une composition de chaînes α1, β1 et γ1, dont l’autoassemblage est dépendant du calcium, est le type de laminine le plus abondant dans les membranes basales, d’autres types de laminine sont exprimées dans la membrane basale mais d'une manière spécifique au tissu. La chaîne α1 longue d’environ 200 kDa, possède trois domaines globulaires au niveau de son extrémité N-terminale, séparés par des séquences EGF, une séquence hélicoïdale et un domaine G, comportant 5 domaines globulaires. Les chaînes β et γ, sont composés de 2 domaines globulaires en N-terminal séparé par 2 EGF répétés et d’une séquence hélicoïdale. L’assemblage de ces trois chaînes forme une croix, le bras long de la croix étant les séquences en triple des chaînes α1, β1 et γ1, avec le domaine G de la chaîne α1. Les bras courts sont respectivement les N-terminaux de chaque chaîne. Le domaine G est le site principal d’adhésion cellulaire de la laminine et le site de liaison avec le nidogène (ou entactine) est localisé dans les répétitions EGF du domaine γ1. Les LM-111, LM-211 et LM-221 s'auto-assemblent par gélification thermique dépendante du calcium.
	 Le nidogène 96 ou entactine97, est une glycoprotéine de 150 kDa, a une structure sous forme d’haltère comportant trois domaines globulaires séparés par deux segments en forme de tige. Elle se lie à la laminine via la chaîne γ1 et son domaine G2 interagit avec la région tripe hélice du collagène de type IV. 
	 Le perlécane, un protéoglycane comportant des héparanes sulfate (HSPG) d’environ 500 kDa, est également abondamment exprimé dans les membranes basales. Il doit son nom à sa forme ressemblant à une série de perles lorsqu’il est visualisé au microscope électronique. La protéine comporte 5 domaines distincts et N-terminal est lié à trois héparane sulfate qui alourdit sa masse de 800 kDa. Chaque domaine possède une fonction distincte mais cette introduction se limitera aux modules en lien avec les protéines de la membrane basale. Le domaine I qui représente la région N-terminal et où sont fixés les chaînes héparane sulfate, ne contient pas de résidu cystéine et son rôle principale est la séquestration (et la libération en temps voulu) des facteurs de croissance. Fait relativement rare pour être relevé, aucune homologie n’existe entre ce module et d’autres protéines connues, présentes dans les bases de données protéiques 98. 
	Le domaine III et une partie du domaine V, homologue du bras court de la laminine, comprend trois domaines globulaires de laminine parmi 11 répétitions EGF 99. Outre ces quatre protéines majeures, il existe d’autres composants de la membrane basale, qui vont notamment varier d’un tissu à l’autre. 
	Figure 6 : Description de l’interaction entre les différentes protéines majoritaires de la MB (adapté de Mak 201793)
	I.2.4 Maladie des petites vaisseaux cérébraux et matrisome 

	Pour rappel (voir paragraphe 1.1), le cercle de Willis se divise en 3 artères principales et à leur tour, elles vont donner plusieurs artères qui vont progressivement devenir plus petites et courir à la surface du cerveau 100.
	Figure 7 :  A : Schéma illustrant la transformation progressive des artères cérébrales en capillaires (d’après Girouard,2006)101. B : Coupe transversale des différents types de vaisseaux ainsi que leur composition (d’après Haffner, 2016)102.
	Le matrisome, notamment la membrane basale est donc un lieu très stratégique entre la microcirculation cérébrale et les astrocytes. La membrane basale des vaisseaux contribue à l'intégrité de la barrière hémato-encéphalique (BBB, Blood Brain Barrier), qui est formée par les cellules endothéliales et les capillaires cérébrales. Ces cellules reçoivent le soutien de péricytes et des pieds astrocytaires. La membrane basale des petits vaisseaux cérébraux forme un réseau protéique tridimensionnel composé principalement de laminine, de collagène IV, de nidogène et de protéoglycanes sulfate d'héparane (perlécane), et plus particulièrement la fibronectine insoluble, la fibuline 1 et 2, le collagène de type XVIII, les thrombospondines 1 et la protéine SPARC (secreted protein acidic and cysteine rich). L'assemblage de la membrane basale vasculaire dépend d'un autoassemblage initial de laminine en une feuille suivie d'une liaison au nidogène et aux HSPG. Pour compléter la formation de la membrane basale vasculaire, le nidogène et les HSPG sont liés au collagène IV, permettant ainsi à ce dernier de former un réseau polymère. Selon la taille et l’emplacement du vaisseau, c’est principalement la composition et les isoformes de laminine qui seront modifiés. Cette membrane soutient mutuellement les interactions entre les cellules endothéliales, les péricytes et les astrocytes. Des changements majeurs dans la composition moléculaire de la membrane basale sont observés dans des contextes pathologiques. Lors d’un accident vasculaire cérébral, la perte d'intégrité de la BBB s'accompagne d'une régulation positive des enzymes protéolytiques et d'une dégradation des protéines de la membrane basale103. 
	I.2.5 Protéomique de la matrice extracellulaire

	Bien que la spectrométrie de masse en protéomique soit une méthodologie extrêmement puissante, permettant d’analyser et même de quantifier plusieurs milliers de protéines en quelques heures, l’étape de traitement de l’échantillon, qui va consister principalement à extraire les protéines d’intérêts de cellules ou de tissu et à les rendre compatibles avec une analyse par le spectromètre de masse, est fondamentale. L'isolement ou la purification des protéines est la première étape nécessaire, elle sera ensuite suivie d’une étape de clivage spécifique des liaisons peptidiques avec une ou plusieurs enzymes, étape qui est communément appelée digestion des protéines. Le chapitre « I.3 Protéomique, spectrométrie de masse et quantification » décrira de manière plus générale les méthodologies pour l’extraction et la solubilisation des protéines des tissus.
	I.2.5.1 La décellularisation

	Comme son nom l’indique, cette méthode va consister à extraire les cellules pour ne laisser que la matrice extracellulaire environnante. Elle implique l'utilisation de détergents faibles, et/ou d’enzymes telle que la trypsine ou de tampons à faible force ionique pour perturber l’organisation des membranes cellulaires ce qui mènera à la libération de protéines intracellulaires en solution tout en préservant la construction MEC insoluble. 
	I.2.5.2  L’extraction séquentielle des protéines de la MEC

	Une autre méthode couramment utilisée pour enrichir et extraire les protéines de divers tissus est l’utilisation de divers solvants et détergents pour extraire séquentiellement les protéines des différents compartiments cellulaires et récupérer la fraction la plus insoluble, les protéines de la MEC. Selon les tissus et les protocoles, il peut y avoir quelques différences mais dans l’ensemble, le principe reste le même, utiliser des solvants de plus en plus stringents jusqu’à récupérer le culot insoluble contenant les protéines de la MEC 136–138. Ensuite, une autre étape importante est de le solubiliser en utilisant d’autres détergents ou encore des agents chaotropes comme le chlorure de guanidium 137, du diméthylsulfoxyde 131 mais aussi des protéases telles que la déglycosylase, la pepsine ou la collagénase 131,136,137,139.
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	I.3 Protéomique, spectrométrie de masse (MS) et quantification 

	Les sujets abordés dans ce chapitre seront plus méthodologiques et analytiques, il sera question des traitements de l’échantillon de type tissu en vue d’une analyse en spectrométrie de masse. Les principes de la spectrométrie de masse pour l’analyse des protéines, ainsi que son couplage avec la chromatographie liquide sont également décrits, avant de terminer avec les différentes méthodes de quantification relative utilisées en spectrométrie de masse, le traitement des données ainsi que leur interprétation. 
	/
	Figure 8 : Stratégie du bottom-up en protéomique
	I.3.1 Pourquoi analyser le Protéome ?

	Le protéome, terme qui désigne l’ensemble des produits du génome d’un être vivant, est l’ensemble des protéines exprimées dans un organe, tissu ou cellule donné à temps donné dans des conditions données. La protéomique est une approche avancée qui vise à caractériser une ou des protéines, ou un protéome, en une ou plusieurs expériences. A l’inverse de l'analyse d'une protéine unique utilisant des techniques basées sur des anticorps, telles que le Western blot, le dosage immuno-enzymatique (ELISA) et la microscopie fluorescente, et qui ne peut être que ciblé sur une protéine et ses isoformes, l’utilisation de la spectrométrie de masse offre une opportunité précieuse d'identifier la plupart des protéines de manière complétement exploratoire dans une condition définie. La spectrométrie de masse peut également, après une expérimentation exploratoire, analyser des échantillons de manière plus ciblée.
	I.3.2 Traitement de l’échantillon de type tissulaire, de l’extraction à la digestion

	De nombreuses stratégies de préparation d'échantillons ont été développées afin de permettre une production complète et reproductible de peptides protéolytiques à partir de protéomes extraits d'une grande variété de types d'échantillons. Une quantification précise du protéome dans les cellules et les tissus est nécessaire pour une interprétation adéquate des conséquences fonctionnelles des changements dans les protéoformes pour l’étude de diverses pathologies. Bien que la culture cellulaire soit un modèle de choix important pour étudier les processus se produisant dans les cellules, sa pertinence et sa valeur sont limitées pour une étude au niveau d'un organisme 141. De plus, les tissus préservent l'organisation et la communication cellulaires natives en trois dimensions. L'analyse directe des protéomes tissulaires est donc devenue indispensable, particulièrement dans la protéomique clinique. Les méthodes pour en extraire les protéines sont sensiblement les mêmes, un tissu étant composé de cellules, les différentes techniques présentées ci-dessous peuvent être appliquées sur les deux types d’échantillons. L’extraction et la solubilisation simultanées de toutes les protéines d’un tissu reste malheureusement une utopie, compte tenu de l’hétérogénéité des différents molécules présentes, protéines et autre. Il n’y a pas de méthode universelle mais un traitement adapté à chaque type d’échantillon. Il est indispensable de le déterminer expérimentalement.
	I.3.2.1 Homogénéisation

	Cette première étape va consister à homogénéiser l’échantillon et l’action à mener est dépendante de l’échantillon à traiter. Nous supposons que l'échantillon va modifier ses propriétés physiques sans aucun changement dans la chimie des composants.
	I.3.2.2 Méthode d’extraction et de solubilisation

	L'extraction et la solubilisation optimales des protéines à partir de tissus est indispensable pour accéder à l'ensemble des protéines disponibles pour l'analyse protéomique. Cela permet d’une part d’optimiser la reproductibilité mais également de réduire les contaminants. 
	 Les détergents :
	 Agents chaotropiques
	A l’instar des détergents, les agents chaotropiques sont utilisés pour affaiblir l’effet des propriétés hydrophobes de certaines protéines en détruisant les liaisons hydrogènes entre les molécules d’eau. Bien que les liaisons ioniques ne soient pas directement affectées par les chaotropes non ioniques tels que l'urée et la thiourée, l'influence de ces chaotropes sur la constante diélectrique de l'eau modifie également la force des liaisons ioniques. Cependant, les chaotropes seuls ne sont pas efficaces pour les échantillons de membranes complexes. Par exemple, ils sont incapables de solubiliser la bicouche lipidique des membranes, qui est nécessaire pour la solubilisation des protéines membranaires. De plus, en dépliant des protéines, les chaotropes augmentent le nombre de résidus hydrophobes exposés au solvant, et donc les possibilités d'agrégation des protéines 163.
	 Les agents réducteurs 
	Le rôle des agents réducteurs est de rompre les liaisons disulfures entre les résidus des cystéines, favorisant ainsi le dépliement des protéines et permettre ainsi une meilleure accessibilité à l’enzyme de digestion. Classiquement le dithothréitol (DTT) est utilisé en protéomique, mais sont utilisés également le tri-carboxy-ethyl-phosphine (TCEP), qui a l’avantage de ne pas réagir avec les alkylants nécessaires pour bloquer les thiols afin que les ponts ne se reforment pas, le tributhyl phosphine ou le beta-mercaptoéthanol.
	I.3.2.3 Digestion enzymatique des protéines  

	La protéolyse des protéines, par voie enzymatique ou chimique (ce dernier aspect ne sera pas abordé dans ce paragraphe), est l’ultime étape importante et indispensable, avant l’analyse en spectrométrie de masse, pour l'identification, la caractérisation et la quantification des protéines par des stratégies protéomiques bottom-up. Toutefois une étape de dessalage, d’enrichissement ou de fractionnement, ou une combinaison de ces actions, peut être réalisée avant l’analyse. 
	Après extraction et solubilisation, les protéines sont mises en présence d’une endoprotéase, qui coupe à l'intérieur de la chaîne peptidique générant des fragments de longueur variable selon la nature du(des) site(s) de coupure(s) préférentielle(s). La trypsine est l’enzyme généralement utilisée lors d’analyses de type exploratoire, en effet, elle a la spécificité de couper en C-terminal des résidus lysine (K) et arginine(R) (sauf s’ils sont suivis d’une proline (P)), deux acides aminés basiques, facilitant ensuite des analyses en fragmentation par spectrométrie de masse tandem. Ainsi, ceux-ci sont chargés à leurs deux extrémités et se fragmentent de façon très régulière. L’arginine et la lysine sont des acides aminés généralement bien répartis, 5% en moyenne sur une protéine, ce qui permet d’obtenir des peptides d’environ 10 à 15 résidus d’acides aminés, taille favorable pour les analyses en spectrométrie de masse tandem 164. 
	I.3.2.4 Séparation par chromatographie liquide des mélanges peptidiques complexes

