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Résumé

L’importance des activités protéolytiques associées a la membrane plasmique dans divers
processus biologiques fondamentaux est de mieux en mieux définie. Les protéases de la
famille ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease), et ADAM10 en particulier, ont suscité
un intérét tout particulier du fait de I’importance de leurs substrats (récepteur de I’EGF, TNFa,
Notch, APP...). Néanmoins, peu d’études se sont intéressées aux mécanismes régulant le
trafic d’ADAMI10.

Les tétraspanines sont une super-famille de protéines de surface impliquées dans de
nombreux processus biologiques fondamentaux parmi lesquels la migration, les interactions
intercellulaires, la réponse immunitaire, la fusion des gameétes... L’une des caractéristiques
majeure des tétraspanines est leur capacité a organiser un réseau d’interactions moléculaires
appelé le « tetraspanin web ». De précédentes études menées dans le laboratoire ont montré
qu’ADAMI10 est associé au « tetraspanin web ». Néanmoins, la tétraspanine en interaction
directe avec ADAM10 permettant son association au réseau n’est pas encore connue.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la régulation d’ADAMIO0 par les
tétraspanines. Nous avons ainsi pu identifier une sous-famille de tétraspanines a 8 cystéines,
les TspanC8 (Tspan5, TspanlO, Tspanl4, Tspanl5, Tspanl7 et Tspan33), comme étant
capables d’interagir directement avec ADAMI10 et de réguler sa sortie du réticulum
endoplasmique. Nous avons montré que Tspan5, Tspanl4, Tspanl5 et Tspan33 sont capables
de réguler I’expression de surface d’ADAMI10 et que TspanlO et Tspanl7 entrainent
I’accumulation d’ADAM10 dans un compartiment endosomal tardif. Les TspanC8 pourraient
¢galement contribuer a la régulation de la spécificité de substrat ’ADAMI10 puisque nous
avons montré¢ que l’expression des TspanC8 humaines Tspan5 et Tspanl4 augmente
’activation de la voie Notch alors que Tspanl5 n’a pas d’effet. Par ailleurs, les TspanC8 de
Drosophile sont capables d’interagir directement avec Kuzbanian (I’orthologue d’ADAM10),
permettent son accumulation a la surface cellulaire et régulent 1’activation de la voie Notch
dans différents contextes développementaux. Nous proposons que les TspanC8 soient une
nouvelle famille de protéines ayant une fonction trés conservée dans la régulation de ’activité

et du trafic d’ADAMI10, capables de réguler 1’activation de la voie Notch.



Increasing evidence suggests a critical implication of membrane-associated protease
activities in numerous biological processes. ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease)
proteases, and especially ADAMI10, are of particular interest because of the importance of
their substrates (EGF receptor, TNF o, Notch, APP...). However, few studies focus on the
mechanisms of ADAM10 trafficking.

Tetraspanins are a super-family of proteins implicated in numerous biological processes
including migration, intercellular interactions, immune response, gamete fusion... One of the
most striking features of tetraspanins is their ability to organise multi-molecular complexes
called « Tetraspanin Web ». Previous studies in the laboratory have shown that ADAM10 is
associated to the « Tetraspanin Web ». Nevertheless, the tetraspanin in direct interaction with

ADAMU10 that drives its association to the web is not known.

In this study, we focused on ADAMI10 regulation by tetraspanins. We identified a
subfamily of tetraspanins with 8 cysteines in their large extracellular domain that we called
TspanC8 (Tspan5, Tspanl0, Tspanl4, Tspanl5, Tspanl7 and Tspan33) that can directly
interact with ADAM10 and regulate its egress from the endoplasmic reticulum. We have
shown that Tspanb, Tspanl4, Tspanl5 and Tspan33 regulate the surface expression of
ADAMI10 and that Tspanl0 and Tspanl7 accumulate ADAMI10 in a late endosomal
compartment. TspanC8 could also contribute to substrate specificity since Tspan5 and
Tspanl4 can increase Notch activation when Tspanl5 cannot. Drosophila TspanC8 directly
interact with the Drosophila ADAM10 ortholog Kuzbanian, increase its accumulation at the
cell surface and modulate Notch activation in several developmental contexts. We propose
that TspanC8 constitute a new family of Notch regulators with conserved functions in the

regulation of ADAM10 trafficking and activity.



Abbréviations

ADAM
EGF
LNR
HD
LAL
NRR

ANK
TAD
PEST
NICD
MAM
CSL
NEXT
KO
SOP
PS
DSL
HOPS
MDC
SVMP
RAR
ARNm
EGF
HGF
TIMP
RAGE
RECK
GPI
MMP
HCC
sAPPa
PACAP
LEL
SEL
NMDA
LLC
DRM
MPBCD
TEM
EAP
ATP
GTP
VIH
RANKL

a-Disintegrin And Metalloproteinase

Epidermal growth factor

LIN-12/Notch repeats

Heterodimerization Domain

leucémies lymphoides aigués

Negative Regulatory Region

RBP-] Associated molecule

domaine ankyrine

domaine de trans-activation

domaine riche en Proline, Glutamate, Sérine et Thréonine
Domaine Intracellulaire de Notch

Mastermind

CBF1/RBP-], Su(H), LAG-1

Notch Extracellular Truncation

Knock-Out

Sensory Organ Precursor cells

Presenilin

Delta/Serrate/Lag?2 family of ligands

HOmotypic fusion and vacuole Protein Sorting
Metalloprotease/Disintegrin/Cysteine-rich domain
Snake Venom Metalloproteinase

Retinoic Acid Receptor

ARN messager

Epidermal Growth Factor

Hepatocite Growth Factor

Tissue-Inhibitor of Metalloproteinases

Receptor for Advanced Glycation End products
REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal motifs)
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

Matrix MetalloProtease

Carcinomes hépato-cellulaires

fragment a soluble d’APP

Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide
Large Extracellular Loop (grande boucle extracellulaire)
Short Extracellular Loop (petite boucle extracellulaire)
acide N-méthyl-D-aspartique

Leucémie Lymphoide Chronique

Detergent Resistant Membranes
methyl-f3-cyclodextrine

Tetraspanin Enrich Microdomain

Endothelial Adhesive Platform

Adénosine Tri-Phosphate

Guanosine Tri-Phosphate

Virus d’Immunodéficience Humaine

Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand



PSG
DARC
HGF
GFP
IP

RE
UAS
Endo-H
MGC
SVF
FITC

Pregnancy-Specific Glycoprotein
Duffy Antigen Receptor for Chemokines
Hepatocyte Growth Factor
Green Fluorescent Protein
Immunoprécipitation

Réticulum Endoplasmique
Upstream Activation Sequence
Endoglycosidase-H

Cellules géantes multinucléées
Sérum de Veau Feetal
FluorolsoThioCianate
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La famille des Tétraspanines

Les tétraspanines sont une famille de glycoprotéines a 4 passages transmembranaires

présentes chez tous les métazoaires qui compte 33 membres chez I’homme. Les tétraspanines

sont présentes chez les champignons, les plantes et les invertébrés comme D.Melanogaster ou
C.Elegans (Huang et al., 2005; Todres et al., 2000; Wang et al., 2012a; Gourgues et al., 2002).
Les tétraspanines sont également présentes a la surface de pathogenes humains, comme le

parasite Schistosoma, sont immunogeénes et pourraient constituer de potentiels vaccins (Fan

and Brindley, 1998). Les premiers clonages de protéines appartenant a la famille ont été
réalisés a la fin des années 80 avec la découverte de CD63, CD37, CD81, CD9 et CD53
(Schwartz-Albiez et al., 1988; Oren et al., 1990; Boucheix et al., 1991; Wright et al., 1993).

D’autres tétraspanines ont ét¢ découvertes comme antigénes associés aux tumeurs, comme

c’est le cas pour CD63, CD82 (Hotta et al., 1988; Dong et al., 1995)...

Co-029 (Tspan8)
CD81 (Tspan28)

CD9 (Tspan29) 4 cysteines
Tspan2

CD53 (Tspan25)
Tspand (NAG-2)
Tspan9 (NET-5)

CD151 (Tspan24)

Tspani1
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Tspan7 (TM4SF2)
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- Tspan12 (NET-2)

CD63 (Tspan30)
SAS (Tspan31)

Tspan13 (NET-6)
Tspan10 (oculospanin)
Tspan15 (NET-7)
Tspan33
Tspani14 (DC-TM4F2)
\ [ Tspan5 (NET-4)
. Tspani17
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- Tspan-19

CD82 (Tspan27)
——— CD37 (Tspan26)
Tspan1 (NET-1)
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UP1b (Tspan20)
UP1a (Tspan21)

Tspan 32 (Tssc6 / PHEMX) | 4 cysteines
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Figure 1: Arbre de
distance des
tétraspanines humaines
Les séquences des 33
tétraspanines humaines
ont été alignées et I’arbre
a ¢té réalisé a ’aide de
ClustalW. Le nombre de
cystéines dans la grande
boucle extracellulaire est
indiqué pour les
tétraspanines qui n’en
compte pas 6. Adapté de
(Charrin et al., 2009).



Parmi les tétraspanines, seules quelques unes ont été étudiées chez les mammiferes, en
partie a cause du manque d’outils. Il a néanmoins été montré que les tétraspanines sont
présentes dans tous les types cellulaires et que plusieurs de ces protéines sont exprimées dans
un grand nombre de tissus. En effet, I’expression des tétraspanines est tres variable : certaines
sont trés répandues (par exemple CD9 ou CD81), alors que d’autres sont restreintes a des
structures spécialisées (comme les uroplakines de 1’urothélium) ou a des types cellulaires
(comme c’est le cas pour CD37 ou CD53 qui ne sont présents qu’a la surface des leucocytes).
La plupart des tétraspanines étudiées sont exprimées a la surface cellulaire, alors que certaines,
comme le CD63 (qui est exprimé dans les endosomes tardifs), sont majoritairement exprimées

dans des compartiments intracellulaires.