	Tout échantillon biologique donné contient typiquement un large mélange de biomolécules avec une gamme diversifiée d'affinités d'adsorption et par conséquent, la seule méthode pratique pour identifier son contenu est une séparation par gradient. La chromatographie en phase liquide est la technique de séparation privilégiée pour l’analyse de mélanges peptidiques en séparations mono- ou multidimensionnelles. La chromatographie à polarité de phases inversée (Reversed Phase Liquid Chromatography) est la méthode plus répandue pour la séparation de peptides, lorsqu’elle est suivie par la spectrométrie de masse. Les composés d’intérêt sont séparés en fonction de leur hydrophobicité, par interaction avec une phase stationnaire apolaire hydrophobe. Les protéines sont identifiées par la mesure des rapports m/z de leurs peptides et la fragmentation de leurs peptides protéolytiques, une séparation efficace, représentée par la résolution, est nécessaire pour une identification sans ambiguïté166,167. Il existe toutefois de nombreuses autres stratégies de séparation peptidique168,169 qui ne seront pas abordées dans ce document.
	I.3.3 La spectrométrie de masse et l’analyse protéomique

	Si les premiers développements de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) visaient à l’origine l’étude des petites molécules très vite son application majeure devient la détermination de structure de biomolécules. Les techniques d’ionisation douce des biomolécules produisent des ions moléculaires de faible énergie interne qui se fragmentent peu, ce qui permet la mesure de masse de grosses biomolécules. Elles valurent d’ailleurs à leurs inventeurs, John B. Fenn pour l’ESI (ElectroSpray Ionization)170 et Koichi Tanaka pour le MALDI (Matrix Associated Laser Dissociation Ionization)171 le prix Nobel de chimie en 2002. 
	I.3.3.1 Un nouveau type de détecteur : le piège à ions orbital (Orbitrap)

	Les analyseurs dans un spectromètre de masse ont pour rôle de guider les ions pour les séparer en fonction des rapports masse/charge. Chaque analyseur de masse possède des propriétés uniques, telles que la gamme de masse accessible, la vitesse d'analyse, la résolution, la sensibilité, la transmission ionique et la gamme dynamique. Il existe diverses catégories d’analyseurs, les analyseurs à faisceau ionique, tels que les quadripôles Q, à piège à ions, tels que les trappes (IT, Ion Trap), et les analyseurs à transformée de Fourier (FT) tels que les FT-ICR (Fourier-transform ion cyclotron resonance) et les Orbitrap. Le TOF (Time Of Flight, principal analyseur derrière une source MALDI) sépare les ions en fonction de leur temps de vol qui est caractéristique de leur m/z, alors que les FT-ICR et Orbitrap basent leur distinction sur la fréquence de résonance des ions dans un champ spécifique de leur rapport m/z. Les hybrides Q-TOF ou Q-FT sont relativement performants pour certaines gammes d'applications, mais souffrent néanmoins d'une plus faible transmission ionique (entraînant une faible sensibilité MS/MS et des limites de détection) et une plage d'intensité limitée sur laquelle des données de masse précises peuvent être acquises. Ces faiblesses sont balayées par l’introduction d’une étape de piégeage des ions intermédiaire, pour accumuler les ions avant analyse.
	Pour rappel, le principe de mesure de masse sur un FT-ICR, dont s’est inspiré le créateur de l’Orbitrap, est basé sur le confinement des ions dans un piège de Penning 173,174. Les ions sont piégés et entrent en résonnance cyclotron dans un champ magnétique uniforme constant relativement intense (7 à 15 T majoritairement) combiné à un champ électrique faible, le courant ionique généré est détecté, enregistré en fonction du temps et converti par transformée de Fourier pour en extraire l’information de fréquence et ainsi des rapport m/z des ions constituant les espèces ioniques présentes. Bien que le FT-ICR possède une résolution et une précision de masse particulièrement élevées, la technologie nécessaire (aimant supra-conducteur à large entrefer) est plus complexe d’utilisation et demande un grand coût de maintenance, il s’est donc peu démocratisé. Tout en conservant la précision obtenue grâce à la transformée de Fourier, de nouvelles approches d’analyse ont été développées, et c’est le piégeage de type orbital, le piège de Kingdon175, qui a donné naissance à l’Orbitrap. La géométrie de ce piège, modifiée par rapport au modèle initial, est composée de deux électrodes externes en forme de barillet et d’une électrode centrale de forme fuselée le long de l’axe (Figure 9). 
	Figure 9 : Géométrie de l’Orbitrap où R1 = rayon de l’électrode centrale et R2=rayon de l’électrode externe (Makarov,2000176 )
	 Les électrodes sont connectées de façon indépendante, ce qui permet de faire varier leur potentiel électrique pour créer un champ électrique. Ce champ électrique est nécessaire pour mettre en orbite les ions entrants, il doit rester stable tout le long de l’analyse. Une fois piégés, les ions oscillent autour de l’électrode centrale et le courant induit est mesuré. La fréquence d’oscillation des ions le long de l’axe de l’électrode centrale est inversement proportionnelle à la racine carrée du rapport m/z des ions. D’autres oscillations de la trajectoire sont observées mais sont indépendantes de ce rapport. Le courant induit sur les électrodes externes peut donc être enregistré et le rapport m/z sera déterminé par transformée de Fourier du signal détecté 172. L’Orbitrap présente ainsi des caractéristiques analogues quoique légèrement inférieures à un spectromètre FT-ICR en termes de résolution et d’exactitude de masse, mais sans la charge d'un aimant supraconducteur coûteux. Afin de garantir une bonne précision l’Orbitrap nécessite en contrepartie un étalonnage plus fréquent. Les Orbitraps seront très rapidement commercialisé par la société Thermo Electron (aujourd’hui Thermo Fisher Scientific) dès 2005 177 et cette commercialisation a été suivie par de nombreuses extensions importantes de la même famille technologique. En raison des vitesses ioniques élevées et de l’absence de refroidissement collisionnel à l’intérieur de l’Orbitrap, un stockage à ions supplémentaire a dû être ajouté : la C-trap (Curved rf-only quadrupole) qui permet d’obtenir des paquets d’ions cohérents pour leur détection dans l’Orbitrap. Ensuite l’ajout d'une cellule de collision après la C-trap dans LTQ Orbitrap XL (2007) a ouvert la voie à l'utilisation de collisions à plus haute énergie, l’HCD pour High Collision Dissociation178. L’Orbitrap Velos (2009) a été équipé d’une nouvelle lentille S-lens (Stacked Ring Ion Guide), constituée d’anneaux juxtaposés, ce qui a pour conséquence d’augmenter l’efficacité de transfert d’un facteur 10 en mode MS / MS et de 3 à 5 pour un spectre de masse à balayage complet. Un double piège à ions permet d’augmenter la fréquence d’acquisition en mode MS / MS179. Les instruments LTQ Orbitrap représentent une combinaison de pièges à plusieurs étages. En mode MS, le piège linéaire remplit la fonction de collecter la population d'ions, de les transmettre à la C-trap intermédiaire pour injection et analyse dans l'analyseur Orbitrap à haute résolution. En mode MS / MS, le piège à ions linéaire ne conserve qu'une fenêtre de masse choisie, qui est activé par un champ radiofréquence menant à la fragmentation des ions précurseurs piégés, et enregistre le signal d'un balayage dépendant de la masse à basse résolution et très haute fréquence d’acquisition.
	I.3.3.2 Le QqOrbitrap ou Q Exactive

	En 2008, un spectromètre de masse avec un analyseur Orbitrap autonome, l’Exactive, a été construit. La source d'ions était directement reliée à la C-trap, via des guides d’ions donc sans possibilité de sélection de masse, un spectromètre de masse dont l’application serait principalement pour les études des petites molécules. En 2011, une combinaison de cet appareil avec un quadripôle a été lancée sous le nom de Q Exactive. Cet appareil, qui a la capacité de sélectionner et de fragmenter les ions à très haut débit en analysant à haute résolution pendant que les ions pour l’analyse suivante sont générés dans la cellule de fragmentation en parallèle, est devenu très populaire pour la protéomique et le criblage à haut débit. En comparaison au piège à ions linéaire, les filtres de masse quadripolaires ont l'avantage d'être capables de sélectionner simultanément une gamme de masse relativement étroite sans balayage en modulant le champ radiofréquence 180, de façon très rapide et très efficace.
	/
	Figure 10 : Détails de l’appareil QExactive (adapté de Michalski, 2011180)
	La combinaison QqOrbitrap combine deux avantages : le premier quadripôle permet de sélectionner très rapidement les ions d’intérêt car les délais d’application de tension sont très faibles et il n’y a pas de balayage, et le second quadripôle en mode HCD permet de fragmenter les peptides sur une échelle de temps similaire. De plus la séparation dans l’espace et la possibilité de travailler à haute résolution en mode MS et MS/MS ouvre le champ aux analyses en multiplexe. Il est possible de travailler selon différents modes d’acquisition grâce à cette configuration : en DDA (Data Dependant Acquisition), mode d’acquisition de routine en exploratoire, PRM (Parallel Reaction Monitoring), mode d’acquisition utilisé en quantification ciblée, qui dérive du MRM (Multiple Reaction Monitoring) et les multiplexages. Seul le mode d’acquisition DDA a été utilisé durant cette étude et sera développé plus loin dans ce document.
	 La taille de l’Orbitrap est d’abord réduite et la tension appliquée passera de 3,5 kV à 5 kV, ce qui entrainera une fréquence d’acquisition plus grande, pour une même résolution, et un taux d’identification des peptides plus élevé aussi.
	Toutes ces améliorations vont permettre un meilleur taux d’identification des peptides et donc de leurs protéines, grâce à une grande fréquence d’acquisition, une meilleure transmission des ions mais également par un filtrage des ions indésirables181. 
	I.3.3.3 Les différents modes d’acquisition en spectrométrie de masse

	Dans ce paragraphe, chaque mode d’acquisition sera décrit selon ses applications et en énumérant ses avantages et ses inconvénients. Les spectres d’ions précurseurs (les peptides) sont nommés MS1 et les spectres de fragmentations des peptides, isolé ou non, sont nommés MS2 dans ce texte.
	 Le mode DDA, pour Data Dependant Acquisition, données dépendantes de l’acquisition, est le mode classiquement utilisé en spectrométrie de masse protéomique. Le principe est le suivant, un sous ensemble d’ions précurseurs les plus abondants sélectionnés pendant une MS1, sont ensuite isolés individuellement et fragmentés dans une MS2. C’est cette information qui sera utilisée pour identifier le peptide fragmenté (voir paragraphe I.3.3.4) dans les moteurs de recherches. Ce cycle est répété pendant toute la durée du gradient de la chromatographie liquide en amont. La plupart des instruments aujourd’hui sont capables d’effectuer un cycle DDA complet, comprenant une MS1 et 20 MS2 en 10 s. Cette méthode permet ainsi d’identifier des dizaines de milliers de peptides et de milliers de protéines. Les inconvénients de cette méthode sont principalement sa faible reproductibilité et dans le cas de co-élution de nombreux ions, sa conception empêche la mesure des peptides de faible abondance. En effet, la reproductibilité entre deux analyses d’un même échantillon, injecté l’un à la suite de l’autre dans exactement les mêmes conditions (instruments, solvant, température) n’est que de 35-60 % au niveau peptidique. Ces variabilités, qui impactent plus les peptides que les protéines au final, sont dues notamment la vitesse d’acquisition du spectromètre de masse qui n’a pas le temps de sélectionner et fragmenter tous les peptides présents dans une MS1182. Cependant, cela n’empêche plus la quantification sans marquage depuis l’implantation des méthodes de type Match Between Run (MBR), qui permet un transfert d’information de séquence d’une analyse à l’autre (voir paragraphe I3.4.2.2). Son principal avantage, est sa simplicité de mise en œuvre, elle peut être réalisée sur n’importe quel spectromètre de masse dédié à la protéomique et elle ne demande aucune donnée au préalable en comparaison avec les autres méthodes. Elle est d’ailleurs la base nécessaire à la construction de ces méthodes. 
	 Les modes de type MRM/PRM (Multiple Reaction Monitoring/Parallel Reaction Monitoring) sont des méthodes dites ciblées. Elle se focalisent sur des peptides dont la fragmentation est connue. Elles sélectionnent uniquement les précurseurs et leurs fragments à un temps de rétention déterminé. Les informations de masse m/z du peptide, de ses fragments et du temps rétention sont obtenues lors d’une acquisition en mode DDA au préalable. Le mode MRM est une technique sans balayage, réalisée sur des instruments à triple quadripôle (QQQ) dans lesquels la fragmentation est utilisée comme un moyen d'augmenter la sélectivité. En PRM, le troisième quadripôle est remplacé par un analyseur de type Orbitrap, ce qui permet d’avoir une haute résolution et une grande précision de mesure des fragments.  
	 Le mode DIA, pour Data Independant Acquisition, données indépendantes de l’acquisition, est un mode de plus en plus utilisé en protéomique quantitative, bien que les premiers essais datent de 2004185,186. Le principe est simple, il n’y a pas de sélection de précurseur ni d’analyses séquentielle d’ions individuels, le DIA fragmente tous les ions détectables dans une gamme de m/z limité, quelle que soit leur intensité. Ensuite ce spectre MS2, dans lequel tous les fragments de tous les peptides présents dans la gamme de masse choisie sont mélangés, est confronté à une banque de spectre de référence, généré au préalable à partir d’acquisition en mode DDA. La principale difficulté réside dans le traitement de données qui doit lier les fragments au bon précurseur. 
	I.3.3.4 Identification des protéines et moteurs de recherche 

	Une analyse en spectrométrie de masse exploratoire va générer des milliers, voire des dizaines de milliers, de spectres de fragmentation des ions précurseurs en mode DDA. C’est l’information contenue dans ces spectres qui permettra de remonter à l’information protéique. La stratégie d’identification consiste à confronter les données de l’expérience aux données théorique à l’aide de moteurs de recherches auxquels seront transmises les informations de l’expérience, afin de restreindre le champ des possibilités. Il existe cependant d’autres méthodes qui seront décrites succinctement dans les paragraphes suivants.
	I.3.3.4.1 Comment se fragmentent les peptides et comment interpréter ces spectres MS/MS de fragmentation ?