Les tétraspanines sont impliquées dans un grand nombre de processus biologiques
fondamentaux tels que la migration et 1’adhésion cellulaire, la fusion, le développement, les
interactions inter-cellulaires, la réponse immunitaire... De part ces fonctions trés diverses, la
dérégulation des tétraspanines peut participer a la progression des cancers et/ou a la formation
de meétastases. Certains pathogenes humains utilisent les tétraspanines pour infecter les
cellules. Chez la souris, le parasite responsable du paludisme P.yoelii nécessite la présence du
CD81 a la surface des hépatocytes pour infecter les cellules puisque des souris KO pour
CD8I1 sont résistantes a I’infection (Silvie et al., 2003). Le CD81 est également essentiel pour
I’entrée du virus de I’hépatite C (VHC) et est un des facteurs qui restreint le tropisme du virus
a ’humain et au chimpanzé. En effet, les souris sont naturellement résistantes a 1’infection par
le VHC et seules des souris transgéniques exprimant le CD81 et I’occludine humains sont
infectables, démontrant que 1’occludine et le CD81 sont les facteurs minimaux pour permettre
I’entrée du virus (Dorner et al., 2011; Ploss et al., 2009). L’étude des tétraspanines est donc
d’importance car comprendre leurs mécanismes de fonctionnement c’est aussi découvrir des

solutions thérapeutiques pour le traitement de leurs pathologies associées.



Structure

Les tétraspanines se distinguent des autres protéines a 4 passages transmembranaires par
leur petite taille (de 204 acides amines pour Tspanl3 a 355 pour Tspanl0), la présence d’une
grande boucle extracellulaire (LEL, dont le repliement spécifique est une caractéristique
partagée par toutes les tétraspanines) et d’une petite boucle (SEL, composée de moins de 30
acides aminés) ainsi que la conservation de résidus au sein des passages transmembranaires
(figure 2B ).

La LEL est composé de 76-131 acides aminés et dépasse de quelques nanometres de la
bicouche lipidique (3,5nm pour CD81, 5nm pour les uroplakines...). Elle est organisée en 2
sous-domaines : un domaine constant et un domaine variable. Le domaine constant est
constitué des hélices A/B/E, varie en séquence mais est constant dans sa structure. Sur cette
base constante se greffe des domaines supplémentaires qui font la spécificité de chaque
tétraspanines et qui sont trés variables en séquences avec 4 cystéines conservees a 100% (le
nombre de cystéines présentes dans la grande boucle est variable avec certaines tétraspanines
contenant 4, 6, 7 ou 8 cystéines (figure 1)) qui permettent, grace a la formation de 2 ponts
disulfures, ce repliement spécifique conservé dans toutes les tétraspanines (figure 3A). Pour
I’exemple de CD81, deux hélices C et D viennent constituer le domaine variable (en rouge sur
la figure 3A), permettant par exemple I’interaction avec la protéine d’enveloppe E2 du virus
de I’hépatite C. Seule la LEL de CD81 a été cristallisée et révele 5 hélices a (A/B/C/D/E)
formant une structure en « champignon », caractéristique de la famille des tétraspanines (cf
figure 2A). La tige est constituée des hélices A/E et le chapeau des hélices B/C/D.

La SEL comporte un brin g de 3 a 7 résidus hydrophobes. Le brin B est une structure trés
instable lorsqu’elle est seule, en régle générale les brins B s’associent entre eux pour former
des feuillets B qui sont stabilisés par des liaisons hydrogenes entre les différents brins du
feuillet. Cette structure permettrait ainsi a la SEL d’interagir par liaison hydrogene avec
I’hélice B du domaine constant de la LEL pour se stabiliser, ce qui contribuerait au maintien
de la structure caractéristique de la LEL (Seigneuret, 2006). Au vu des modelisations de la
structure du CD81, la SEL est prédite comme étant en contact avec les 3 hélices A/B/E du

domaine constant de la LEL (figure 3B).
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Figure 2 : Représentation schématique des tétraspanines

(A)  Structure schématique de la tétraspanine CD81 montrant la SEL (orange) et les
domaines constant (bleu clair) ou variable (rouge) de la LEL. Les lettres
correspondent a la position approximative des hélices-o. Adapté de (Garcia-Espafa
et al., 2009).

(B)  Représentation schématique montrant les principales conservations de résidus
parmi les tétraspanines. EC1= petite boucle extracellulaire, EC2= grande boucle

extracellulaire. Adapté de (Boucheix and Rubinstein, 2001).

L’alignement des séquences primaires des tétraspanines humaines montre que les régions
de plus fortes homologies se trouvent dans les domaines transmembranaires. Des résidus
polaires conservés au sein des passages transmembranaires (cf figure 2B) pourraient
participer a la stabilisation intra-moléculaire de la protéine en établissant des interactions
entre domaines transmembranaires mais aussi en permettant la création d’interactions inter-

moléculaires avec d’autres protéines transmembranaires.
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Figure 3 : Structure du CD81

(A)  Structure cristallographique de la grande boucle extracellulaire du CD81. Les 2

ponts disulfures qui permettent ce repliement caractéristique des tétraspanines sont
en jaune (Adapté de (Kitadokoro et al., 2001))

(B)  Modélisation de la structure du CD81. Les domaines transmembranaires sont
colorés en bleu, le domaine constant de la LEL est en vert, le domaine variable de
la LEL est en rose, la SEL est en rouge et les ponts disulfures sont en jaune. Les
sites de palmitoylation sont indiqués par des étoiles rouges. Adapté de (Seigneuret,
2006).

Les régions N- et C-terminales sont courtes et cytoplasmiques. Des prédictions de structure
suggerent que ces domaines ne possedent pas de structures secondaires. Néanmoins, la
modification par palmitoylation du domaine N-terminal leur permettrait de former une hélice
amphiphile qui se plague contre la membrane, comme c’est proposé dans la modéelisation de
stucture du CD8L1 (figure 3B).

Plusieurs modifications post-transcriptionnelles sont possibles sur les tétraspanines :
palmitoylation (ajout d’un palmitate sur les cystéines cytosoliques juxta-membranaires),
glycosylation, ubiquitination ou phosphorylation. La plupart des tétraspanines, a 1’exception
de CD81 et Tspanl2 (Oren et al., 1990; Boucheix and Rubinstein, 2001), contiennent des sites

potentiels de N-glycosylations. La glycosylation du CD63 est par exemple indispensable a
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son interaction avec le récepteur CXCR4 (Yoshida et al., 2009). La palmitoylation des
tétraspanines stabilise les interactions entre tétraspanines et peut modifier la localisation
subcellulaire des protéines avec lesquelles elles interagissent (Charrin et al., 2002; Zhou et al.,
2004; Yang et al., 2002). CD82 et CD81/CD151 peuvent étre ubiquitinées par les ubiquitine
ligases gp78 et GRAIL respectivement, ce qui induit leur dégradation (Tsai et al., 2007;
Lineberry et al., 2008). Il a été montré tres récemment que le CD37 peut étre phosphorylé sur
ses extrémités N- et C- terminales cytosoliques pour permettre le déclenchement de voies de
signalisation pro- ou anti-apoptotiques selon I’extrémité phosphorylée (Lapalombella et al.,
2012).

Fonction des tétraspanines

Implication des tétraspanines dans le fonctionnement de différents systemes et
processus biologiques. Apport des souris KO
De nombreuses souris KO tétraspanines ont des phénotypes mineurs. D’autres souris KO
présentent des phénotypes plus séveres, comme les souris KO CD151 pour lesquelles une
perte de la fonction rénale est observée ou encore les souris KO CD9 et CD81 pour lesquelles
des défauts dans la fusion des gamétes ou I’activation du systéme immunitaire sont observés.
Les tétraspanines peuvent donc avoir des roles clés dans des processus biologiques

fondamentaux.

Les phénoménes de fusion

Les tétraspanines sont impliquées dans la fusion entre les virus et les cellules hétes, dans la
fusion des gamétes, des myoblastes ou encore des phagocytes mononucléaires (Fanaei et al.,
2011). Des anticorps anti-CD8L1 et anti-CD9 augmentent la formation de syncitia par le VIH-1
(Weng et al., 2009) alors que des anticorps anti-CD81 et anti-CD82 inhibent la formation de
syncitia par HTLV-1 (Fukudome et al., 1992).

Il a été montré que les tétraspanines peuvent réguler la différentiation de cellules
nécessitant des évenements de fusion. Durant leur différenciation, les myoblastes fusionnent
pour former des myotubes (Chen et al., 2007a). L’ajout d’anticorps anti-CD9 et/ou anti-CD81
entraine un délai dans la formation des myotubes et une dégenérescence précoce par apoptose

(Tachibana and Hemler, 1999). Cette étude a également démontré que la transfection du CD9
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dans une lignée cellulaire de rhabdomyosarcome (tumeur du tissu musculaire squelettique)
augmente la fusion et la formation de syncitia. Les monocytes (cellules hématopoiétiques
circulantes qui peuvent se différencier en macrophages dans les tissus) peuvent fusionner
pendant leur différenciation en macrophage pour former les ostéoclastes et les cellules géantes
multinucléées (MGC) qui sont importantes pour la résorption du tissu osseux et I’'immunité
respectivement. Il a été montré que 1’ajout d’anticorps anti-CD9 et anti-CD81 augmentent la
fusion sans avoir d’effet sur I’adhérence des monocytes. Ces tétraspanines ont probablement
un role dans des étapes plus tardive de la formation des MGC.

En accord avec ces observations, les souris KO pour CD9 et CD81 présentent une
augmentation de la fusion in-vitro et les souris double KO CD9/CD81 présentent une
formation spontanée de MGC dans les poumons et une augmentation de la résorption osseuse
(Takeda et al., 2003). L’ensemble de ces données suggere que les tétraspanines CD9 et CD81
limitent la fusion des monocytes. Il a également été démontré que 1’expression de Tspan5 est
augmentée alors que celle de Tspanl3 est diminuée durant la différenciation en ostéoclastes
d’une lignée RAW264.7 traitée avec le ligand RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor
Kappa-B Ligand). La déplétion par ARN interférence de Tspanl3 et Tspan5 est en accord
avec un rble négatif et positif, respectivement, pour ces deux protéines dans la fusion et la

différenciation ostéoclastique (lwai et al., 2007).

Le phénotype majeur observé des souris KO pour CD9 est une forte réduction de la fertilité
des femelles causée par un défaut de fusion des gameétes (Le Naour et al., 2000; Miyado et al.,
2000; Kaji et al., 2000). Les souris KO pour CD81 présentent également un défaut de fertilité,
moins sévére que celui observé pour CD9, et les souris double hétérozygotes (CD9"" CD81*")
ne présentent pas de defaut de fertilité, suggérant que les deux tétraspanines pourraient avoir
des roles complémentaires (Rubinstein et al., 2006). En accord avec cette hypothése, les
souris double KO CD9/CD81 sont completement infertiles. Ce défaut peut étre réversé par
injection de PARNm de CD9 ou CD81 dans les ovocytes CD9”" (Kaji et al., 2002). Les
mécanismes par lesquels CD9 ou CD81 participent a la fusion des gamétes sont encore
inconnus (Evans, 2012). CD9 est également présent a la surface des spermatozoides (Barraud-
Lange et al., 2012; Ito et al., 2010) et I’incubation avec une forme soluble de la LEL de CD9
ne bloque la fusion que lorsqu’elle est incubée avec les ovocytes, suggérant que le CD9
pourrait plutdt agir en cis en organisant la membrane de I’ovocyte. En accord avec cette
hypothése, il a été montré que les ovocytes CD9™ présentent une morphologie altérée avec

moins de microvilli (les spermatozoides se fixent préférentiellement dans les zones enrichies
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en microvilli) (Runge et al., 2007) et que le CD9 organise des zones d’adhésion qui
permettent un renforcement et une stabilisation de ’interaction entre le spermatozoide et

I’ovocyte fournissant le rapprochement membranaire nécessaire a la fusion (Jegou et al.,

2011).

L’activation plaquettaire

Le CD9 est I'une des protéines les plus exprimées a la surface des plaquettes et les
tétraspanines CD151, CD63, Tspan9 et Tspan32 sont également présentes (Haining et al.,
2011). CD9 et CD151 peuvent s’associer au récepteur du fibrinogéne, I’intégrine allbB3, mais
les données des souris KO suggerent que le CD9 a un effet trés mineur sur 1’activation
plaquettaire. En revanche, les souris KO pour CD151 présente des défauts dans I’activation
plaquettaire puisque les plaquettes issues de ces souris présentent une forte diminution de
I’aggrégation plaquettaire sur le fibrinogéne et une diminution des réorganisations du
cytosquelette dépendante des intégrines. Les auteurs de cette étude suggeére que le CD151
pourrait réguler 1’activité de I’intégrine ollbp3 (Lau et al., 2004). Des défauts similaires ont
également été observés dans les souris KO pour Tspan32 (Goschnick et al., 2006). CD151 et
Tspan32 semblent étre impliqués dans la régulation de I’activation plaquettaire, en partie de

part leur interaction et leur capacité a réguler 1’activité de I’intégrine allbf3.

Le systéme immunitaire

L’implication des tétraspanines dans le fonctionnement du systéeme immunitaire a été tres
étudié, en particulier par I’utilisation d’anticorps monoclonaux et des souris KO. Les
tétraspanines peuvent interagir avec des protéines importantes pour le fonctionnement du
systéeme immunitaire comme les antigénes du MHC classe | et Il, CD3, CD4, CD8 et CD19
(pour revue voir (Levy and Shoham, 2005; Wright et al., 2004a)).

Les données des souris KO montrent que 1’invalidation des tétraspanines CD81, CD37,
CD151 et Tspan32 se traduit par une hyperprolifération des cellules-T lorsqu’elles sont
soumises a différents stimuli in-vitro (pour revue voir (Levy and Shoham, 2005; Wright et al.,
20044)).

L’invalidation de CD37 perturbe la production d’anticorps circulant et démontre un réle du
CD37 dans la protection contre les infections microbiennes et fongiques. De faibles

perturbations dans la sécrétion de I’interleukine-2, une augmentation dans la capacité des
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cellules dendritiques a présenter les antigenes, une perturbation dans la production d’anticorps
avec notamment une trés forte augmentation des IgA présentes dans le sérum des souris KO
CD37 est observe dans les souris KO pour CD37 (Sheng et al., 2009; van Spriel et al., 2009;
van Spriel, 2011). Les IgA sont impliquées dans la défense contre les infections microbiennes
et les souris KO CD37 sont résistantes a I’infection par le champignon C. albicans gréace a la
production d’IgA anti-fongiques spécifiques. L’une des fonctions du CD37 est de réguler la
réponse immunitaire anti-microbienne en régulant la quantité d’IgA produites.

L’invalidation du CD81 diminue la réponse Th2 et la production d’anticorps par les
cellules-B. Le CD81 interagit avec le CD19 et regule sa localisation et sa maturation. Les
conséquences de cette interaction seront développées plus loin. Méme si cele est trés probable,
il n’est pour le moment pas directement démontré que les défauts dans la réponse humorale
des souris KO CD81 soient dus a la régulation de CD19 par CD81. Il a été décrit une
mutation du CDS81 chez I’homme qui aboutit a I’absence de CD81 de la surface des
leucocytes, une absence d’expression du CD19 a la surface des cellules-B et une trés forte
diminution du taux d’immunoglobulines (van Zelm et al., 2010). Cette étude a également
démontré que la quantité d’ARNm de CD19 n’est pas touchée dans les cellules-B immortalisé
par EBV de ce patient et que la localisation du CD19 est dépendante de la présence de CD8L1.
Les cellules-B de ce patient présente un défaut d’activation des cellules-B aprés stimulation
du BCR (B-cell receptor). L’ensemble de ces données suggere que le CD81 est important

dans la stimulation des cellules-B et leur production d’anticorps.

Les tétraspanines sont donc d’importants régulateurs dans le systeme immunitaire et
peuvent réguler I’amplitude de la réponse humorale. CD37 contrdle la production des IgA qui
sont importantes dans 1’immunité anti-microbiennes et le CD81, en partie de part son

interaction avec CD19, controle le seuil d’activation du BCR et la production d’anticorps.

Les systéme nerveux et visuels

Le segment externe des cones (photorécepteur présent dans les rétines de mammiféres) est
composé d’un grand nombre de protéines dont les tétraspanines periphérine/RDS qui jouent
un réle dans la morphogenese, 1’architecture et la maintenance de ces structures (Goldberg,
2006). Cette fonction est mise en évidence par les phénotypes observés dans les souris KO

pour ROM-1 et le modele souris de rétinite pigmentaire (dans lequel la périphérine-2 porte
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une mutation qui est fréquemment retrouvée chez 1’homme) dans lesquels une

dégénérescence de la rétine est observée (Clarke et al., 2000; McNally et al., 2002).

Chez la souris, plusieurs tétraspanines sont exprimées dans le systéeme nerveux et parmi
celles-ci CD9, Tspan-2 et -3 sont associees a la myeéline et Tspan5 est exprimé plus largement
dans des structures corticales, en particulier dans les cellules de Purkinje (Bronstein, 2000;
Garcia-Frigola et al., 2000; 2001). 11 a également été montré que 1’expression de I’ARNm de
Tspan5 corréle avec le degré de différenciation des cellules de Purkinje : il est faible dans les
cellules immatures et augmente jusqu’a €étre maximum dans les cellules qui ¢élaborent leur
arbre dendritique et ne migrent plus (Juenger et al., 2005). Le rdole de Tspan5 dans la
formation de 1’arbre dendritique n’est pas démontré mais il est connu que les tétraspanines
interagissent avec la protéine kinase C qui est impliquée dans la formation des dendrites dans
les cellules de Purkinje (Metzger and Kapfhammer, 2000; Zhang et al., 2001). Le CD81 est
également exprimé dans le cerveau et peut former des complexes avec CD9, Tspan2 et les
intégrines B1 (Terada et al., 2002).

L’expression du CD81 est augmentée dans les astrocytes et les cellules composant la
microglie apres une lésion de la moelle épiniaire chez le rat (Dijkstra et al., 2001; 2000). Un
role du CD81 dans la prolifération des cellules de la glie est renforcé par les données des
souris KO pour CD81 dans lesquelles 1’une des trois souris KO générées présente un cerveau
plus gros a cause d’une augmentation du nombre d’astrocytes et de cellules de la microglie

(Geisert et al., 2002).

Le systéme rénal

Chez I’homme, une insertion d’un nucléotide dans le géne codant pour CD151 aboutissant
a la production d’une tétraspanine tronquée a €té identifiée chez 3 patients et conduit a une
épidermolyse bulleuse restreinte au tibia, a la surdité et a une défaillance rénale (Karamatic
Crew et al., 2004). L’étude par microscopie électronique de biopsies de reins de ces patients a
permis de mettre en évidence des anomalies dans 1’organisation de la membrane basale des
glomérules. Chez les souris KO pour CD151, il a également été observé des anomalies dans
I’organisation de la membrane basale des glomérules suggérant que le CD151 est important
pour le maintien de I’architecture glomérulaire et 1’intégrité de la fonction rénale (Sachs et al.,
2006).
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Nom Systemes affectés Phénotype Référence
. S (Takeda et al.,
immunitaire, augmentatlop de la prol:ferqtlon d‘es 2007b; Wright
. cellules-T, défaut dans 1’angiogenése _
CD151 rénal, athologique, morphologie et fonction etal,, 2004b;
métabolisme P g qrér’1ale aFr)mrmgles Sachs et al.,
2006)
. - . . . o (Knobeloch et
CD37 immunitaire perturbation de la réponse immunitaire
al., 2000)
. défaut dans le métabolisme de I'eau ;
CD63 . renal_, (polydipsie et polyurie), homéostasie (Schroder etal,
métabolisme o ' 2009)
urinaire anormale
défauts dans la réponse immunitaire et (M|yalzgagk7|)et al.,
hématopoiétique, | la fusion des gameétes, anomalies dans
: e , . . (Maecker and
CD81 immunitaire, I'organisation de structures cérebrales, Levy, 1997)
nerveux augmentation de la fusion des evy,
monocytes (Tsitsikov et al.,
1997)
(Le Naour et al.,
: défauts dans la fusion des gametes, 2900)
reproduction, - . (Kaji et al.,
CD9 . e augmentation de la fusion des
hématopoietique monocytes 2000)
(Miyado et al.,
2000)
dégénérescence de la rétine
périphérin/RDS vision (diminution du nombre de (McNally etal,
] 2002)
photorécepteurs et de batonnets)
Rom1 vision lente dégénérescence de la rétine avec | (Clarke et al.,
morphologie anormale des batonnets 2000)
. . vascularisation anormale de la rétine
cardiovasculaire, . : (Junge et al.,
Tspanl2 . avec des hémorragies et des
vision . o " 2009)
microanévrismes de la rétine
. o augmentation de la prolifération des | (Tarrantetal.,
Tspan32 immunitaire cellules T 2002)
Tspan33 hematopoiétique, anémie, splenomégalie, réticulocytose (Heikens etal.,

immunitaire

2007)

Figure 4 : Résumé des principaux défauts observés dans les souris KO pour les

tétraspanines (seules les premieres description des souris KO sont listées)
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Les tétraspanines sont impliquées dans différents processus biologiques dans différents
tissus. L’une des fonctions principale des tétraspanines est celle d’organisateur membranaire
grace a laquelle les tétraspanines peuvent impacter leurs protéines partenaires a plusieurs

niveaux : localisation, activité et signalisation.