	Un peptide est un polymère d’acides aminés, reliés entre eux par des liaisons amides (-–CO-NH-). Il comporte une extrémité N-terminale (groupe -NH2) et une extrémité C-terminale (groupe -COOH). Un acide aminé est constitué d’une fonction amine, d’un groupe carboxyle et d’un groupe caractéristique variable R formant ainsi un répertoire de 20 acides aminés. Le modèle le plus complet actuellement disponible pour décrire comment les peptides protonés se dissocient, est nommé le modèle du « proton mobile ». Pendant l’ionisation, des espèces chargées sont formées, dans lesquelles les protons sont initialement localisés sur les fonctions basiques (amines) dans le cas d’une digestion tryptique, comme c’est le cas en phase liquide. En phase gazeuse, les molécules de gaz vont activer les peptides et les exciter. Les protons alors vont se déplacer vers les sites de plus grande affinité protonique le long des liaisons peptidiques, c’est à dire vers les liaisons amides et amines. Or la liaison amide est une liaison stabilisée par la délocalisation de charge entre les doublets de l’azote et ceux de la fonction carbonyl. La protonation de cette liaison va entrainer l’abolition de cet équilibre et fragiliser la liaison amide jusqu’à sa rupture. La fragmentation entraine la formation d’ions fragment de type y (charge sur la chaine latérale de l’acide aminé en C-terminal) et d’ions fragment de type b (charge sur la chaine latérale de l’acide aminé en N-terminal)187
	Même si la prédictibilité de la fragmentation des peptides n’est jamais totale, elle est très bien étudiée et a pu être même nomenclaturée. Le séquençage et la nomenclature sont le résultat des travaux de Roepstorff & Fohlmann188 et Biemann189 dans les années 80. 
	Figure 11 : Schéma de fragmentation original de Roepstorff et Fohlmann 1984188
	Dans la Figure 11, sont représentés les différents fragments résultant de ruptures le long du squelette peptidique. L’indice accolé en bas à droite de chaque lettre indique le nombre de résidus contenus dans le fragment. Les ions fragments les plus fréquemment observés dans les peptides tryptiques par fragmentation de basse énergie activée par collision avec un gaz neutre sont de type y et b : il s’agit de fragments générés par la rupture des liaisons amides du peptide, et qui contiennent respectivement l’extrémité C– ou N-terminale du précurseur. Les annotations des fragments ont été modifiées par Biemann en 1988189, notamment le passage des majuscules aux minuscules, pour éviter des conflits avec d’autres nomenclatures. D’autres fragments sont possibles, comme les ruptures avant la liaison amide (fragments a et x) ou après la liaison amide (fragments c et z), ou les pertes de chaine latérale ou des fragments internes, mais ils ne sont présent que lors de combinaisons d’acides aminés particuliers ou à l’utilisation d’un mode de fragmentation autre que le classique CID (Collision-Induced Dissociation) ou HCD (High Collision Dissociation)190, notamment les modes ETD (Electron Transfer Dissociation) et ECD (Electron-Capture Dissociation)191.
	I.3.3.4.2 Les moteurs de recherches dans les banques de données protéiques

	L’essor technologique de la spectrométrie de masse a nécessité très rapidement le développement de stratégies en bio-informatique dédiées pour le traitement des données et notamment en protéomique. En effet, la quantité et la complexité des données générées peuvent rapidement devenir un facteur limitant de l’analyse. Un grand nombre d’algorithmes et de programmes informatiques ont été développés afin d’identifier des peptides et des protéines à partir de données MS/MS (Figure 12). Il existe cependant plusieurs approches pour identifier des peptides et leur protéine à partir des spectres de fragmentation.
	 Recherche en banque de données protéiques : après digestion in silico de la banque protéique, le logiciel liste toutes les séquences peptidiques dont la masse est proche, dépendant de l’erreur de mesure de l’appareil, et comme les règles de fragmentation peptidique sont relativement bien décrites, il est capable de construire pour chaque peptide potentiel un modèle représentant sa fragmentation théorique qui sera comparée à la fragmentation expérimentale. C’est l’approche la plus classique utilisée aujourd’hui 192. Il existe plusieurs dizaines de logiciels et donc d’algorithmes qui effectuent ce type d’identification, leur fonctionnement est un peu près similaire, leur différence se situe surtout au niveau de la validation de l’identification du peptide, corrélée avec celle de la protéine. Cette validation est représentée par le score attribué au(x) spectre(s). Les algorithmes d’identification possèdent une fonction permettant de calculer les scores d’identification des peptides, et par extension de protéines, qui peut être séparées en deux catégories :
	L’approche définie par les concepteurs pour calculer le score étant différente, chaque programme aura ses forces et ses faiblesses lors de la détermination d’une séquence d’acides aminés par rapport à un spectre de masse MS/MS. Par conséquent, il n’est pas rare d’observer des variations dans l’identification des peptides.
	 Recherche dans les banques spectrales : une comparaison est directement effectuée entre les spectres MS/MS bruts, expérimentaux et des spectres MS/MS stockés dans une bibliothèque spectrale. Cette méthode est bien plus performante sur le plan de la vitesse, de la sensibilité et du taux d’erreur que la recherche en banque de données mais nécessite un stockage au préalable de l’analyse spectrale de chaque peptide.
	 Sequence tag : un séquençage partiel du spectre MS/MS avec l’information de masse du précurseur va permettre d’identifier le peptide dans la banque protéique. Méthode très peu utilisée aujourd’hui et qui nécessite toujours une banque de données protéiques.
	 Séquençage de Novo : les logiciels de séquençage de Novo identifient la séquence complète du peptide à partir du spectre MS/MS, ce sont des outils particulièrement intéressants quand il n’existe pas de banques protéiques pour les protéines analysées. Il suffit ensuite de comparer par alignement en utilisant des algorithmes de type BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)197 les séquences proposées de Novo avec les séquences des banques d’organismes proches et séquencés. Mais cela nécessite des spectres MS/MS d’excellente qualité et un temps de calcul important.
	Figure 12 : De la spectrométrie de masse à l’identification protéique
	I.3.3.4.2.1  Méthodes statistiques pour la validation des résultats d’identification

	L’automatisation et l’analyse in silico des spectres MS/MS présente de nombreuses sources d’erreurs. La qualité des spectres MS/MS, la pertinence des paramètres de recherche, l’exhaustivité de la banque de séquences protéiques sont des facteurs qui peuvent fausser l’identification des protéines de l’échantillon. La validation des résultats d’analyse protéomique est donc une étape importante sur laquelle de nombreux chercheurs se sont penchés afin de minimiser les erreurs, que l’on appelle les faux positifs 198 (ou les faux négatifs).
	Deux informations peuvent être estimées, le taux de faux positifs FDR (False Discovery Rate en anglais) et la probabilité postérieure d’erreur PEP (Posterior Error Probability). Le FDR est une estimation globale du taux de faux positifs de la recherche alors que le PEP, attribué à chaque peptide, donne la probabilité que celui-ci soit effectivement présent, ce sont deux valeurs liées et complémentaires 200.  Dans la figure 13, si C représente la distribution des attributions incorrectes et A les attributions correctes, alors le FDR est le rapport de B, le nombre d’identifications incorrectes avec au seuil x choisi, à ( A + B ), le nombre total d’identifications totales au seuil x. Le PEP, en revanche, est un rapport des hauteurs correspondantes de la distribution c’est-à-dire le nombre b d’identifications incorrects avec un score de x divisé par le nombre total ( a + b ) d’identification avec un score de x.
	Figure 13 : Distribution des scores des identifications correctes et incorrectes (Käll, 2008200)
	I.3.4 La quantification relative en protéomique par spectrométrie de masse

	La spectrométrie de masse n'est pas, de par son mode de fonctionnement, intrinsèquement quantitative. En effet, l’efficacité d’ionisation et la réponse de détection dépendent des propriétés physico-chimiques des peptides (charge, hydrophobicité, …). Ainsi la réponse en spectrométrie de masse diffère d'un peptide à un autre, rendant la technique non quantitative entre molécules différentes. Pour une quantification précise, il est donc généralement nécessaire de comparer chaque peptide individuel entre les expériences. Il existe aujourd’hui différentes méthodes de quantification des protéines avec ou sans marquage, possédant chacune des avantages et des inconvénients. Ce sous-chapitre n’abordera pas la quantification absolue.
	Figure 14 : Les différents flux de travail selon la stratégie de quantification utilisée, de l’échantillon à l’interprétation (adapté de Bantscheff 2012201)
	Sur la figure 14, les différentes stratégies de quantifications sont représentées schématiquement, les rectangles jaunes et bleus symbolisent 2 conditions expérimentales différentes, les lignes horizontales lorsque les échantillons sont combinés et les lignes en pointillé représentent les étapes sur lesquelles des variations expérimentales peuvent apparaître.
	I.3.4.1 Quantification avec marquage

	Les premiers marquages isotopiques stables en protéomique arrivent en 1999202–204 , ils peuvent être introduits comme étalon interne dans les acides aminés métaboliquement 205,206 ou chimiquement 203,207,208 et même de manière enzymatique 209. La plupart de ces techniques de marquage, la quantification relative est obtenue par l'intégration du signal MS des peptides marqués « lourds » versus les peptides « légers » dans les spectres. 
	I.3.4.2 Quantification sans marquage (« Label Free »)

	Les méthodes de quantification sans marquage, ou label free, sont une alternative simple et économique aux méthodes de quantification avec marquage. En effet, elles ne nécessitent pas d’étapes laborieuses, généralement coûteuses en réactifs. De plus, le nombre de conditions à comparer est illimitée, la plage dynamique de détection des peptides est plus grande et la complexité du mélange n’est pas augmentée, ce qui facilite amplement le traitement des données. La contrepartie de ces bénéfices est la simplification maximale, dans la mesure du possible, afin d’avoir reproductibilité optimale de chaque étape. De plus, les échantillons issus des différentes conditions étant analysés séparément, cela augmente le temps d’analyse. L'évaluation de la reproductibilité analytique, de la reproductibilité technique globale, ainsi que de la reproductibilité biologique est nécessaire avant que les analyses réalisées et leur quantification puissent être interprétées de manière fiable. Deux méthodes de quantification label free sont actuellement utilisées en protéomique, une méthode basée sur les données d’identification à partir des spectres MS/MS, le « spectral count » (SC) et une méthode basée sur l’intensité du signal des peptides, le XIC (eXtracted Ion Chromatogram), à partir des spectres MS. 
	Le SC utilise les données de MS/MS pour quantifier l’abondance d’une protéine et son principe est basé sur l’observation que les protéines dont l’abondance est élevée, auront un nombre de peptides protéolytiques détecté plus grand, et par conséquent un nombre de spectres MS/MS plus élevé que les protéines de faible abondance 220–222. Son mode de fonctionnement est sa principale limitation, en effet, ne seront pris en compte que les peptides fragmentés lors de l’analyse, avec le risque non négligeable d’exclure les protéines de faible abondance ou celle dont la masse ne dépasse pas 20kDa, puisqu’elles génèrent moins de peptides. En outre, cette stratégie exige un grand nombre de spectres MS/MS pour calculer et valider une variation d’abondance entre deux conditions. Et l’utilisation usuelle et nécessaire de l’exclusion dynamique223, option activable lors d’une acquisition qui va permettre « suspendre » la fragmentation des peptides abondants au profit des peptides coélués moins abondants, a pour conséquence d’augmenter les défauts de cette méthode, notamment sur sa précision de quantification pour les protéines peu abondantes et/ou de petite masse224. Idéalement les peptides devraient arriver à la source d'ions à une vitesse compatible à celle d'acquisition des données MS / MS afin que tous les précurseurs puissent être fragmentés, mais cela est rarement le cas dans le cadre de mélanges complexes.
	I.3.4.2.1 Normalisation des données

	Pour effectuer la quantification et parce que les biais systématiques ne peuvent être évités à chaque étape du traitement des échantillons, il est essentiel de normaliser les données expérimentales. Ne pas tenir compte de ces biais pourrait conduire à des conclusions erronées concernant l'analyse semi quantitative. De multiples méthodes de normalisation, avec des stratégies différentes, ont été proposées. L'instabilité de l'acquisition peut être diminuée par exemple en ajoutant des standards peptidiques internes comme références avec une concentration connue dans chaque échantillon et en normalisant les intensités de signal sur ces références internes connues. Il existe également différentes méthodes sans ajout de standard interne. Beaucoup de méthodes de normalisation utilisées aujourd’hui en protéomique proviennent de la génomique, notamment pour l’études des puces à ADN229,230. Classiquement il y a les méthodes globales ou à tendances centrales, telles que le centrage autour d'une référence commune comme la moyenne, la médiane ou les étalons internes enrichis, ou les « gènes domestiques », méthodes suffisantes pour éliminer les biais linéaires techniques, telle que la variation dans le volume d’injection de l’échantillon avant l’analyse, cependant elles ne prennent pas en compte les biais non linéaires, tels que les effets de suppression d’ion ou la saturation d’un signal peptidique trop intense. Ces techniques de normalisation centrent les ratios d’abondance des peptides ou protéines autour donc d’une constante telle que la médiane, la moyenne ou l’intensité totale. Il existe également diverses méthodes de régressions linéaires, basé sur l’hypothèse que le biais systématique dépend linéairement de la grandeur des pics peptidiques, à mesure que l'intensité protéique mesurée augmente, le biais augmente également. A contrario, il y a également des méthodes qui supposent que justement le biais est non linéairement dépendant de cette grandeur, en tenant compte des effets de suppression d’ions ou de la saturation du signal. Une autre méthode de normalisation très répandue est la technique du quantile, dont l’hypothèse est que la distribution statistique des échantillons devrait être la même au sein d’une même condition, et par un ajustement global va transformer la distribution statistique des intensités pour qu’elles soient identiques entre deux analyses. Il existe néanmoins d’autres nombreuses méthodes, certaines découlent des techniques citées précédemment, qui ne seront pas décrites dans ce texte mais dont voici quelques références 231–235.
	I.3.4.2.2 Traitement des données manquantes

	Les valeurs manquantes sont courantes dans les grands ensembles de données de spectrométrie de masse et peuvent provenir de plusieurs causes, y compris des raisons techniques et biologiques. Actuellement, on en sait peu sur leurs origines et leurs distributions dans les ensembles de données pour les empêcher. Cependant, le flux de traitement des données pour obtenir des résultats précis et les plus complets possible devrait en tenir compte et inclure un moyen optimal de leur attribuer des valeurs avant l'interprétation des résultats. Des valeurs manquantes surviennent lorsque, par exemple, un peptide est identifié dans certains échantillons mais pas dans d'autres. Pour les échantillons dans lesquels le peptide n'a pas été identifié, les abondances ne sont pas attribuées ou se voient attribuer une valeur NAN (Not A Number = pas un nombre). Un peptide peut manquer parce qu'il n'est pas présent dans l'échantillon, ou parce qu'il est présent mais à une concentration inférieure à la limite de détection de l'instrument, ou parce qu'il est présent et n'est pas identifié correctement ou parce qu'il n'est pas détecté en raison d'un effet de suppression spectrale 231.
	L’un des avantages à l’utilisation de la quantification en label free basée sur le XIC permet de réduire ce nombre de valeurs manquantes en transférant l’identification d’une analyse à une autre. L'algorithme « Match Between Run » MBR de la suite logicielle MaxQuant 236, l’un des premiers dans le domaine de la protéomique quantitative, évalue chaque pic identifié dans un spectre MS à partir d'une analyse LC – MS / MS et compare son temps de rétention à des pics non identifiés dans une autre. Une identification est transférée si un pic non identifié, a le même m/z, le même état de charge et le même temps de rétention RT. Après l’utilisation du MBR, il reste néanmoins des données manquantes qui peuvent être catégorisé en trois classes: la «Missing Not At Random » (MNAR), manquante mais non aléatoire, est causée par la faible abondance et la limite de détection du spectromètre de masse, la «Missing Completely At Random» (MCAR), manquante complètement au hasard, est causée par le hasard les erreurs d'expérience ou les fluctuations lors du processus d'acquisition des données et la «Missing At Random» (MAR), manquante par hasard, est causée par une erreur dans le traitement des données, considérée comme corrigible, telle qu'une détection de pic imprécise 237. Les données manquantes peuvent être soit imputées, en fonction de leur catégorie, soit être invalidées, mais ce dernier cas pourrait rejeter des protéines potentiellement intéressantes. Pour une imputation, selon le type de donnée manquante, le traitement doit être adapté, il existe notamment une « règle » dite des 80% 238. Trois classes d'identification sont possibles avec cette règle : la protéine est identifiée dans au moins 80% des essais (MAR ou MCAR), elle est considérée comme présente, la protéine est supprimée car elle a trop de données manquantes (MNAR) dans toutes les conditions (identifiée dans <80% dans toutes les conditions), et le cas où la protéine est considérée comme absente dans l'une des conditions (<20% dans l’une des conditions, ≥ 80% dans l’autre) (Figure15). Si l’imputation n’est pas obligatoire pour une comparaison entre plusieurs conditions, elle peut être indiquée pour certaines analyses en aval telles que les analyses en composantes principales (ACP).  Comme pour la normalisation, il existe un large choix dans les méthodes du calcul d’imputation, comme la moyenne ou la valeur observé la plus basse, qui sont à éviter impérativement, car imputer la même valeur plusieurs fois diminue la variabilité biologique, des approches de similarités locale en se basant sur le profil d’expression de plusieurs autres peptides ayant des profils semblable et les approches basées sur la structure globale qui appliquent des techniques de réduction de dimension pour décomposer la matrice de données, puis reconstruire de manière itérative les valeurs manquantes 239,240.
	/
	Figure 15 : Workflow des données de spectrométrie de masse de la normalisation, du traitement des données manquantes à l'imputation.
	II. Objectifs
	Les modifications de la MEC, associées à une dégénérescence plus ou moins sévère des cellules musculaires lisses, constituent une lésion histologique constante des vaisseaux cérébraux dans les données histopathologiques dans le cadre des cSVD. De plus, des travaux récents ont montré que les gènes mutés impliqués dans les formes génétiques de cSVDs codent pour des protéines du matrisome, comme COL4A1, COL4A2, HTRA1 ou Cathepsin A dans les maladies du collagène de type IV, CARASIL ou CARASAL respectivement, ou bien alors sont responsables de modifications pathogènes du matrisome comme NOTCH3 dans CADASIL. Enfin, la MEC occupe une position stratégique à l’interface entre les vaisseaux cérébraux et le parenchyme cérébral. L’ensemble de ces observations nous a fait émettre l’hypothèse que les perturbations du matrisome des vaisseaux cérébraux jouent un rôle clé dans les mécanismes physiopathogéniques des cSVDs, ce qui a permis une première publication durant ce projet de thèse8 (Article 1 en Annexe 1). 
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	III.1 Développement d’une nouvelle méthode pour l’étude du matrisome des vaisseaux cérébraux chez la souris (Article2)

	Cette première partie de résultats, décrite dans un article qui sera prochainement soumis, résume le développement et la validation d’une nouvelle approche pour l’étude du matrisome des vaisseaux cérébraux chez la souris.
	III.1.1 Introduction

	L’étude protéomique, du matrisome en particulier, des petits vaisseaux cérébraux nous paraît essentielle pour la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les cSVD. Il existe quelques publications dans lesquelles les vaisseaux cérébraux sont étudiés en protéomique115,241–243, mais aucune jusqu’à présent ne s’est concentrée spécifiquement sur l’étude du matrisome de ces vaisseaux. 
	III.1.2 Objectif

	L’objectif de cette première étude est de développer et de valider une nouvelle méthode de préparation et d’analyse des vaisseaux cérébraux de souris en protéomique, afin d’identifier et de quantifier de manière robuste et la plus complète possible le matrisome de ces vaisseaux.  
	III.1.3 Méthode