Compartimentation membranaire

L une des principales caractéristiques des tétraspanines est leur capacité a interagir les
unes avec les autres ainsi qu’avec d’autres protéines transmembranaires pour construire des
complexes moléculaires appellés « Tetraspanin Web ». Les bases moléculaires de ce modéle
reposent sur 1’observation que, pour un type cellulaire donné et dans des conditions qui
préservent les interactions entre tétraspanines, le profil de protéines co-immunoprécipitées
avec les différentes tétraspanines est identique (Angelisova et al., 1994; Berditchevski et al.,
1996; Rubinstein et al., 1996).

L’étude plus approfondie des complexes construits par les tétraspanines est délicate et
nécessite 1’utilisation différentielle de détergents. Il a été mis au point des conditions de lyse
cellulaire dans lesquelles les interactions tétraspanines-tétraspanines sont conservées
(conditions non-stringentes, obtenues avec des détergents comme le Brij58, Brij97, Brij98 ou
le CHAPS) et des conditions ou elles ne le sont pas (conditions stringentes, obtenues avec des
détergents comme la digitonine, le Triton X100 ou le NP40). Les conditions de lyse non-
stringentes permettent 1’étude des complexes a tétraspanines dans leur globalité alors que les
conditions stringentes permettent de disséquer les interactions a 1’origine du « Tetraspanin
Web » et de révéler différents niveaux d’interactions.

Le premier niveau est direct, entre une tétraspanine et sa protéine partenaire. Une protéine
est dite partenaire quand son interaction est conservée dans des conditions stringentes. De
nombreuses protéines partenaires ont été identifiées (cf tables I et Il), en partie grace a des
approches protéomiques (André et al., 2006; Le Naour et al., 2006a). Elles peuvent étre
classées en 5 groupes (pour revue voir (Yafez-Mo et al., 2009; Charrin et al., 2009)) : les
intégrines et molécules d’adhésion (cadhérines...), les protéines a domaines immunoglobuline
(CDOP1, Ewi2...), les ectoenzymes (ADAMI10...), les précurseurs de facteurs de croissance
(HB-EGF, TGFa...) et les protéines de signalisation (PKC, PI4K...).

Le second niveau d’interaction est 1’association entre tétraspanines par des interactions
tétraspanine-tétraspanine qui permettent la formation d’un réseau d’interaction plus large, le
« tetraspanin web », auquel les protéines partenaires des différentes tétraspanines sont

adressées.
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Table I: Paires Tétraspanines/protéines partenaires potentielles ou établies

Tetraspanines

Partenaires

Confirmé
par
pontage

chimique

Référence

Commentaire

Autre tétraspanine
interagissant dans des
conditions moins

stringentes

(Charrin et al.,

CD82, CD151, CD63,

CD9P-1/EWI- Oui 2001: Stipp et Complexe spécifique qui résiste a la digitonine, est Tspan8 (Charrin et al.,
F/FPRP/CD315 al ’2001b) partiellement resistant au TritonX100 2001; Claas et al., 2005)
(Charrin et al., CD53, CD82, CD151
EWI-2/CD316 Oui 2003a; Stipp Complexe spécifique qui résiste a la digitonine (Charrin et al., 2003a;
etal., 2001a) Zhang et al., 2003)
. (Le Naour et - L . Tspan-8 (Claas etal.,
EpCAM Oui al., 2006) Complexe spécifique qui résiste a la digitonine 2005)
CD9 Pro-HB-EGF Oui U{:;’_?Tgéz)et Seul CD9 parmi les tétraspanines peu augmenter son activité (Niigi’uffeiléfgggo)
(Barreiro et
ICAM-1 Non al., 2005; | Des analyses de FRET suggérent que CD9 est proche d’ICAM1 | CD151 (Barreiro et al.,
Barreiro et al., alors que CD151 ne I’est pas 2005)
2008)
. . (Kovalenko et | La Claudine-1 a été identifiée dans une immunoprécipitation CD8.1 and CD151_
Claudine-1 Oul al., 2007) CD9 apreés lyse en Triton X-100, par spectrométrie de masse (Harris et al., 2008,
N : Kovalenko et al., 2007)
Pro-TGF(] Non (Shietal., Co-immunoprécipitation en Triton X-100. Pas d’autres
2000) tétraspanines testées
Intégrine (1,00, Non (Cailleteau et | Interaction identifée par split-ubiquitine et confirmée par co- | CD151 (Sincock et al.,
al., 2010) immunoprécipitatin en Brij58 1999)
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UPla

UPII

Oui

For review

Le couple UP1b/UPIII sert de contrble

(Sun, 2006)
UP1b UPIII Oui (Fs%rnfezv(;g\g) Le couple UP1a/UPII xert de contrble
(Bradbury et
al., 1992;
Hor\iz;tg;t al., Complexe spécifique qui résiste a la digitonine; Le CD21 est CD9, CD81 (Horvath et
CD19 Non ' suppose interagir avec le CD81 grace a son association avec le ’
Matsumoto et CD19 al., 1998)
al., 1993;
Shoham et al.,
2003)
CD9, CD53, CD63, and
Intégrine ] [040]1 Non (Se;gjggt) al, Complexe spécifique qui résiste a la digitonine ﬁ)ggzétﬂba:?]gtlgnn eett ZII'.”
1996)
e - | (Charrin etal, - CD82, CD15L, CD63,
F/EPRP Oui 2001; Stipp et Complexe spécifique qui résiste a la digitonine Tspan8 (Charrin et al.,
al., 2001b) 2001; Claas et al., 2005)
(Charrin et al.,
2003a; Clark CD53, CD82, CD151
EWI-2/CD316 Oui etal., 2001; Complexe spécifique qui résiste a la digitonine (Charrin et al., 2001;
Stipp et al., Claas et al., 2005)
2001a)
(Harris et al.,
Claudine-1 Non Kovza(ljgr?l’(o ot Des experiences de FRET indiquent une proximite CD9 Ce[t)allilz((ljoo?\;alenko
al., 2007)
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(Serruetal.,

1999; Sincock

CD9, CD81, CD82, CD63,

Intégrine(] (30 Oui etal., 1999; | Complexe spécifique qui réfsiste a la digitonine, au NP-40 et Js,pla;;é%e;ﬂitfchhexsﬁeett
Yauch et al., au Triton X-100- _ )
_ al., 1996; Tachibana et al.,
1998; Yauch 1997)
et al., 2000)
(Kazarov et CD9, CD81, CD82, CD63,
al., 2002; Tspan4 (Berditchevski et
Intégrine[] gy Oui Serruetal., | Complexe spécifique qui résiste a la digitonine et au NP-40 | al., 1995; Berditchevski et
1999; Sincock al., 1996; Tachibana et al.,
et al., 1999) 1997)
(Chometon et Une association directe est suggérée par 1’adressage de
al., 2006; CD151 aux hémidesmosomes par cette intégrine et par CD9 (Baudoux et al
Intégrine ] [gl]4 Non Sterk et al., I’absence de marquage des hémidesmosomes avec un 2000) "
CD151 2000; Sterk et | anticorps anti-CD151 qui détecte uniquement la fraction de
al., 2002) CD151 non associée aux intégrines.
Interaction observée en Triton X-100 mais aucune autre
(Lau et al tétraspanine n’a été testée en parralléle. Des experiences de | CD9, CD63 (Indig et al.,
Intégrine ] [yp[3 +/- 2004) " | pontage chimique n’apporte pas d’information sur la taille du | 1997; Israels et al., 2001;
complexe; les fonctions de I’intégrine [y []3 sont perturbées Slupsky et al., 1989)
sur les plaquettes déficientes en CD151
(Barreiro et
VCAM-1 al., 2005; Des experiences de FRET indiquent une proximité de .
Non Barreiro et al., VCAM1 avec CD151 mais pas avec CD9 CD9 (Barreiro etal., 2005)
2008)
(Yanez-Mo et Des experiences de FRET indiquent une proximi_té de MT1- Ts%gr?lzc (Ilj_iil,eipeisél
MT1-MMP Non al., 2008) MMP avec CD151 mais pas CD9. Effets spécifiques de la 2009° Yanez-Mo et al B
N depletion du CD151 sur les fonctions de MT1-MMP ' 2008) N
C - o S . CD9, CD63, CD81, CD82,
CD53 ADAM10 Non omplexe spécifique qui résiste a la digitonine (données non

publiées du laboratoire)

CD151, Tspanl2 (Arduise

etal., 2008; Xu et al.,
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2009)

H'K*ATPase Non (Duffield et Interaction observée en Triton X-100 mais aucune autre
al., 2003) tétraspanine testée en parrallele
D63 CXCR4 Non (;0526%%§t Le CD63 modifie le trafic de CXCR4
. Le CD63 régule la
Synaptotagmine (Flannery et localisation sub-cellulaire
VI al., 2010) .
de la synaptotagmine VII
Des experiences de pontage chimigue ont determiner que
(Junge et al Tspanl?2 fait partie du complexe composant le récepteur a la
Tspanl2 Frizzled 4 Non 2009) N norrine et régule son activité. Un grand nombre de
tétraspanines ont été testées et n’ont pas d’effet sur I’activité
du récepteur a la norrine.
Des experiences de pontage chimique ont révélé I’existence
d’un complexe dont la taille est compatible avec une
Tspans E-cadhérine (Greco et al., interaction proximale ; pas de detection d’une interaction
2010) CD9/E-cadhérine dans les mémes conditions ; I’association
de la E-cadhérine n’est généralement pas observée dans les
experiences de co-immunopreécipitation
(Prox et al.,
2012);
TspanC8 Tomlinson et Complexe spécifique qui résiste a la digitonine; Les 6 CD9, CD63, CD81, CD£_32,
(Tspans, 10 ADAM10 Oui aI._, TspanC8 permettent la sortie d’ADAM10 du Réticulum CD151, Tspanl2 (Arduise
14 15 17’ 33') unpublished; | Endoplasmique, et 4 permettent I’augmentation de la quantité et al., 2008; Xu et al.,
T Rubinstein et d’ADAM10 a la surface cellulaire 2009)
al.,
unpublished
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Table I1: Protéines interagissant avec les tétraspanines sans candidat pour la tétraspanine partenaire

Molécules associées

Tétraspanine associée
identifiée

Détergent le plus stringent dans lequel I'interaction est conservée et
commentaires

Molécules d’adhésion

Intégrine a1l CD9 Brij97 (Lozahic et al., 2000)
Intégrine a5p1 CD9,CD151 CHAPS ; Brij58; interaction pas observée en Brij97 (Rubinstein et al., 1994;
Sincock et al., 1999)

Intégrine a7p1 CD151, CD9 CHAPS (Sterk et al., 2000)

Intégrine a L2 CD82 Brij96 (Shibagaki et al., 1999)

Intégrine aMp2 CD63 Brij58 (Skubitz et al., 1996)

Intégrine avp5 CD81 Brij97 (Chang and Finnemann, 2007)

CD42/gplb CD9 CHAPS + pontage chimique (Longhurst et al., 1999; Slupsky et al., 1997)

CD44 CD9*, Tspans, Brij97 (Le Naour et al., 2006; Xu et al., 2009); Pontage chimique avec le
Tspanl2* CD9 aprés dépalmitoylation (Kovalenko et al., 2007)

GPVI Tspan9, CD9, CD151 Brij97 (Protty et al., 2009)

Syndecan CD9 CHAPS (Jones et al., 1996)

Lu/B-CAM/ CD239 CD9* Brij97 (Andre et al., 2006)

CD36 CD9 Brij96 (Miao et al., 2001a; Miao et al., 2001b)

L1-CAM CD9 une interaction a été observée en CHAPS (Schmidt et al., 1996) mais pas en

Brij97 (données non publiées du laboratoire)

24



Protéines a domaines Immunoglobulines

MHC-I CD82, CD81, CD53, Brij 97 (CD9) (Lagaudriere-Gesbert et al., 1997b; Le Naour et al., 2006) ;
CD9* Pontage chimique avec le CD9 apres dépalmitoylation (Kovalenko et al.,
2007); I’interaction avec CD53 et CD81 est seulement supposée par des
experiences de FRET (Szollosi et al., 1996)
MHC-II CD9*, CD53, CD81, CHAPS (Angelisova et al., 1994; Rubinstein et al., 1996); mAb FRET
CD82, CD37 (Szollosi et al., 1996); Baseé sur le profil de protéines précipitées en marquage
biotine, I’interaction est probablement conservée en Brij 97 (Horvéath et al.,
1998)
CD2 CD9, CD53 CHAPS (Bell et al., 1992; Toyo-Oka et al., 1999); dans une autre etude, pas
d’interaction de CD2 avec CD81 ou CD82 n’a pu étre observée en CHAPS
ou Brij97 (Imai et al., 1995; Imai and Yoshie, 1993)
CD3 CD9, CD81, CD82 CHAPS (Toyo-Oka et al., 1999). Association pas observée en Brij 96 (Imai
and Yoshie, 1993)
CD4 CD81,CD82 Brij96 (Imai and Yoshie, 1993)
CD5 CD9 CHAPS (Toyo-Oka et al., 1999) ; dans une autre etude, ’interaction observée
avec CD81 ou CD82 en CHAPS est variable et pas observée en Brij96 (Imai
and Yoshie, 1993)
CD8 CD81, CD82 Brij96 (Imai and Yoshie, 1993)

Autres récepteurs

EGFR CD82, CD9, Tspanl2* | Brij98 (Odintsova et al., 2000), CHAPS CD9 (Murayama et al., 2008), Brij
96/97 Tspanl12 (Xu et al., 2009)

GPR56 CD9, CD81* Brijo6 (Little et al., 2004)

cKit/CD117 CD9, CD81, CD63 CHAPS (Anzai et al., 2002)

c-MET CD82, CD151 Brij98 (Klosek et al., 2005; Takahashi et al., 2007; Todeschini et al., 2007).

Pas d’interaction de CD82 avec c-Met n’a pu étre observée dans d’autres
études (Sridhar and Miranti, 2006)

CD71 (transferrin receptor)

CD81, Tspanl2*

Brij 97 (Abache et al., 2007; Xu et al., 2009)

AMPA receptor

Tspan7

(Bassani et al., 2012)

25



Enzymes associés a la membrane

CD26/ dipeptidyl peptidase IV

CDo*

Brij97 (Le Naour et al,, 2006); base sur le profil de protéines co-

immunoprécipitées avec CD26, Tspan8 s’associe probablement également avec

CD26

CD13/aminopeptidase N

CD9, CD81*, Tspan12*

Spectrométrie de masse (Xu et al., 2009). Un anticorps isolé pour sa capacité a
co-immunoprécipiter les tétraspanines reconnait CD13 et a été utilise pour
confirmer la presence de CD13 dans les I[P CD9 (données non publiées du
laboratoire). Association avec CD81 confirmée dans le (Xu et al,, 2009)

CD38/cyclic ADP-ribose
hydrolase

CD9

CHAPS (Zilber et al., 2005)

CD224/ y-glutamyltransferase 1

CD9* CD37, CD81,
CD53, CD82

Brij97 (Le Naour et al,, 2006; Nichols et al., 1998)

Y-secretase

CD9, CD81

CHAPSO (Wakabayashi et al., 2009)

Protéines a passages transmembranaires

Choline Transporter Like Protein
1 (CTL1)/CDw92

CDo*

Brij97 (Andre et al,, 2006; Le Naour et al.,, 2006)

CD20 CD53, CD81, CD82 mAb FRET (Szollosi et al., 1996)

L6 CD81, CD63, CD151, 0.8% Brij 98/0.2% Triton X-100 (Lekishvili et al., 2008)

CD47 CD9 CHAPS (Longhurst et al., 1999)

Autres

CD46 CD9*, CD81, CD82, Brij97 (Lozahic et al., 2000); interaction avec les tétraspanines probablement

CD151

indirecte, via les intégrines

Leu-13/IFITM1 CD81 CHAPS (Takahashi et al,, 1990)

Aggrus/podoplanin CD9 Bri97. L'expression du CD9 dans des lignées de carcinomes retardant
I'activation plaquettaire grice a la podoplanine (Nakazawa et al., 2008)

SCIMP CD37,CD53, CD81 CHAPS, Brij98 (Draber etal., 2011)
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Les tétraspanines sont présentes dans une fraction de membrane dite résistante aux
détergents (DRMs), ce qui indique qu’elles se situent dans un environnement lipidique
particulier. Les DRMs comportant les tétraspanines présentent certaines homologies avec les
radeaux lipidiques (rafts) mais aussi plusieurs caractéristiques propres aux microdomaines
enrichis en tétraspanines (TEMs) qui les différencient. Alors que les rafts sont résistants a un
traitement par le TritonX100 a 4°C, les TEMs sont dissociés dans ces conditions. A 1’inverse,
un traitement au Brij97 a 37°C maintient les TEMs alors qu’il dissocie les rafts (Claas et al.,
2001; Charrin et al., 2003b). Les deux domaines difféerent également par la présence de
protéines spécifiques, comme par exemple les protéines a ancre GPI et les cavéolines qui ne
sont présentent que dans les rafts, et ’analyse protéomique des complexes CD9 n’a pas révélé
la présence de ces protéines (Rajendran and Simons, 2005; Le Naour et al., 2006a; André et
al., 2006). Les rafts sont sensibles a la déplétion en cholestérol alors que les TEMs sont
résistants. Enfin, il a été montré par suivi de molécules isolées que CD55, une protéine a
ancre GPI, et CD9 ont des comportements différents et que sur des cellules vivantes la
dynamique des TEMs est distincte des rafts (Espenel et al., 2008; Barreiro et al., 2008).

Les tétraspanines se partitionnent dans les fractions de faibles densité en gradient de
sucrose et interagissent avec des composants de la bicouche lipidique comme les gangliosides
ou le cholestérol (Ono et al., 2001; Charrin et al., 2003a; Delaguillaumie et al., 2004). La lyse
des cellules par la digitonine, un réactif qui permet de précipiter le cholestérol, entraine la
précipitation des complexes a tétraspanines, suggérant que le cholestérol participe a la
formation du « tetraspanin web ». Néanmoins, la contribution précise du cholestérol est
toujours soumise a débat. Il a été démontré que 1’ajout de MBCD (methyl-B-cyclodextrine),
une drogue permettant I’extraction du cholestérol, dans le milieu de culture des cellules ne
modifie pas le profil de protéines immunoprécipitées par le CD9 dans des conditions de lyse
non stringentes mais diminue fortement I’association de CDS81 avec les complexes a
tétraspanines et l’infection par le parasite responsable de la malaria (dont CD81 est le
récepteur) (Claas et al., 2001; Silvie et al., 2006b). Enfin, si la lyse cellulaire est faite en
présence de MBCD ou avec un détergent qui séquestre le cholestérol (comme la saponine), les
interactions entre tétraspanines ne sont plus conservées (Charrin et al., 2003a). Le cholestérol
a donc un role dans la stabilisation des interactions entre tétraspanines mais est important

également pour la fonction de certaines tétraspanines.
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La palmitoylation des tétraspanines est également impliquée dans la stabilisation des
interactions entre tétraspanines et peut modifier la localisation subcellulaire des protéines
avec lesquelles elles interagissent (Charrin et al., 2002; Zhou et al., 2004; Yang et al., 2002).
La palmitoylation des tétraspanines est dynamique et peut étre induite : la stimulation des
lymphocytes B induit une augmentation de la palmitoylation de CD81 alors que les stress
oxydants I’inhibe (Clark et al., 2004; Cherukuri et al., 2004a). 1l a également été démontré
que P’activation plaquettaire augmente la palmitoylation des tétraspanines CD9 et CD63
(Israels and McMillan-Ward, 2010). La palmitoylation peut aussi réguler différentiellement
’association des tétraspanines avec leurs partenaires puisque 1’isoforme € de la protéine 14-3-
3 interagit de fagon constitutive avec un mutant non palmitoylable de CD81 et pas avec le
CD81 palmitoyle, qu’EWI-2 s’associe plus fortement avec le CD9 non palmitoylé ou
qu’ADAMI10 ne s’associe qu’a Tspanl2 palmitoylé (Clark et al., 2004; Yang et al., 2006; Xu
et al., 2009).