	Le matériel de départ est constitué d’artères piales d’une souris, disséquées sous loupe. Ce type de matériel est pertinent dans le cadre de l’étude des cSVDs puisque les artères piales sont affectées dans ces maladies. Un des avantages présentés par ce type de matériel est que la dissection est très reproductible d’un animal à l’autre. 
	III.1.4 Résultats et Discussions
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	A novel workflow for quantitative profiling of the murine cerebral vascular matrisome in Small Vessel Diseases 
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	Abstract
	Introduction
	 The matrisome of a wide range of organs, including but not limited to the heart, large arteries, intestine, lung, colon has been characterized in healthy or diseased humans or mice using shotgun proteomic approaches(5). Matrisome proteins are notoriously highly insoluble and far less abundant than most intracellular proteins. Hence, proteomic analysis of the ECM typically employs decellularization or subcellular fractionation protocols to enrich for highly insoluble proteins that are then solubilized, deglycosylated and analyzed by label free LC-MS/MS. Such enrichment based approach usually leads to the identification of 150 to 250 matrisome proteins for a given tissue, with a high level of tissue specificity. Since soluble matrisome proteins may be lost during the enrichment procedure(6), others have explored the possibity of characterizing the ECM without prior enrichment. Schiller et al. showed that the lung ECM from a mouse model of bleomycine-induced lung injury could be quantitatively profiled by extracting four distinct fractions from the total lung, using detergents of increasing strength,  and analyzing the four fractions separately(7). 
	 Cerebral small vessel diseases (SVDs) encompass an heterogeneous group of disorders which affect the structure or function of small intracranial vessels. These diseases account for 25 to 30% of ischemic stroke, the vast majority of spontaneous intracerebral hemorrhages and are a leading cause of age-related cognitive deficits. SVDs are deemed to result from a complex mix of genetic and cardiovascular risk factors, among which age and hypertension are the most important (8–10). The salient brain vessel changes include major alterations of mural cells (smooth muscle cells/ pericytes) and remodeling of the ECM, which may range from thickening of the basement membranes, splitting, duplication or fragmentation of the internal elastical lamina and fibrosis of the vessel wall (11). In recent years, several monogenic forms of SVDs, largely indistinguishable from sporadic SVD, have been characterized. Remarkably, mutated genes, like COL4A1, COL4A2, HTRA1,  cathepsin A (CTSA), encode matrisome proteins, or like NOTCH3, in the CADASIL genetic SVD, leads to the pathogenic accumulation of matrisome proteins (12). These observations combined to the fact that the vascular ECM occupies a strategic position in the communication pathway between the cerebral circulalation and brain parenchymal cells have fueled the hypothesis that perturbations of the brain vascular matrisome are a common denominator in SVDs (12). Yet, we have a poor knowledge of matrisome changes that occur in SVDs.  
	 Mouse models of sporadic or genetic SVDs offer the opportunity to explore the brain microvascular matrisome, especially at an early stage of the disease process. However, one challenge is that brain arteries dissected from a single mouse represents minute amount of tissue, whereas established protocols typically starts with at least 100 mg of tissue. Moreover, decellularization, subcellular or sequential fractionation are likely to further increase the risk of losing material. Therefore, in this study, we aimed to develop a novel workflow dedicated to the quantitative profiling of the matrisome of murine brain vessels. We validated this workflow by analyzing brain artery samples from a well-established genetic model of SVD (CADASIL) in which matrisome changes have been characterized. We further studied the utility of this workflow by assessing matrisome changes that occur upon aging, a major risk factor of SVD.
	Material and Methods
	Results and discussion
	Description of the workflow 
	Because brain arteries dissected from a single mouse represent less than 5 mg of tissue, we devised the following workflow summarized on Figure 1. For sample processing, we confine every step to a single tube until peptide purification to minimize sample loss. Protein solubilization and digestion into peptides are performed in-solution using a combination of detergent and enzymatic lysis. As a detergent, we selected the strong ionic SDC detergent because of its compatibility with trypsin (21). Also, due to its acid-insolubility, SDC can be efficiently removed from tryptic digests via precipitation in acidic buffers (21). In addition, the desalting step is performed extemporaneously just before nanoLC MS/MS analyses, to minimize peptide degradation or sticking to the vial. In a pilot study using brain arteries from wildtype mice (n=3), this procedure identifies per sample 192,322±3,912  MS/MS, with 33 % of peptide spectrum matches (PSM) generated from LC-MS/MS, 24,692± 206 peptides and 2541 ± 38 proteins including 150± 6 matrisome proteins (52% core matrisome and 48% matrisome-associated) (Supplementary Table 1).
	Quantitative profiling of the brain vascular matrisome in the CADASIL genetic SVD
	Using the bioinformatic pipeline described above (Figure 1), we identified in total 4444 proteins, by two or more unique peptides, of which 74% were identified in all 4 mutant or all 4 control samples. On average, we obtained 3818 proteins per sample including 2759 (72%) proteins identified by tandem MS and 1059 proteins (28%) identified by MBR using a library made of both the 8 CADASIL and control samples and all additional brain artery samples analyzed as part of this study (Figure 2A). Among these, there were 256 proteins identified as matrisome proteins (118 core matrisome and 138 matrisome-associated). On average 221 matrisome proteins were identified per sample (Figure 2B,C). Only proteins with valid values in all wildtype and mutant samples were quantified. In total, we quantified 3522 proteins), including 203 matrisome proteins (103 core matrisome and 100 matrisome associated). Notably, median sequence coverage of matrisome proteins and all other proteins was comparable; likewise median sequence coverages of core matrisome and matrisome associated proteins did not differ. Moreover, sequence coverage of matrisome proteins, core matrisome, matrisome associated and all other proteins were comparable between genotypes (Figure 3). Therefore, our protocol allows the identification of at least as many matrisome proteins than prior studies using ECM enrichment procedures (5). In addition our results indicate that this protocol does not biais against matrisome proteins in terms of sequence coverage. 
	Figure 2: Characterization of the proteome of murine brain arteries from CADASIL and control mice
	We then assessed the variability of brain artery proteome among mice of the same genotype. Normalized intensities were used to generate multiscatterplot of intensities and compute the Pearson’s correlation coefficients between samples of the same genotype. We found that the mean Pearson’s correlation coefficients were 0.93 and 0.94 in mutant and control samples respectively, ranging from 0.92 to 0.95, indicating a very low level of variability within each genotype (Figure 4). As an additional quality control, we compared NOTCH3 abundance in CADASIL versus control samples, and found a 30-fold increase in the abundance of NOTCH3 in mutant arteries compared to wildtype arteries (Supplementary Figure 1).
	Figure 4: Multiscatterplot and matrix of correlations between label-free quantification intensities of CADASIL and control samples. 
	Next, we compared the abundance of matrisome proteins between wildtype and mutant mice. Among the 203 quantified matrisome proteins, we identified 19 matrisome proteins (8 matrisome and 11 matrisome-associated) that were significantly differentially expressed (adjusted p-value <0.05) between wildtype and mutant samples. Eighteen proteins had increased abundance whereas 1 had lower abundance in mutant arteries (Figure 5, Table 1). Remarkably, this includes the 4 matrisome proteins, namely TIMP3, vitronectin, HTRA1 and COL18A1 with well-established increased abundance in brain arteries from both CADASIL mice and CADASIL patients (25–27). Moreover, 6 other differentially expressed matrisome proteins (CXCL12, EGFL8, HSPG2, MFGE8, LAMA5, PRSS23) have been shown to have a higher abundance in CADASIL brain vessels in prior MS/MS analysis, yet performed at a later stage of the disease process on human autopsy tissue specimens (25,27) (Table 1). In addition, 8 matrisome proteins were detected as present in murine CADASIL brain arteries but absent in the controls (Supplementary Table 3). Among these, Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 is of peculiar interest because this matrisome glycoprotein is involved in the maturation of fibrillar collagen types I-III which abnormally accumulates in human CADASIL brain arteries and account for the fibrosis of vessel walls (31). Altogether, these data establish the validity of our workflow to quantitatively profile the brain vascular proteome in CADASIL mice.  
	Figure 5: Volcano plot of log2 ratios (CADASIL vs control) and –log10 adjusted p-value (q-value) of all matrisome proteins. Red circles indicate proteins with a significant change in abundance (FDR= 0.05, adjusted p-value < 0.05) and those labeled with gene names indicate the 4 matrisome proteins with established dysregulation from prior studies.
	Table 1 : List of matrisome proteins differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) in brain arteries from CADASIL mice
	FC, Fold change CADASIL versus Control
	Figure 6:  Aging induces major changes in the matrisome of  murine brain arteries 
	Figure 6:  Aging induces major changes in the matrisome of  murine brain arteries 
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	Supplementary Figure 2: Multiscatterplot and matrix of correlations between label-free quantification intensities of young and aged brain artery samples. 
	Supplementary Tables
	Supplementary Table 1: Number of MS/MS, PSM, peptides and proteins identified in wildtype brain arteries (pilot study) using the Mascot Environment
	Supplementary Table 2: MS/MS. PSM. peptides and protein number identified in brain arteries from wild type and CADASIL mice using the Mascot Environment
	Supplementary Table 3:  List of matrisome proteins identified as present in CADASIL arteries and absent in Control arteries
	Protein names
	Present/absent
	Category
	Pcolce
	Procollagen C-endopeptidase enhancer 1
	Detected in 4 TgNotch3R169C and 1 TgNotch3WT
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Srpx
	Sushi-repeat-containing protein SRPX
	Detected in 4 TgNotch3R169C and 1 TgNotch3WT
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Angptl2
	Angiopoietin-related protein 2
	Detected in 3TgNotch3R169C and absent in TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Clec1b
	C-type lectin domain family 1 member B
	Detected in 3TgNotch3R169C and absent in TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Ctss
	Cathepsin S
	Detected in 3TgNotch3R169C and absent in TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Itih1
	Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
	Detected in 3TgNotch3R169C and in 1 TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Serpina1d
	Alpha-1-antitrypsin 1-4
	Detected in 3TgNotch3R169C and absent in TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Wnt5b
	Protein Wnt-5b
	Detected in 4 TgNotch3R169C and in 1 TgNotch3WT
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Supplementary Table 4: MS/MS. PSM. peptides and protein number identified in brain arteries from 2-month-old and 20-month-old mice using the Mascot Environment
	Supplementary Table 5: Protein sequence coverage of quantified proteins in 2-month-old and 20-month-old samples, (per protein in %)
	Supplementary Table 6: List of matrisome proteins differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) in brain arteries from 20-mo versus 2-month old mice
	Protein names
	Significant (FDR =0.05)
	ajusted p-alue
	FC
	Division
	Category
	Htra1
	Serine protease HTRA1
	+
	0
	15.68
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Itih4
	Inter alpha-trypsin inhibitor. heavy chain 4
	+
	0
	13.04
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Plg
	Plasminogen;Plasmin heavy chain A;Activation peptide;Angiostatin;Plasmin heavy chain A. short form;Plasmin light chain B
	+
	0
	10.11
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	S100a8
	Protein S100-A8
	+
	0.01
	9.59
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Timp3
	Metalloproteinase inhibitor 3
	+
	0
	6.68
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Mfge8
	Lactadherin
	+
	0
	6.50
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Serpinf2
	Alpha-2-antiplasmin
	+
	0
	6.24
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Mbl2
	Mannose-binding protein C
	+
	0
	6.22
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	F13b
	Coagulation factor XIII B chain
	+
	0
	6.18
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Ntn1
	Netrin-1
	+
	0
	5.63
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Vtn
	Vitronectin
	+
	0
	5.63
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Fgb
	Fibrinogen beta chain;Fibrinopeptide B;Fibrinogen beta chain
	+
	0
	5.43
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	C1qa
	Complement C1q subcomponent subunit A
	+
	0
	5.11
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Fga
	Fibrinogen alpha chain;Fibrinopeptide A;Fibrinogen alpha chain
	+
	0
	5.03
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Fgg
	Fibrinogen gamma chain
	+
	0
	4.99
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Wnt6
	Protein Wnt-6
	+
	0
	4.97
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Ecm1
	Extracellular matrix protein 1
	+
	0
	4.77
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Aspn
	Asporin
	+
	0
	4.59
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Thbs1
	Thrombospondin-1
	+
	0
	4.27
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Hrg
	Histidine-rich glycoprotein
	+
	0
	4.14
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Kng1
	Kininogen-1;Kininogen-1 heavy chain;Bradykinin;Kininogen-1 light chain
	+
	0
	4.01
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Angptl2
	Angiopoietin-related protein 2
	+
	0
	3.91
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Hpx
	Hemopexin
	+
	0.01
	3.70
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	S100a9
	Protein S100-A9
	+
	0.03
	3.70
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Serpine2
	Glia-derived nexin
	+
	0
	3.48
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Emilin2
	EMILIN-2
	+
	0
	3.44
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	F2
	Prothrombin;Activation peptide fragment 1;Activation peptide fragment 2;Thrombin light chain;Thrombin heavy chain
	+
	0
	3.40
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	C1qc
	Complement C1q subcomponent subunit C
	+
	0
	3.39
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Wnt4
	Protein Wnt-4
	+
	0
	3.26
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Adamtsl1
	ADAMTS-like protein 1
	+
	0.01
	3.21
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Acan
	Aggrecan core protein
	+
	0.01
	3.11
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Hapln1
	Hyaluronan and proteoglycan link protein 1
	+
	0
	3.08
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Prss23
	Serine protease 23
	+
	0
	3.00
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Colec12
	Collectin-12
	+
	0.01
	2.98
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Dpt
	Dermatopontin
	+
	0
	2.90
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Serping1
	Plasma protease C1 inhibitor
	+
	0
	2.85
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Bgn
	Biglycan
	+
	0
	2.76
	Core matrisome
	Proteoglycans
	S100a4
	Protein S100-A4
	+
	0
	2.74
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Lgals3
	Galectin-3
	+
	0.03
	2.74
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Chadl
	Chondroadherin-like protein
	+
	0.01
	2.58
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Ogn
	Mimecan
	+
	0.01
	2.57
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Fmod
	Fibromodulin
	+
	0
	2.57
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Cntf
	Ciliary neurotrophic factor
	+
	0
	2.56
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Pf4
	Platelet factor 4
	+
	0
	2.56
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Col12a1
	Collagen alpha-1(XII) chain
	+
	0
	2.55
	Core matrisome
	Collagens
	Cd109
	CD109 antigen
	+
	0
	2.45
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	F13a1
	Coagulation factor XIII A chain
	+
	0
	2.37
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Itih2
	Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
	+
	0
	2.36
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Col1a1
	Collagen alpha-1(I) chain
	+
	0
	2.27
	Core matrisome
	Collagens
	Serpinc1
	Antithrombin-III
	+
	0.01
	2.26
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Tgfb1
	Transforming growth factor beta-1;Latency-associated peptide
	+
	0.01
	2.24
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Prg4
	Proteoglycan 4;Proteoglycan 4 C-terminal part
	+
	0
	2.20
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Plat
	Tissue-type plasminogen activator;Tissue-type plasminogen activator chain A;Tissue-type plasminogen activator chain B
	+
	0.02
	2.18
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	A2m
	Alpha-2-macroglobulin;Alpha-2-macroglobulin 165 kDa subunit;Alpha-2-macroglobulin 35 kDa subunit
	+
	0
	2.18
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Fgf2
	Fibroblast growth factor 2
	+
	0.01
	2.10
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Lum
	Lumican
	+
	0.02
	2.09
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Col6a2
	Collagen alpha-2(VI) chain
	+
	0
	2.09
	Core matrisome
	Collagens
	Col16a1
	Collagen alpha-1(XVI) chain
	+
	0.01
	2.05
	Core matrisome
	Collagens
	Adamtsl4
	ADAMTS-like protein 4
	+
	0.02
	2.01
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Lgi3
	Leucine-rich repeat LGI family member 3
	+
	0
	2.01
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Lgals9
	Galectin-9
	+
	0.01
	2.00
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Prelp
	Prolargin
	+
	0
	2.00
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Sbspon
	Somatomedin-B and thrombospondin type-1 domain-containing protein
	+
	0
	1.99
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Col6a1
	Collagen alpha-1(VI) chain
	+
	0
	1.91
	Core matrisome
	Collagens
	Col1a2
	Collagen alpha-2(I) chain
	+
	0
	1.90
	Core matrisome
	Collagens
	Mfap4
	Microfibril-associated glycoprotein 4
	+
	0
	1.89
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Dcn
	Decorin
	+
	0
	1.89
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Itih5
	Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5
	+
	0
	1.89
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Serpina1b
	Alpha-1-antitrypsin 1-2
	+
	0.01
	1.89
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Lama2
	Laminin subunit alpha-2
	+
	0.02
	1.88
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Tgfbi
	Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3
	+
	0
	1.86
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Mmrn1
	Multimerin-1
	+
	0.01
	1.85
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Fn1
	Fibronectin;Anastellin
	+
	0
	1.83
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Col3a1
	Collagen alpha-1(III) chain
	+
	0.05
	1.82
	Core matrisome
	Collagens
	C1qb
	Complement C1q subcomponent subunit B
	+
	0.01
	1.79
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Hapln4
	Hyaluronan and proteoglycan link protein 4
	+
	0
	1.77
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Col4a1
	Collagen alpha-1(IV) chain;Arresten
	+
	0
	1.76
	Core matrisome
	Collagens
	Lama1
	Laminin subunit alpha-1
	+
	0
	1.74
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Vwa1
	von Willebrand factor A domain-containing protein 1
	+
	0
	1.73
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Col5a2
	Collagen alpha-2(V) chain
	+
	0.04
	1.72
	Core matrisome
	Collagens
	Col4a2
	Collagen alpha-2(IV) chain;Canstatin
	+
	0
	1.72
	Core matrisome
	Collagens
	S100b
	Protein S100-B
	+
	0.01
	1.70
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Tinagl1
	Tubulointerstitial nephritis antigen-like
	+
	0
	1.64
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Mfap2
	Microfibrillar-associated protein 2
	+
	0.02
	1.63
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Igf2
	Insulin-like growth factor II;Insulin-like growth factor II;Preptin
	+
	0
	1.62
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Anxa4
	Annexin A4
	+
	0.01
	1.60
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Ctgf
	Connective tissue growth factor
	+
	0.02
	1.58
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Col18a1
	Collagen alpha-1(XVIII) chain;Endostatin
	+
	0
	1.58
	Core matrisome
	Collagens
	S100a11
	Protein S100-A11
	+
	0.03
	1.53
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Anxa11
	Annexin A11
	+
	0
	1.51
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Adam10
	Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
	+
	0.02
	1.51
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Lamc3
	Laminin subunit gamma-3
	+
	0.03
	1.45
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Npnt
	Nephronectin
	+
	0.01
	1.43
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	S100a10
	Protein S100-A10
	+
	0
	1.40
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Fbn1
	Fibrillin-1
	+
	0.04
	1.40
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Anxa2
	Annexin A2
	+
	0.01
	1.39
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Lamc1
	Laminin subunit gamma-1
	+
	0
	1.39
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Anxa1
	Annexin A1
	+
	0.02
	1.39
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Nid1
	Nidogen-1
	+
	0.01
	1.38
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Lamb2
	Laminin subunit beta-2
	+
	0
	1.37
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Anxa6
	Annexin A6
	+
	0.04
	1.35
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Hspg2
	Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein;Endorepellin;LG3 peptide
	+
	0
	1.33
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Sema3g
	Semaphorin-3G
	+
	0.01
	1.32
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Vwf
	von Willebrand factor;von Willebrand antigen 2
	+
	0
	1.30
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Cspg4
	Chondroitin sulfate proteoglycan 4
	+
	0.04
	1.30
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Lama5
	Laminin subunit alpha-5
	+
	0.01
	1.29
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Ctsb
	Cathepsin B;Cathepsin B light chain;Cathepsin B heavy chain
	+
	0.01
	1.29
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Plxnb2
	Plexin-B2
	+
	0.02
	1.23
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Agrn
	Agrin;Agrin N-terminal 110 kDa subunit;Agrin C-terminal 110 kDa subunit;Agrin C-terminal 90 kDa fragment;Agrin C-terminal 22 kDa fragment
	+
	0.05
	1.20
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	S100a13
	Protein S100-A13
	+
	0.01
	1.19
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Fbln2
	Fibulin-2
	+
	0.01
	0.78
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Sparc
	SPARC
	+
	0.03
	0.77
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Serpinh1
	Serpin H1
	+
	0.01
	0.76
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Sparcl1
	SPARC-like protein 1
	+
	0.04
	0.74
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Plod3
	Procollagen-lysine.2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3
	+
	0.02
	0.73
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Creld2
	Cysteine-rich with EGF-like domain protein 2
	+
	0.02
	0.70
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Eln
	Elastin
	+
	0
	0.64
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Itih3
	Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3
	+
	0.05
	0.61
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Plxna4
	Plexin-A4
	+
	0.03
	0.58
	Matrisome-associated
	ECM-affiliated Proteins
	Bcan
	Brevican core protein
	+
	0.02
	0.57
	Core matrisome
	Proteoglycans
	Ltbp1
	Latent-transforming growth factor beta-binding protein 1
	+
	0.04
	0.57
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	S100a5
	Protein S100-A5
	+
	0.01
	0.56
	Matrisome-associated
	Secreted Factors
	Tnr
	Tenascin-R
	+
	0.01
	0.42
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Lgi1
	Leucine-rich glioma-inactivated protein 1
	+
	0
	0.39
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Lox
	Protein-lysine 6-oxidase
	+
	0
	0.34
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Adam22
	Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 22
	+
	0
	0.30
	Matrisome-associated
	ECM Regulators
	Fbn2
	Fibrillin-2
	+
	0
	0.25
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Fbln5
	Fibulin-5
	+
	0
	0.25
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	Ltbp4
	Latent-transforming growth factor beta-binding protein 4
	+
	0
	0.13
	Core matrisome
	ECM Glycoproteins
	FC, Fold change 20-month-old versus 2-month-old. Highlited in yellow are the 5 matrisome proteins in common with the “CADASIL” list.
	III.2 Étude des changements du matrisome microvasculaire dans les maladies des petits vaisseaux

	L’objectif de cette seconde partie de résultats est l’analyse quantitative différentielle du matrisome dans les formes génétiques et sporadiques de maladies des petits vaisseaux cérébraux. Les différents modèles souris utilisés pour ces études sont présentés ainsi qu’une brève description des protocoles utilisés, validés précédemment. Pour chaque modèle génétique étudié, nous avons réalisé une 1ère étape de contrôle qualité afin de s’assurer de la validité de notre méthode d’analyse protéomique. Ensuite une première comparaison a été réalisée entre les résultats obtenus pour les différentes maladies génétiques, afin d’identifier les signatures communes potentielles ainsi que les divergences. Une seconde comparaison a été effectuée entre les différentes maladies sporadiques, pour déterminer également s’il existe des protéines impactées communes à cette catégorie de maladie. Et pour finir, une comparaison globale a été réalisée sur toutes les maladies.
	III.2.1 Introduction

	Les maladies des petits vaisseaux sont un ensemble de processus pathologiques qui touchent les petites artères, les artérioles, les veinules ou les capillaires du cerveau. Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions diffuses de la substance blanche du cerveau, d’infarctus cérébraux de petite taille profonds et multiples, de microsaignements, de dilatation des espaces périvasculaires et d’une atrophie cérébrale. 
	III.2.2 Objectifs

	L’objectif de cette étude est l’analyse protéomique qualitative et quantitative de plusieurs cSVD de type sporadique et génétique. Elle aura pour but, d’une part, d’identifier les protéines du matrisome dont l’expression diffèrent pour chaque maladie mais également d’identifier des protéines communes entres les différentes maladies étudiées, afin de potentiellement déterminer une voie ou une signature commune.
	III.2.3 Matériel et méthode
	III.2.3.1 Modèles souris des formes génétiques de cSVDs


	CADASIL
	Cette maladie est causée par des mutations très stéréotypées du récepteur Notch3, conduisant à la présence d’un nombre impair de cystéine dans l’un des 34 domaines EGFR du domaine extracellulaire. Le modèle de souris de la maladie CADASIL a été décrit dans le précédent chapitre, il s’agit des souris TgNotch3R169C, qui surexpriment une protéine Notch3 de rat avec la mutation R169C, environ 4 fois plus que le Notch3 endogène et les souris contrôle, TgNotch3WT, qui surexpriment la protéine Notch3 de rat avec la séquence sauvage, environ 4 fois plus que le NOTCH3 endogène252. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 12 mois (n=4/ génotype), pour les raisons décrites dans le précédent chapitre, c’est-à-dire que les souris développent les manifestations caractéristiques pré-symptomatiques de la maladie, à savoir l’accumulation de Notch3, la dysfonction cérébrovasculaire et les lésions de la substance blanche.
	CARASIL
	Celle-ci est causée par des mutations perte de fonction dans le gène HTRA1. Nous avons donc utilisé des souris dans lesquelles le gène Htra1 a été invalidé par une approche de type « gene trap ». Il s’agit des souris Htra1Gt(OST394864)Lex, obtenues grâce à une collaboration avec le laboratoire du Pr. Martin Dichgans à Munich (modèle non publié). Les souris contrôles sont les souris sauvages Htra1+/+ issues des mêmes portées. Les souris mutées, malgré l’absence de HTRA1, ne développent pas de phénotype évident. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 12 mois (n=6/ génotype).
	Maladie du collagène de type IV
	Cette maladie est causée par des mutations très stéréotypées de la chaine α1 (COL4A1) ou α2 (COL4A2) du Collagène IV, qui affectent le plus souvent la glycine du triplet GXY dans le domaine collagénique. Nous avons utilisé les souris Col4a1G1064D/+, qui expriment la mutation G1064D à l’état hétérozygote. Ces souris récapitulent les manifestations cliniques développées par les patients253. Les souris contrôles sont les souris sauvages des mêmes portées. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 4 mois (n=6/ génotype), quand les souris mutées sont symptomatiques.
	III.2.3.2 Modèles souris des formes sporadiques de cSVDs 

	Les 2 principaux facteurs de risque des cSVDs communes sont l’âge et l’hypertension artérielle. 
	Pour étudier l’effet de l’âge, nous avons utilisé des souris sauvages âgées de 20 mois versus des souris sauvages âgées de 2 mois. Ces souris (n=6/ âge) ont été décrites dans le chapitre précédent.
	Pour étudier l’effet de l’hypertension, nous avons utilisé le modèle bien établi des souris BPH (Blood Pressure High, Hypertendues) qui développent spontanément une hypertension artérielle vers l’âge de 5 semaines254 et les souris contrôles BPN (Blood Pressure Normal, normotendues). Les souris BPH sont reconnues comme un modèle de souris d’hypertension neurogénique, résultant d’une suractivité du système nerveux sympathique. Comme ces deux lignées ne sont pas exactement sur le même fond génétique, nous avons également utilisé des souris BPH traitées avec l’amlodipine, un antihypertenseur de type anti-calcique qui a normalisé la pression artérielle. Les souris BPH développent une dsyfonction cérébrovasculaire. Les artères cérébrales ont été disséquées à l’âge de 8 mois (n=6/ groupe). 
	La méthode de préparation des échantillons pour l’analyse MS/MS ainsi que la méthode d’analyse des résultats est résumée dans le précédent chapitre et décrite en détail dans l’article. Les données brutes concernant les souris CADASIL ainsi que les souris de 2 mois et 20 mois sont celles de la 1ere étude décrite dans le chapitre précédent. 
	III.2.4 Résultats 

	Chaque résultat décrit est suivi d’une discussion, indépendamment des autres.
	III.2.4.1 Contrôles « qualité » dans les modèles génétiques de SVDs

	Après les vérifications quantitatives en termes de nombres de MSMS, PSM, peptides et protéines identifiées lors des analyses réalisées, il était important également de s’assurer que notre protocole était capable de détecter certaines spécificités « protéiques » propres à chaque modèle. A notre connaissance, il n’existe pas de spécificités connues pour les modèles souris modélisant l’effet de l’âge ou de l’hypertension. En revanche, il en existe pour les modèles génétiques.
	III.2.4.1.1 CADASIL

	De nombreuses études ont été réalisées sur cette maladie des petits vaisseaux cérébraux, par conséquent plusieurs « contrôles positifs » sont observables sur les analyses accomplies.
	 Le premier contrôle positif est incontestablement une surexpression de la protéines Notch3 dans CADASIL, produit du gène modifié responsable de la pathologie, qui s’accumule dans les vaisseaux des souris et des patients CADASIL. De plus, il a été également démontré que seul le domaine extracellulaire (Notch3ECD) qui contient les 34 domaines EGFR et les répétitions lin 12 (position sur la séquence de 1 à 1572)  s’accumulent au niveau de la membrane plasmique17 (Figure 16). Les peptides et leur position, dans l’ordre de la séquence, sont représentés ainsi que leur intensité respective en échelle logarithmique (log10) pour plus de visibilité. Les résultats démontrent que les intensités des peptides du domaine extracellulaire sont nettement plus élevées dans les artères de souris TgNotch3R169C en comparaison avec les artères de souris TgNotch3WT alors que dans le domaine TMIC, pour la partie TransMembranaire IntraCellulaire, elles sont très similaires. 
	 Comme décrit dans la première partie des résultats, dans le précédent chapitre, notre protocole a permis d’identifier les 4 protéines du matrisome (TIMP3, HTRA1, vitronectine et COL18A1) connues pour être en excès dans CADASIL (Figure17).
	/
	III.2.4.1.2 CARASIL

	Les études protéomiques sur CARASIL sont malheureusement encore rares et il y a peu de contrôle positif pour l’instant sur lequel s’appuyer115. Cependant, il y a un point de contrôle, dans les souris que nous avons analysées qui est lié à la méthode avec laquelle le gène Htra1 a été invalidé. En effet, les souris que nous avons utilisées ont été générées par piégeage de gène. La modification génétique dans ces souris est censée conduire à la production d’une protéine tronquée instable de 157 acides aminés, à partir de l’exon 1. D’après les résultats obtenus (Figure 18), les peptides identifiés dans les échantillons des souris HTRA1Gt(OST394864)Lex, sont d’une part d’une intensité très faible en comparaison avec les souris HTRA1+/+ et d’autre part, il y n’a pas d’identification au-delà de la position 152 de la séquence. Cette analyse nous a conduit à éliminer un échantillon (échantillon CAR2) identifié à tort comme provenant d’une souris invalidée pour HTRA1.  Le domaine serine protease étant situé de la position 204 à 364, la protéine est bien inactivée au niveau de son activité serine protease.
	Figure 18 : Répartition des intensités peptidiques sur la séquence de la protéine HTRA1
	III.2.4.1.3 Maladie du collagène IV

	Les maladies des petits vaisseaux cérébraux dues à des modifications du collagène de type IV, les études protéomique sur la maladie du collagène IV sont également encore peu documentés mais des publications ont mis en évidence une diminution de la sécrétion à la membrane basale de l’hétérotrimère COL4A1-COL4A1-COL4A252. En effet, les cellules exprimant le mutant COL4A1 de manière stable ont une sécrétion réduite de la chaîne α 1 (IV) ainsi que de la chaîne α 2 (IV). L’effet est le même pour les mutants COL4A2. De nombreuses hypothèses du mécanisme sont à l’étude51,255. Une mesure de l’intensité normalisée des protéines COL4A1 et COL4A2 dans les analyses des souris COL4A1G1064D/+ et des souris COL4A1 +/+ permet de valider cette diminution (Figure 19).
	/
	III.2.4.2 Analyse des protéines du matrisome différentiellement exprimées dans les modèles génétiques de maladies des petits vaisseaux cérébraux 