La palmitoylation des protéines partenaires est aussi impliquée dans I’interaction avec les
tétraspanines puisque la synaptotagmine VII n’interagit avec le CD63 que lorsqu’elle est
palmitoylée ou que la palmitoylation d’Ewi-2 est nécessaire pour son interaction avec CD9 et
CD81 (Flannery et al., 2010; Montpellier et al., 2011).

Les TEMs (Tetraspanin Enriched Microdomains) représentent I’ensemble des interactions
qui constituent le réseau organisé par les tétraspanines (« tetraspanin web »). Il existe
également des zones de la membrane enrichies localement en tétraspanines (les TEAS) qui
sont stables dans le temps (plusieurs minutes) et dans I’espace. En plus de ces zones
ponctuelles enrichies en tétraspanines, des paires tétraspanine/protéine partenaire « libres »
circulent librement dans la membrane puisqu’il a été montré que la composante confinée,
composante majoritaire pour les tétraspanines présentes dans les TEAs, dans le mouvement
du CD9 ne concerne que 20% des molécules (Espenel et al., 2008). Lorsque ces complexes
« libres » entrent en contact avec les tétraspanines présentes dans les TEAs, la vitesse de
diffusion chute et le mode de déplacement passe de brownien a confiné (Espenel et al., 2008).
Ainsi il peut y avoir échange de partenaires entre les tétraspanines pour réguler de fagon
dynamique la composition protéique des TEAs (figure 5). Toutes les protéines ne sont pas
retenues dans les TEAs puisque le CD55 ne présente pas de modifications de son coefficient

de diffusion lorsqu’il entre dans les TEAs.
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La composition des TEAs est donc dynamique et 1’interaction avec les tétraspanines peut
permettre de réguler le trafic ou ’activité de leurs protéines partenaires. Il existe un exemple
de TEAs spécialisées dans 1’adhésion. Barreiro et al ont montré qu’il existe des zones riches
en CD9 et en CDI151 qui sont enrichies en protéines importantes pour 1’adhésion des
leucocytes aux cellules endothéliales, ICAM1 et VCAML. Ces TEAs spécialisées ont éeté
appellées EAPs (Endothelial Adhesive Platforms). 1l existe des interactions entre les
tétraspanines et les récepteurs d’adhésion en dehors des EAPs mais elles sont stabilisées dans
le temps et I’espace lorsque ces paires « libres » entrent en contact avec les EAPs. L’avidité
des récepteurs d’adhésion est alors plus forte que lorsqu’ils sont a I’extérieur des EAPs, ce qui
permet une adhésion plus forte et plus efficace des leucocytes a la surface des cellules
endothéliales (Barreiro et al., 2008).

L’ensemble de ces données a permis d’établir le modele des TEAS qui est schématisé ci-

dessous.

C
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Figure 5 : Vue schématique des échanges dans les zones enrichies en tétraspanines
Des échanges dynamiques ont lieu entre les paires Tétraspanines (symbolisées par
un T)/protéines partenaires (symbolisées par un P) et les TEAs (symbolisées par
I’ovale jaune). Adapté de (Charrin et al., 2009).
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Régulation de la localisation et/ou de la maturation des protéines partenaires

Il existe de nombreux exemples montrant que les tétraspanines peuvent réguler la
localisation et/ou la maturation de leurs protéines partenaires (pour revue voir (Berditchevski
and Odintsova, 2007)). Par exemple, la présence d’Ewi-2, une protéine partenaire de CD9 et
CD81, est fortement réduite a la surface des ovocytes des souris KO pour CD9 (He et al.,
2009) et la transfection du CD81 dans les cellules U937 (qui ne possedent pas de CD81)
permet la maturation et I’adressage a la membrane plasmique d’Ewi-2 (Stipp et al., 2003).
L’urothélium est formé par 1’assemblage des complexes UPIa-UPII et UPIb-UPIII qui forme
les plagques urotheliales (pour revue voir (Hu et al., 2005)). L’expression des tétraspanines
spécifiques de 1’urothélium (UPIa et UPIb) sont nécessaires pour le trafic de leurs protéines
partenaires (UPII et UPIII) qui sinon restent bloquées dans le réticulum puis sont dégradées
par le protéasome (Tu et al., 2002).

Dans les chapitres suivants les exemples de la régulation de la localisation des protéines

lysosomales par CD63 et du CD19 par CD81 seront détaillés plus avant.

La régulation du trafic par CD63

Certaines tétraspanines possedent des motifs de localisation cellulaire leur permettant
d’étre exprimées dans d’autres compartiments que la membrane plasmique. C’est le cas de
CD63 qui possede une sequence GYEVM d’adressage au lysosome dans son extrémité C-
terminale cytosolique qui lui permet également d’interagir avec le complexe AP-3 qui régule
le trafic des protéines adressées aux lysosomes (Rous et al., 2002). Il a été montré que
I’interaction de protéines avec CD63 leur permet d’adopter une localisation endosome
tardif/lysosome.

La synaptotagmine VII ne forme un complexe avec le CD63 que lorsqu’elle est
palmitoylée. La perte d’interaction de la synaptotagmine VII avec CD63 déplace sa
localisation des lysosomes et aboutit a son accumulation dans le réseau trans-golgien. En effet,
la déplétion du CD63 par interférence ARN, I’expression d’un mutant non palmitoylable de la
synaptotagmine ou I’inhibition de la palmitoylation par des inhibiteurs chimiques entraine la
perte d’association avec le CD63 et son exclusion des lysosomes (Flannery et al., 2010).

La sous-unité p de la pompe a protons H,K-ATPase (HKp), est localisée a la membrane
plasmique de cellules COS lorsqu’elle est transfectée seule mais est relocalisée dans des

vésicules intracellulaires CD63-positives quand elle est co-exprimée avec le CD63. Le CD63

30



permet une relocalisation de la HKp en recrutant les protéines AP-2 et -3 qui se fixent a son
extrémité C-terminale contenant le motif GYEVM (Duffield et al., 2003).

Une étude récente a montré que le CD63 a aussi un réle dans la mise en place et la
maturation de structures endosomales tardives spécialisées comme les mélanosomes. Le
CD63 protege PMEL de la dégradation en empéchant son trafic ESCRT-dépendant vers les
lysosomes, ce qui permet la formation de fibrilles servant ensuite a concentrer la mélanine

pour produire des mélanocytes matures (van Niel et al., 2011).

CD63 orchestre donc le trafic de ces protéines partenaires afin de permettre la formation de
structures spécialisees ou d’assurer une localisation adaptée afin que ses protéines partenaires

puissent exercer leurs fonctions (Pols and Klumperman, 2009).

Régulation de I'activité et de la localisation du CD19 par CD81

CD19 est une protéine clé dans D’activation des lymphocytes B qui participe a la
transduction du signal apres activation du BCR (récepteur des cellules B). CD81 s’associe a
CD19 des les premiéres étapes de maturation des cellules B (Shoham et al., 2003). Trois
souris KO pour CD81 ont été indépendamment produites et toutes trois montrent une baisse
d’expression de CD19 a la surface des lymphocytes B (Maecker and Levy, 1997; Tsitsikov et
al., 1997; Miyazaki et al., 1997). En effet, malgré un niveau comparable d’ARNm, la délétion
de CD81 entraine une diminution du marquage CD19 de surface qui peut étre diminué jusqu’a
8 fois dans les stades de différenciation pré-Bll (Shoham et al., 2003). Cette diminution peut
étre réversée en ré-exprimant CD81 dans les cellules B précurseurs et ’expression d’une
chimere CD9-CD81 ne contenant que le premier passage transmembranaire de CD81 est
capable d’augmenter le niveau membranaire de CD19. Il a également été montré que
I’expression du CD81 restaure I’expression du CD19 a la surface cellulaire en permettant sa
sortie du réticulum (Shoham et al., 2003; 2006). En accord avec ces données, un patient
présentant une mutation du CD81 aboutissant a 1’absence de CD81 a la surface des cellules
présente une forte diminution du niveau de surface de CD19 (van Zelm et al., 2010). Le CD81
est egalement impliqué dans la signalisation B puisqu’il fait partie, de par son interaction
directe avec CD19, du complexe d’activation lymphocytaire CD19/CD21/Leu3/CDS81 et
I’induction de la palmitoylation du CD81 par I’engagement du BCR permet la relocalisation
du complexe CD19/CD21/Leu3/CD81 dans des DRMs, ce qui contribue a I’augmentation du
signal (Cherukuri et al., 2004a; b).
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Régulation de I'activité et/ou de la signalisation des protéines partenaires

Les tétraspanines s’associent avec des protéines qui possédent des activités catalytiques,
comme par exemple des peptidases ou des récepteurs aux facteurs de croissance a activité
tyrosine kinase, et peuvent moduler leur activité. La stimulation par des anticorps anti-
tétraspanines peut aussi réguler I’activité catalytique de peptidases comme ADAM10. Cet
exemple sera développé dans la partie suivante consacrée a ADAM10.