	Une première comparaison est réalisée entre les analyses de protéomiques quantitatives dans les modèles génétiques de maladies de petits vaisseaux cérébraux afin d’identifier éventuellement un potentiel recouvrement des protéines différentiellement exprimées dans la maladie. Le tableau ci-dessous résume le nombre total de protéines ainsi que le nombre de protéines du matrisome quantifiées dans les échantillons des trois modèles génétiques, montre qu’ils sont relativement homogènes.
	Table 6 : Tableau récapitulatif et quantitatif pour les 3 maladies génétiques
	En moyenne, nous avons quantifié 200 protéines du matrisome dans les artères cérébrales de chacun de ces 3 modèles génétiques, ce qui représente entre 5 et 6 % des protéines quantifiées. Entre 5 et 10% de protéines sont différentiellement exprimées entre les souris sauvages et les souris mutées.
	Nous avons ensuite représenté ci-dessous les protéines différentiellement exprimées dans chacun des 3 modèles sous forme de Volcano plot (de la figure 20 à 22). Les protéines dont l’expression est considérée significativement différente avec un FDR à 5% et une p-value ajustée (q-value) <0.05 sont colorées en rouge dans le graphe.
	/
	/
	Figure 21 : représentation graphique de type Volcano plot pour l’étude CARASIL, des rapports d’intensités des protéines log2(ratio) entre les deux conditions avec leur significativité -log10(qvalue).
	/
	Figure 22 : représentation graphique de type Volcano plot pour l’étude de la maladie du collagène de type IV, des rapports d’intensités des protéines log2(ratio) entre les deux conditions avec leur significativité -log10(qvalue).
	De manière générale, il s’agit le plus souvent de protéines surexprimées dans les artères cérébrales des souris mutées. 
	En utilisant la base de données d’expression des gènes de l’unité neurovasculaire établie par le laboratoire de Betsholtz (http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html), on note que les gènes de ces 3 cathepsines sont essentiellement exprimés par les cellules microgliales périvasculaires. 
	/
	Figure 23 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les 3 maladies des cSVD génétiques
	III.2.4.3 Analyse des protéines du matrisome différentiellement exprimés dans les modèles sporadiques de maladies des petits vaisseaux cérébraux 

	Dans ce paragraphe sera présentée une brève description des résultats obtenus pour les maladies de type sporadique et ensuite une seconde comparaison est réalisée entre elles.
	Table 7 : Tableau récapitulatif et quantitatif pour les 2 maladies sporadiques
	La couverture du protéome et du matrisome est très similaire à ce qui a été obtenu dans les modèles génétiques précédents. L’analyse protéomique quantitative entre les souris jeunes (2 mois) et les souris âgées (20 mois), ce qui correspond à l’échelle humaine d’étudier le protéome d’une personne âgée de 20 ans versus une personne âgée de 60 ans, a dévoilé des changements majeurs sur le protéome des petits vaisseaux cérébraux murins. On constate que l’âge induit des changements majeurs du matrisome, affectant 60% des protéines quantifiées et aussi bien le core matrisome (67 protéines) que le matrisome associé (62 protéines). La très grande majorité de ces protéines différentiellement exprimées (85%) voient leur abondance augmentée avec l’âge. De façon intéressante parmi les 19 protéines dont le niveau d’expression est diminué dans les artères cérébrales des souris âgées figurent des protéines très importantes pour la maturation et la stabilité des fibres élastiques, à savoir, l’élastine, la fibuline 5 ainsi que les protéines LTPB1 et LTPB4. Cette observation est cohérente avec la notion de la réduction avec l’âge du compartiment élastique, entrainant une augmentation de la rigidité des artères, décrite précédemment 260.  Parmi les protéines dont l’expression est augmentée avec l’âge, on note que celles dont l’expression est la plus élevée est HTRA1 et que parmi les 20 protéines dont l’expression augmente le plus avec l’âge figurent 5 protéines (HTRA1, TIMP3, vitronectine, MFGE8 et THBS1) dont l’expression est surexprimée dans les artères des souris CADASIL. L’analyse avec l’outil Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)261 met en évidence parmi les protéines différentiellement exprimées chez les souris de 20 mois une sur-représentation très significative des protéines de la voie du complément et de la coagulation ainsi que des protéines de la voie des intégrines ou impliquées dans les interactions ECM-récepteurs. Enfin, comme indiqué dans les résultats du précédent chapitre, l’analyse en cluster non supervisée de toutes les protéines du matrisome quantifiées dans les artères cérébrales des souris âgées de 20 mois et de 2 mois, en fonction de leur niveau d’expression permet de diviser les échantillons de manière robuste en deux groupes jeunes / vieux, indiquant que les artères cérébrales jeunes et âgées ont un profil du matrisome propre. 
	La figure 24, une carte de fréquentation ou plus communément une heatmap en anglais, représente très clairement une division entre les souris de 2 mois, dont l’expression protéique est majoritairement en jaune et les souris de 20 mois, qui tendent vers le bleu. Pour des questions de présentation, toutes les protéines n’ont pas pu être annotées sur cette cartographie, mais elle a été réalisée sur les 214 protéines identifiées du matrisome.
	A la différence de l’âge, les effets de l’hypertension artérielle sur le matrisome sont plus modestes, avec « seulement » 20% de protéines dont l’abondance est modifiée entre les souris BPH et BPN de même âge. De plus, la majorité de ces protéines (76%) voit leur expression diminuée. Une des limites dans la comparaison du profil protéomique des artères cérébrales des souris BPH (hypertendues) et des souris BPN (normotendues) est que les BPN, même si elles sont couramment utilisées dans la littérature comme contrôles des souris BPH, n’ont pas exactement le même fond génétique. Ainsi les BPH ont un pelage blanc alors que les BPN ont un pelage foncé. Pour analyser plus spécifiquement l’effet de l’augmentation de la pression artérielle sur les changements du matrisome, nous avons réalisé également une analyse protéomique du matrisome des souris BPH traitées avec un antihypertenseur administré de l’âge de 3 mois jusqu’au sacrifice de la souris, qui a permis de normaliser la pression artérielle. Cette analyse n’a permis d’identifier que 2 protéines dont l’expression est significativement différente (FDR=0.05 et q-value < 0.05) entre ces deux groupes de souris, à savoir Crlf1(Cytokine receptor-like factor 1) et MFGE8. 
	Figure 25 : Diagramme de Venn du recouvrement protéique entre l’effet de l’âge et l’hypertension
	III.2.4.4 Comparaison des différentes maladies et conclusions 

	Nous avons vérifié dans un premier temps s’il existait des similitudes dans les changements du matrisome induit par l’âge et ceux induits par une mutation génétique. L’utilisation du test hypergéométrique montre qu’il n’existe aucun chevauchement significatif entre chacune des formes génétiques de cSVD et l’effet de l’âge. Nous avons obtenu le même type de résultat en comparant l’effet de l’hypertension et les effets des mutations génétiques. 
	Figure 26 : Diagramme de Venn Upset 259pour le recouvrement protéique des différentes maladies étudiées
	Fait important, lorsqu’on analyse la liste des protéines différentiellement exprimées entre les souris hypertendues non-traitées et les hypertendues traitées, figure la protéine PRSS23 avec un seuil du FDR fixé à 0.05 mais dont la q-value est très légèrement supérieure à 0.05. 
	III.2.5 Discussion

	Ce projet de thèse apporte de nouveaux résultats avec une étude qui n’avait jamais été entreprise ou très partiellement115. Nous avons réalisé une analyse protéomique quantitative du matrisome dans les artères cérébrales de modèles de souris de 3 formes génétiques et de modèles souris reproduisant les effets de l’âge ou de l’hypertension artérielle. Les résultats obtenus sont particulièrement informatifs :
	 Selon la maladie, l’impact des modifications d’expression des protéines du matrisome est différent. En effet, les mutations génétiques n’induisent de modification « que » sur 5 à 10 % du matrisome, alors que l’âge en modifie plus de 50%. L’hypertension a un effet intermédiaire, puisque ces changements tournent autour de 20% des protéines du matrisome identifiées. Néanmoins, l’effet est équitable entre les protéines du core matrisome et les protéines du matrisome associé.
	 CADASIL et CARASIL, d’après notre test d’enrichissement, et la liste des protéines du matrisome différentiellement significatives, possèdent des anomalies communes, un lien, moins prononcé cependant, existe également entre CADASIL et la maladie du collagène de type IV. A contrario, les changements provoqués par l’âge et ceux induits par l’hypertension sont très divergents.
	 Nos analyses révèlent également un point commun entre les formes génétiques et sporadiques, une augmentation de l’expression des protéines HTRA1 (sauf pour CARASIL évidemment) et PRSS23.
	Il faut souligner que cette étude a été réalisée dans des modèles de souris bien caractérisés, que les artères cérébrales ont été disséquées par le même expérimentateur dans le laboratoire de Anne Joutel. De même, l’ensemble des analyses protéomiques ont été réalisées dans des conditions identiques en utilisant un système de chromatographie identique sur toute la période de l’étude et sur une instrumentation définie au début du projet. Les contrôles qualité après optimisation du système ont été systématiquement validés de manière identique. C’est à notre sens une condition indispensable pour obtenir une bonne reproductibilité des résultats sur une période de 5 ans ce qui permet leur inter-comparabilité.
	Si beaucoup de nos résultats sont confirmés dans la littérature, quelques aspects de notre étude pourraient être encore améliorés :
	 Nous avons choisi d’analyser seulement des artères piales, il aurait été également intéressant d’analyser aussi des vaisseaux intracérébraux, même si nous avons considéré que ceci pourrait introduire davantage de variabilité biologique. 
	Comme indiqué ci-dessus, nous avons montré que les changements du matrisome dans les modèles CADASIL et CARASIL partagent des similitudes très fortes. Il est intéressant de noter que Zellner et al, en analysant le protéome des vaisseaux cérébraux isolés à partir de tissu cérébral post-mortem provenant de patients CADASIL et celui de vaisseaux cérébraux isolés à partir d’un autre modèle de souris déficientes en HTRA1, ont également rapporté une similitude forte entre les changements du protéome dans ces deux maladies115. Cette similitude a été interprétée comme l’existence d’une perte de fonction de HTRA1 dans la maladie CADASIL. Néanmoins nous ne pouvons pas valider cette hypothèse. Notre hypothèse est qu’il existe des phénomènes de remodelage de la MEC, causaux ou non, communs dans ces deux pathologies, de même que nous avons identifié des similitudes dans les changements du matrisome entre CADASIL et la maladie COL4.
	Synthèse et conclusion générale
	Les maladies des petits vaisseaux cérébraux sont responsables de lésions de la substance blanche du cerveau et d'infarctus cérébraux profonds multiples. Elles sont à l'origine de plus de 25% des accidents vasculaires cérébraux et constituent la deuxième cause de démence après la démence d'Alzheimer. C'est un ensemble de processus pathologiques, qui affectent les petites artères, les artérioles, veinules ou capillaires cérébraux de moins de 400µm. 
	 La préparation de l’échantillon avait pour but de quantifier de manière robuste et la plus complète possible le matrisome de ces vaisseaux, donc en minimisant la manipulation de l’échantillon, or de nombreuses modifications post-traductionnelle nécessite des manipulations supplémentaires, tel un enrichissement, pour augmenter les possibilités de les identifier.
	Une étude des MPTs pour ce type d’étude demanderait à elle seule un autre projet de thèse.
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	III.3 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits vaisseaux cérébraux des souris CADASIL 

	Table 8 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude CADASIL
	Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (189285 ± 3%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (57459 ± 5%), ce qui donne environ 30% d'identification (% id) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (2 238 ± 5%).
	Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between run est représenté en figure 27
	Figure 27:Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de la maladie CADASIL
	La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons. 
	Figure 28 : Multiscatterplot et distribution de log2 (intensités) des souris TgNotch3wt et TgNotch3R169c 
	/
	III.4 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits vaisseaux cérébraux des souris CARASIL 

	Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les échantillons provenant du modèle murin HTRA1Gt(OST394864)Lex sera remplacé par CAR, et HTRA1+/+ par WT. L’échantillon CAR2 a par la suite été retiré du groupe CAR (erreur dans le génotype de cette souris). Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (183168± 5%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (59649± 12%), ce qui donne environ 30% d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (2444±12%).
	Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between run est représenté en figure 32
	La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons
	/Figure 36 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris CARASIL
	 /
	III.5 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits vaisseaux cérébraux des souris modèle pour la maladie du collagène de type IV 

	Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les échantillons provenant du modèle murin Col4a1G1064D sera remplacé par COL4A1, et COL4A1+/+ par WT. Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (193686± 3%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (85870± 12%), ce qui donne environ 40% d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (3201±7%).
	Table 10 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude de la maladie du collagène de type IV
	/
	Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between run est représenté en figure 38.
	Figure 38: Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de la maladie collagène IV
	La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons
	Figure 40 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris COL4
	/
	Figure 41 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris WT
	/
	Figure 42 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris COL4
	/
	Figure 43 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris WT
	III.6 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits vaisseaux cérébraux des souris modèle pour l‘effet de l’âge

	Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les souris de 20 mois seront annotées 20M et celles de 2 mois 2M. Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (195162± 1%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (59282± 12%), ce qui donne environ 30% d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (2483±7%).
	Table 11 : Table récapitulative des analyses MSMS pour l’étude de la maladie de l’effet de l’âge
	Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between run est représenté en figure 44
	Figure 44 : Nombre de protéines identifiées par MS/MS et par transfert d’identification pour l’étude de l’effet de l’âge
	La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons 
	/
	Figure 46 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris de 20 mois
	/
	Figure 47 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris de 2 mois
	/
	Figure 48 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris de 20 mois
	/
	Figure 49 : La distribution des compartiments cellulaires GO des protéines identifiées pour le groupe de souris de 2 mois
	III.7 Validation des analyses et identification des protéines dans les petits vaisseaux cérébraux des souris modèle pour l’effet de l’hypertension

	Pour des raisons pratiques d’écriture pour cette étude, les souris hypertendus sont annotées BPH, les souris normauxtendu, CTL et les souris hypertendues traitées BPHt. Les valeurs pour chaque échantillon est l’ensemble des résultats pour deux analyses. Pour chaque échantillon, nous avons le nombre d'acquisitions MS / MS (180497± 11%), le nombre de spectres validés (PSM pour Peptide Match Spectrum) (59969± 13%), ce qui donne environ 30% d'identification (% id.) avec un nombre d’identification de protéines avec au moins 2 peptides (2224±6%).
	Le gain de protéines obtenu par l’utilisation du module de transfert d’identification match between run est représenté en figure 50
	La distribution des log2(intensités des protéines), ainsi que les multiscatterplot et leur coefficient de corrélation de Pearson est construits pour chaque comparaison d'échantillons pour s’assurer l’homogénéité du groupe d’échantillons 
	Figure 52 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris hypertendues BPH
	Figure 53 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris normauxtendues CTL
	Figure 54 : Diagramme de Venn de type Upset259 représentant le recouvrement protéique entre les échantillons du groupe de souris hypertendues traitées BPHt
	I. Annexe 3 : Protocoles expérimentaux
	I.1 Préparation des artéres piales pour la LC MS/MS

	Les artères piales sont d'abord lavés avec une solution de PBS 1X. Ensuite, elles sont mises en suspension dans un tampon d'extraction (ABC 50 mM / DTT 10 mM / SDC 2%) et chauffés pendant 5 min à 95 ° C pour réduire et extraire les protéines.  Une solution d’iodoacétamide IAM (50 mM final) a été ajouté pour alkyler les résidus de cystéine libres à température ambiante pendant 20 min. La solution protéique est ensuite diluée dans 50 mM d’ABC pour atteindre 0,5% en SDC de concentration finale avant d'ajouter le mélange trypsine-LysC et est incubée pendant une nuit à 37 °C sous agitation constante.
	I.2 Analyses LC MS/MS

	Environ 3,5 µg de chaque échantillon est injectée en double sur une colonne de piégeage à phase inversée C18 (C18 Acclaim PepMap100, 5 μm, 300 μm id × 5 mm) et éluée dans une colonne à phase inversée (C18 Acclaim PepMap100, 3 μm, 75 μm id × 50 cm) à un débit constant de 300 nL / min, avec un gradient de 2 à 50% de solvant B (H2O / ACN 10:90 (v / v), 0,1% FA) dans le solvant A ( H2O / ACN 98: 2 (v / v), 0,1% FA) sur 150 min. La chromatographie est couplé à un spectromètre de masse de type Q-Exactive HF (Thermo Fisher Scientific) équipé d'une source d'ions nano-électrospray en mode Data-Dependant-Acquisition DDA et un maximum de 20 ions les plus intenses peuvent être fragmentés et être analysés dans l’Orbitrap avec une résolution de 60000, une gamme de masse allant de 375-1500 m/z et un temps de remplissage d'injection maximum 60 ms. Les paramètres de la MS/MS sont les suivants : exclusion dynamique 30 s, pas de précurseurs monochargés, résolution 15000, NCE 28, cible AGC 1e4, temps d'injection maximum 60 ms, fenêtre d'isolement 2 m / z.
	I.3 Traitement et validation des données

	Les données de spectrométrie de masse sont traitées dans un premier temps à l'aide du logiciel Proteome Discoverer (Thermo Scientific, v2.2) et recherchées à l'aide du logiciel MASCOT v2.6.0 (Matrix Science, Londres, Royaume-Uni) avec à la base de données Mouse SwissProt (publiée en avril 2018) avec les paramètres suivants: 10 ppm de tolérance de masse en MS, une tolérance de masse de 0,02 Da MS / MS, enzyme trypsine, carbamidométhylation de la cystéine (C), désamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q), oxydation de la méthionine (M) comme modifications des variables, maximum 2 erreurs de clivage et un taux de 1% de faux positif. Les annotations sur les protéines sont fournies par la base de données Uniprot et les annotations du matrisome sont obtenues par la base de données MatrisomeDB construite par le Hynes Lab (http://matrisomeproject.mit.edu/). Le nombre de MS / MS, PSM (peptide spectre-match) et le nombre de protéines ont été utilisés pour valider toute expérience.
	La quantification des protéines est réalisée à l'aide de MaxQuant (version 1.5.3.8) avec à la base de données Mouse Swissprot (publiée en avril 2018). L'oxydation (M), la carbamidométhylation (C) et la désamidation de l'asparagine (N) et de la glutamine (Q) ont été définies comme des modifications variables, avec jusqu'à 2 erreurs de clivage, l'utilisation de l’option « Match between run » qui permet le transfert d’une identification MS/MS d’une analyse à l’autre et avec un taux de 1% de faux positifs pour les protéines et les peptides. Les intensités de protéines sont normalisées, les données manquantes sont triées et imputées si c’est nécessaire. Ensuite une analyse statistique, un test de Student suivie d’une correction par permutation multiple, est appliqué sur les résultats obtenus afin d’identifier les protéines dont l’expression est significativement différente entre les conditions. Toutes les étapes de traitement des données sont réalisées par des scripts R fait maison à l’aide des librairies suivantes : DESeq pour la normalisation, imp4p pour l’imputation (impute.slsa) et Siggenes pour le test SAM.
	Annexe 4 : Script R pour le traitement des données
	Ce script a été réalisé pour le traitement des fichiers de type proteinGroups.txt, résultat extrait de la suite logiciel de maxquant.
	}    
	#Le fichier extrait de maxquant doit comporter les Protein.IDs, Protein.name...
	#Fonction pour sauvegarder plusieurs onglets dans un fichier xlsx
	  jgc()
	  require(xlsx, quietly = TRUE)
	  objects <- list(...)
	  fargs <- as.list(match.call(expand.dots = TRUE))
	  objnames <- as.character(fargs)[-c(1, 2)]
	  nobjects <- length(objects)
	  for (i in 1:nobjects) {
	    if (i == 1)
	      write.xlsx(objects[[i]], file, sheetName = objnames[i])
	    else write.xlsx(objects[[i]], file, sheetName = objnames[i],
	                    append = TRUE)
	  }
	  print(paste("Workbook", file, "has", nobjects, "worksheets."))
	}
	#Aller chercher le fichier à traiter
	if (str_detect(file,"xlsx") == TRUE) 
	} else
	{
	}
	#Dossier où se trouve le fichier à traiter, nécessaire pour l'export des résultats
	##########################################################################################################
	#Eliminer les colonnes inutiles 
	#modifier le nom des certaines colonnes, trop long, trop compliqué
	#suppression des colonnes inutiles
	#Filtrer sur reverse, modifier le nom du data.frame, donnees sera à exporter
	donnees2 <- dplyr::filter(donnees, Reverse != "+")
	#enlever les lignes nulles pour compter le nb de protéines identifiés par condition
	# chargement de la bdd matrisome et application sur la liste totale
	#supprimer colonne reverse
	#Normalisation par DESeq
	#Créer les groupes
	coldata <- dplyr::select(donnees2,starts_with("Intensity"))
	i <- for (i in 1:a)
	  donnees2[name] <-  donnees2[name]/designDESeq$facteurs[i]
	  donnees2[donnees2==0] <- NA
	  donnees3[name] <- log2(donnees2[name])
	}
	#Filtrer les protéines sur les OIBS
	#Différents comptages sur le nb de peptide (1 et +), du matrisome ou pas, permets génération des graphes
	###########################################################################
	#Traitement des nan en appliquant la règle des "80%" (ici 75%), applicable sur 2 conditions pour l'instant
	#generer les informations du nb de groupe et de réplicats à partir du fichier de départ
	#length(replicat)= nb de réplicat, si j'ai autant de NAN que de réplicat, je peux supprimer la protéine
	#Permet de calculer le min et max de nan en fonction du nb d'échantillon par condition
	  b<-sum(groupe==nomgroupe[i])
	  data2 <- data[a:(a+b-1)]
	  nan2 = apply(is.na(data2),1,sum)
	  data=cbind(data,nan2)
	  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='')
	  colnames(data) <- gsub("nan2",echants[i],colnames(data))
	  donnees3=cbind(donnees3,nan2)
	  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='')
	  colnames(donnees3) <- gsub("nan2",echants[i],colnames(donnees3))
	  a=b+a
	  min=c(0)
	  max=c(0)
	  avoir=c(0)
	  echant_min=c(0)
	  echant_max=c(0)
	  serie[i] <- sum(replicat==replicat[i])
	}
	#boucle pour rejeter les protéines ayant trop de nan
	i <- for (i in 1:groupes)
	  b<-sum(groupe==nomgroupe[i])
	  #calcul du nb de nan autorisé
	  min [i] =b-(b*0.25)
	  max [i]= b- (b*0.75)
	  #fonction pour arrondir au supérieur ou inférieur en fonction
	  max[i] <- arrondiplus(max[i]) #min arrondi pour chqe groupe
	  min[i] <- arrondimoins(min[i]) #max arrondi pour chqe groupe
	  echants[i]=paste("nan_",nomgroupe[i],sep='') #nom des colonnes
	  avoir[i] = which(colnames(data) == echants[i]) #n°des colonnes
	  verif= (data[,avoir[i]]>=min[i] | data[,avoir[i]]<=max[i])
	  data <- cbind(data,verif)
	  donnees3 <- cbind(donnees3,verif)
	  colnames(donnees3) <- gsub("verif",asupprimer[i],colnames(donnees3))
	}
	supprime <- c(0)
	i <- for (i in 1:groupes)
	  supprime <- rbind(supprime2,supprime)
	  #suppression des protéines present 1 * sur 2
	  donnees3 <- filter(donnees3,donnees3[asupprimer[i]] != FALSE)
	}
	#supprime les doublons dans le tableau des supprimés car 50% du nb replicats
	y=2
	i=1
	  supprimeB1<- filter (donnees3, donnees3[echants[i]] >= min[i])
	  supprimeB2<- filter (donnees3, donnees3[echants[y]]  >= min[y])
	  fin =ncol(supprimeB1)
	  supprimeB1<- cbind(supprimeB1[,c(2:1,3:fin)])
	  supprimeB2<- cbind(supprimeB2[,c(2:1,3:fin)])
	  #Liste des protéines à supprimer
	  supprimeB <- merge(supprimeB1,supprimeB2, by = "Protein.IDs")
	  #suppression des protéines de supprimeB
	  donnees3 <- donnees3 [ !donnees3$Protein.IDs %in% supprimeB$Protein.IDs,]
	  donnees3b <-subset (donnees3, donnees3$Category != "")
	  #Merge des protéines supprimées dans un seul fichier
	  supprime <- rbind(supprime,supprimeB1,supprimeB2)
	  doublonstest<-which(duplicated(supprime))
	  colajouter = ncol(supprime)-ncol(supprime1pep)
	  i <- for(i in 1:colajouter){
	    col<- paste("colonne",i)
	    supprime1pep[,col] <- c(0)
	  }
	  colnames(supprime1pep)<-colnames(supprime)
	  supprime <- rbind(supprime,supprime1pep)
	  supprime2<-supprime[-doublonstest,] # à exporter
	#identifier les presents/absents
	  i=1
	presentsabsent12 <- subset(donnees3,donnees3[echants[i]] >= min[i] & donnees3[echants[y]]<= max[y])
	donnees3 <- donnees3 [ !donnees3$Protein.IDs %in% presentsabsent12$Protein.IDs,]
	#Comptage des Nan
	imputationcount <- dplyr::select(donnees3,starts_with("Intensity"))
	#graphe pour voir evolution du nombre de Nan en fonction du nb de peptide pour identifier une prot
	#imputation de type lsa
	donnees4 <- dplyr::select(donnees3, Protein.IDs,Protein.names,Gene.names,starts_with("RazorUniquePep"))
	i <- for (i in 1:groupes)
	  data <- testimp4p[,y:z]
	  data2 <- 2^data
	  moyenne <- apply(data2,1,mean)
	  moyenne <- round(moyenne,2)
	  donnees4 <- cbind(donnees4,moyenne)
	  colnames(donnees4) <- gsub ("moyenne",paste("Moyenne_",nomgroupe[i],sep=''),colnames(donnees4))
	  if (y<=nbreplicat){
	    y=y+serie[i]
	  }
	  titre [i]<- gsub ("Intensity.","",nomgroupe[i])
	}
	#Calcul des moyennes des intensites pour calculer le ratio FC
	#Annotation matrisome
	donnees5 <- merge(donnees4,matrisome_mm,by="Gene.names", all.x=TRUE) #a exporter proteines totales
	#Annotation matrisome des protéines présente-absente
	###########################################################################
	#Tests T  SAM
	#Matrisome
	nmatrixquant <- nrow(donnees6)
	graphSAM <- paste0(file,"_SAMmatrix.jpeg")
	#All
	nquant <- nrow(donnees5)
	sign <- which(colnames(donnees5) == "significant")
	#information sur le nombre de Na
	#Renommage des data.frame et export
	proteinGroups <- donnees
	###########################################################################
	#Creation des tableaux pour faire les graphes de répartitions des différentes catégories
	type=c("1 peptide","2peptide+","quantifiable")
	#Recapitulatif fichier traité et paramètre telle que nb de groupe + régle nan + nb de proteine supprimée
	nbtotalabsent = nrow(presentsabsent12)+nrow(presentsabsent21)
	#export des fichiers
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