Le CD82 est I’'une des tétraspanines dont I’association avec les récepteurs aux facteurs de
croissance est la plus documentée. La co-immunoprécipitation de CD82 avec le récepteur a
I’EGF (EGFR) ou a ’'HGF (c-Met) est observée dans des conditions de lyse non-stringentes
(Takahashi et al., 2007; Odintsova et al., 2000a). Ces interactions sont regulées par
I’expression des gangliosides (Odintsova et al., 2006; 2000a; Todeschini et al., 2007; Wang et
al., 2007c). L’expression de CD82 régule négativement ’activation de I’EGFR et c-Met. Il a
été montré que I’expression de CD82 diminue la migration induite par la fixation des ligands
de ’EGFR et c-Met (Sridhar and Miranti, 2005; Odintsova et al., 2000a). CD82 peut induire
une relocalisation de ’EGFR dans des fractions de faibles densités en gradient de sucrose qui
est corrélée a une atténuation de la dimérisation de ’EGFR en réponse a la fixation de son
ligand (Odintsova et al., 2003). L’ensemble de ces données suggere que le CD82 organise la
compartimentation des récepteurs avec la participation des gangliosides et régule 1’activité de

I’EGFR et c-Met.

L’une des tétraspanines dont 1’association avec les intégrines est la mieux caractérisée est
le CD151 qui peut interagir avec les intégrines a3p1, a4pl, a5p1, a6p1, allbf3 et abp4
(Yanez-Mo et al., 1998; Yauch et al., 1998; Sincock et al., 1999; Serru et al., 1999; Hasegawa
et al., 1998; Fitter et al., 1999; Sterk et al., 2000). L’interaction avec a3p1, a6B1 est directe
alors que I’interaction avec a4P1 se fait par I’intermédiaire du CDS81 (Serru et al., 1999). Le
CD151 participe a la formation et a la stabilité de différentes structures adhésives comme les
hémidesmosomes ou les jonctions inter-cellulaires (Yanez-Mo et al., 1998; Sterk et al., 2000;
Shigeta et al., 2003). 1l est également impliqué dans la régulation de I’interaction entre les
intégrines et leur substrat (Lau et al., 2004; Lammerding et al., 2003; Nishiuchi et al., 2005;
Winterwood et al., 2006; Chometon et al., 2006). En effet CD151 participe a la régulation de
la glycosylation d’a3B1 qui est importante pour son activité (Baldwin et al., 2008) et permet
la mise en relation des intégrines avec les petites protéines G de la famille Rho (Shigeta et al.,
2003; Johnson et al., 2009). En accord avec ces données, il a tres récemment été démontré un
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role du CD151 dans ’organisation de structures adhésives spécialisées puisque 1’expression
du CD151 permet le recrutement et 1’activation des GTPases Rac et Cdc42, mais pas Rho,
grace a la formation d’un complexe intégrines/CD151/GTPases. Le CD151 en déplacant ses
partenaires intégrines vers les TEMs permet leur couplage avec les GTPases Rac/Cdc42,
augmente 1’activation des GTPases en réponse a la liaison des intégrines a la lamine et aboutit
a I’augmentation de la migration des cellules et de la transcription de la métalloprotéase
MMP9 dans des cellules de mélanome (Hong et al., 2012). Ces données sont d’autant plus
importantes que le couple CD151/intégrine a6 a un role dans la progression du cancer du sein
(YYang et al., 2008) et que le couple CD151/intégrine B1 augmente la formation de métastases
d’une lignée de cancer hépatocellulaire (HCCLM3) chez la souris et est un facteur de mauvais

pronostic dans le cancer du foie chez I’homme (Yauch et al., 1998; Devbhandari et al., 2011).

Les tétraspanines comme récepteurs

Il est bien établi que les tétraspanines interagissent avec un grand nombre de protéines
transmembranaires ou cytosoliques, au sein de la méme cellule. 1l a été aussi montré, dans de
rares exemples, que certaines protéines peuvent se fixer sur les tétraspanines en trans. Un des
exemples les mieux définis est la fixation de la protéine E2 de I’enveloppe du VHC. Cet
exemple est détaillé dans le chapitre suivant. D’autres protéines peuvent étre des ligands des

tétraspanines.

PSG17 (Pregnancy-Specific Glycoprotein 17), est une protéine soluble de la super-famille
des immunoglobulines sécrétée par le placenta. Elle interagit de facon spécifique avec un
motif SFQ présent dans la grande boucle du CD9 (le méme motif que celui qui est impliqué
dans la fusion des gametes (Arduise et al., 2008; Zhu et al., 2002a)) et inhibe la fusion des
gametes chez la souris si elle est pré-incubée avec les ovocytes (Peschon et al., 1998;
Ellerman et al., 2003; Waterhouse et al., 2002). L’inhibition de la fusion est réversible car

apres lavage du PSG17 fixé, la fusion est a nouveau possible.

Le CD9 a aussi été suggéré comme étant un récepteur pour 1’IL-16 (Le Gall et al., 2009; Qi
et al., 2006). Neanmoins, le seul argument avance par cette étude est le fait que la fixation de
I’IL-16 soit bloguée par des anticorps anti-CD9. Cet argument est insuffisant pour montrer
avec certitude qu’une tétraspanine est le récepteur. En effet des anticorps anti-CD9 sont

capables de diminuer la fixation de la toxine diphtérique sur les cellules. De plus, I’expression
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de CD9 augmente la sensibilité des cellules a la toxine (Zhu et al., 2002a; lwamoto et al.,
1991). Néanmoins, il a été montré que le récepteur a la toxine n’est pas le CD9 mais une de
ses protéines partenaires, le HB-EGF. Ainsi, I’effet du CD9 est de potentialiser la fixation de
la toxine sur sa proteine partenaire (Ellerman et al., 2003; Iwamoto et al., 1994; Waterhouse
et al., 2002), montrant qu’il est trés délicat de démontrer qu’une protéine est le ligand d’une

tétraspanine et qu’une inhibition par des anticorps n’est pas suffisante pour le démontrer.

Il a été suggéré par double hybride que la tétraspanine CD63 peut interagir avec la partie
C-terminale de TIMP-1 (Tissue-Inhibitor of Metalloproteinases 1), un inhibiteur de
métalloprotéases, et confirmé biochimiquement que les deux protéines interagissent a la
surface de cellules MCF10A (une lignée de cellules épithéliales mammaire). La formation
d’un complexe TIMP-1/CD63/intégrine f1 active Erk et a un effet anti-apoptotique (Qi et al.,
2006; Jung et al., 2006).

Les tétraspanines peuvent aussi avoir comme ligands des protéines membranaires situées
sur d’autres cellules avec lesquelles elles interagissent en trans. C’est le cas de CD82 qui
reconnait la protéine DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) qui est présente a la
surface des cellules endothéliales. Cette interaction a été découverte par double-hybride et la
présence de DARC est indispensable a la capacité de suppression de métastases de CD82 in-
vivo (Iwamoto et al., 1991; Bandyopadhyay et al., 2006).

Les tétraspanines comme molécules de signalisation

Il a tres récemment été montré que la tétraspanine CD37 peut étre phosphorylée en réponse
au traitement par des anticorps spécifiques et déclencher une cascade d’événements
intracellulaires pro- ou anti-apoptotiques. En effet, Lapalombella et al ont montré la présence
de tyrosines phosphorylables dans les domaines cytosoliques N- et C-terminaux. La tyrosine
du domaine N-terminal est comprise dans un motif « ITIM-like » qui permet le recrutement
de la protéine SHP1, initiant une voie de signalisation intracellulaire aboutissant a la mort
cellulaire par apoptose. Du coté C-terminal, la tyrosine est incluse dans un motif de type
« ITAM » et sa phosphorylation permet 1’activation d’une voie PI3K qui promeut la survie
cellulaire (Lapalombella et al., 2012). Cette étude démontre un mode d’action de drogues
(anticorps) ciblant CD37 dans le traitement de leucémies lymphoides chroniques (LLC). En

effet, le CD37 est spécifique des lymphocytes B ce qui le désigne naturellement comme cible
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pour le traitement des LLC. Il a été montré que des immunothérapies ciblant CD37 induisent
la mort des cellules B de patients atteints de LLC (Zhao et al., 2007). Ainsi ces approches
thérapeutiques ciblant CD37 dans le cas des LLC sont maintenant en essais cliniques aux
Etats-Unis.

Tétraspanines et pathologies humaines

Tétraspanines et cancer

L’implication des tétraspanines dans le cancer est connue de longue date puisque certaines
tétraspanines ont été découvertes comme antigenes associés aux tumeurs et des tétraspanines
sont utilisées comme facteurs pronostiques. Des études in-vitro ont montré que les
tétraspanines interviennent dans des processus tumoraux grace a leur capacité a organiser des
complexes protéiques qui ont été trés largement décrits et en modulant 1’expression ou
I’activation de leurs protéines partenaires, notamment les intégrines ou les récepteurs aux
facteurs de croissance. Il est par exemple tres bien décrit que la régulation de la fonction des
intégrines par le CD151 est impliquée dans la progression des cancers. Les tétraspanines
régulent, dans un grand nombre de cas, la mobilité et le pouvoir invasif des cellules
cancéreuses in-vitro (lwamoto et al., 1994; Yafiez-Mo et al., 2009) et sont utilisées comme
facteurs pronostics dans différents cancers et elles peuvent étre divisées en 2 groupes, selon
qu’elles promeuvent ou inhibent le développement et/ou la formation de tumeurs. Je me
focaliserai sur les tétraspanines les plus étudiées dans ce contexte : CD9, CD82, CD151 et
Tspan8.

CD9 et CD82 sont impliqués dans de nombreux processus biologiques fondamentaux
(parmi lesquels ’aggrégation et I’adhésion cellulaire, la mobilité, I’invasion, 1’apoptose...).
Leur absence provoque de fortes perturbations participant a la formation de métastases (Z6ller,
2008; Tonoli and Barrett, 2005; Romanska and Berditchevski, 2010).
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Les suppresseurs de métastases, CD9 et CD82

Un trés grand nombre d’études in-vitro ont montré que CD9 et CD82 inhibent la mobilité
et le pouvoir invasif des cellules tumorales. De plus, la présence de I’ARNm de CD9 ou de
CD82 est un facteur de bon pronostic dans de nombreux cancers alors que leur absence est
corrélée a la survenue de métastases et aux rechutes (Jung et al., 2006; Richardson et al.,
2010; Tonoli and Barrett, 2005).

Il a été montré que le CD9 est exprimé sur les tumeurs primaires et que son expression
diminue au cours de la progression tumorale des cancers du poumon, du sein, du colon, de la
peau, des ovaires, de I'utérus, de 1’estomac, de la cavité orale, de la téte et du cou, de la
prostate et du pancréas (Si and Hersey, 1993; Miyake et al., 1995; Cajot et al., 1997; Mori et
al., 1998; Sho et al., 1998; Uchida et al., 1999; Kusukawa et al., 2001; Miyamoto et al., 2001;
Murayama et al., 2002; Sauer et al., 2003; Mhawech et al., 2003; Wang et al., 2007a; De
Bruyne et al., 2008; Buim et al., 2010; Yoon et al., 2010; Funakoshi et al., 2003). De plus, des
études se sont intéressées a 1’expression différentielle des ARNm de tumeurs primaires et de
métastases de patients et ont identifié CD9 comme étant réprimé dans les cellules
métastatiques, par rapport aux cellules de la tumeur primaire, chez des patients souffrant de
cancer du sein (Mimori et al., 2005) et de cancers colorectaux (Cajot et al., 1997). La
transfection ou la sur-expression de CD9 diminue fortement le pouvoir migratoire in-vitro
(lkeyama et al., 1993; Funakoshi et al., 2003) ainsi que le pouvoir métastatique in-vivo
(Ikeyama et al., 1993; Miyake et al., 2000; Zheng et al., 2005; Takeda et al., 2007a; Ovalle et
al., 2007). Les mécanismes moléculaires sont encore peu connus. Néanmoins, il a été montré
que I’expression du CD9 dans des lignées de fibrosarcomes et de cancer du poumon régule la
transcription d’un grand nombre de geénes. Parmi ceux-Ci des genes de la voie Wnt sont
réprimes et pourraient représenter 1’une des explications moléculaires de 1’effet anti-tumoral
de CD9, de par leur implication dans la transformation cellulaire ou les processus
mtastatiques (Huang et al., 2004).

La présence du CD9, in-vitro, diminue fortement la mobilité cellulaire (Funakoshi et al.,
2003; lkeyama et al., 1993) et participe a la régulation de 1’activité des intégrines. En effet, il
a été montré que I’expression de CD9 dans des cellules de carcinomes colique augmente
I’adhésion dépendante des intégrines et diminue la mobilité des cellules (Ovalle et al., 2007).
CD9 est aussi impliqué dans les remaniements du cytosquelette et de la morphologie
cellulaire consécutifs a 1’adhésion. Ainsi I’expression du CD9 régule la dynamique du

cytosquelette en altérant la localisation des protéines Arp2/3 et en réprimant I’expression de
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WAVE?2. Ces protéines sont nécessaires a la ramification du cytosquelette d’actine qui permet
la formation du lamellipode et la perte de WAVE?2 aboutit a une suppression de la mobilité
cellulaire. Néanmoins, les mécanismes par lesquels CD9 peut réguler WAVEZ2 ne sont pas
connus (Huang et al., 2006).

Il a également été montré dans les leucémies aiglies lymphoblastiques B (LAL-B) que
I’expression du CD9 est corrélée au potentiel souche des cellules tumorales puisque les
cellules dont I’expression de CD9 est la plus forte sont transplantables en série chez la souris,
présentent des capacités d’auto-renouvellement et d’efflux des drogues alors que les cellules
négatives pour ’expression de CD9 ne sont pas transplantables en série. Chez des patients
soufrant de LAL-B, I’expression de CD9 est corrélée a celle de CD34. Enfin, I’expression de
CD9 est correlée a I’expression de USP22, une dé-ubiquitinase de I’histone H2B, qui est une
protéine «signature » du phénotype souche, suggérant que I’expression du CD9 corr¢le
fortement avec les cellules ayant un phénotype souche (Nishida et al., 2009; Yamazaki et al.,
2011).

L’expression de CD82 est, comme pour CD9, perdue au cours de la progression tumorale
des cancers de la prostate, du sein, du colon, du pancréas, de la vessie, du poumon, de la
cavité orale, de I’estomac, du foie, de I’cesophage, de I’endométre (Huang et al., 2004; Dong
et al.,, 1996; Yu et al., 1997; Maurer et al., 1999; Lombardi et al., 1999; Yang et al., 2000;
Dong et al., 1995). L’expression de CD82 dans des lignées tumorales inhibe le processus
métastatique in-vivo (Takaoka et al., 1998b; a; Yang et al., 2001; Takeda et al., 2007a). Il
existe différentes pistes quant aux mécanismes moléculaires mis en place par CD82. D’abord,
CD82 pourrait stabiliser les interactions inter-cellulaires, empéchant ainsi les cellules de
quitter la tumeur primaire. En effet, CD82 renforce les adhésions inter-cellulaires dépendante
de la E-cadhérine (Nishida et al., 2009; Abe et al., 2008; Yamazaki et al., 2011). Ensuite,
CD82 diminue la mobilité et I’invasion cellulaires par plusieurs mécanismes : CD82 s’associe
avec I’intégrine ab et, en augmentant son internalisation, diminue I’adhésion et la migration
sur la laminine et la fibronectine (Dong et al., 1996; He, 2004; Yu et al., 1997; Maurer et al.,
1999; Lombardi et al., 1999; Yang et al., 2000). De plus la sur-expression d’Ewi-2, une
protéine a domaines immunoglobulines partenaire de CD9 et CD81, augmente 1’inhibition de
la migration par CD82 (Zhang et al., 2003). Enfin, le CD82 peut aussi s’associer avec les
récepteurs a activité tyrosine kinase pour réguler leur activité. En effet, CD82 peut augmenter

I’internalisation de I’EGFR et ainsi atténuer 1’activation du récepteur (Abe et al., 2008;
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Odintsova et al., 2000b). CD82 s’associe aussi avec c-Met, le récepteur de I’HGF (Hepatocyte
Growth Factor) et empéche son activation (He, 2004; Sridhar and Miranti, 2005).

Comme décrit dans le chapitre précédent, CD82 est le récepteur de la protéine DARC qui
est exprimée a la surface des cellules endothéliales. L’interaction de CD82 avec son ligand
entrainerait I’adhérence aux cellules endothéliales puis la mort des cellules tumorales par
sénescence (Bandyopadhyay et al., 2006). Ce mécanisme permet d’empécher la diffusion des
cellules tumorales qui doivent, pour métastaser, le contourner en réprimant 1’expression de
CDa8z2.

Co-029/Tspan8, CD151 et leurs capacités pro-tumorales

Les premiéres expériences qui ont démontré un role de CD151 dans la formation de
métastases reposent sur 1’inhibition in-vivo, chez le poulet, de la formation de métastases, sans
effet sur I’adhésion ou la prolifération, par le traitement avec un anticorps anti-CD151(Testa
et al., 1999). Depuis, le CD151 a été montré comme sur-exprimé dans les cancers du sein, de
la prostate, du colon, du rein , du foie, de I’cesophage, du pancréas, corrélé a un mauvais
pronostic, une survie plus faible et un taux de rechute plus élevé (Zéller, 2008; Richardson et
al., 2010; Romanska and Berditchevski, 2010; Ang et al., 2004; Ke et al., 2009; Novitskaya et
al., 2010; Tokuhara et al., 2001; Huang et al., 2010; Suzuki et al., 2011; Zhu et al., 2011; Yoo
etal., 2011; Voss et al., 2011; Lin et al., 2011; Kwon et al., 2012). CD151 semble exercer son
effet pro-tumoral en augmentant la mobilité, le pouvoir invasif mais aussi en augmentant la
vascularisation tumorale et I’activité de certaines métalloprotéases. En effet, les expériences
de sur-expression ou de déplétion par interférence ARN montrent que CD151 promeut la
mobilité cellulaire et 1’invasion. Il a ét¢é montré que I’utilisation d’anticorps anti-CD151
inhibe la migration des cellules HEp3 in-vitro et que, in-vivo chez le poulet, il empéche les
cellules tumorales de quitter la tumeur primaire (Zijlstra et al., 2008). Le CD151 est impliqué
dans la communication entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales et son niveau
d’expression corréle avec le degré de néovascularisation tumorale et avec la capacité des
tumeurs a induire I’angiogenése (Sadej et al., 2009; Shi et al., 2010).

Il a été suggéré par double hybride que le CD151 interagit avec MMP7 et que, dans des
cellules de carcinome rénal CaR-1 et dans des cellules COS7 exprimant stablement CD151, il
’active et augmente la dégradation de la matrice extracellulaire. Sur des tissus humains de
cancer du poumon, MMP-7 et CD151 sont co-localisés a la membrane des cellules (Shiomi et
al., 2005). Il a également été montré dans des cellules de carniomes hépatiques que
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I’expression du CD151 augmente I’expression et la sécrétion de MMP-9 et que la forte
expression de CD151 et MMP-9 corréle avec une néoangiogenese tumorale plus élevée (Shi
etal., 2010).

Enfin, CD151 interagit avec les intégrines, régule leur activité et augmente la migration et
I’invasion des cellules. CD151 est également impliqué dans le renforcement des adhésions
cellule-cellule et cellule-matrice mais aussi dans leur internalisation. Ainsi, un traitement par
des anticorps anti-CD151 entraine une diminution de la migration di a un défaut de
détachement de I’arriére de la cellule (Zijlstra et al., 2008). Il apparait difficile de concilier le
fait que le CD151 augmente les interactions cellule-cellule et cellule-matrice avec le fait qu’il
soit un promoteur de metastases mais une étude récente a montré que le CD151 peut amplifier
la signalisation activée par les intégrines (notamment la voie PI3K) et induire la transition
épithélium-mésenchyme pour permettre 1’acquisition du phénotype migratoire et invasif (Ke
etal., 2011).

Tspan8 a été pour la premiére fois découvert comme étant un antigene exprimé a la surface
de cellules de cancer colique (Sela et al., 1989). Tspan8 a un role actif dans le développement
des tumeurs, grace notamment a son implication dans 1’angiogenése tumorale. En effet, il a
été montré in-vivo dans des modeéles souris de cancer pancrétique que Tspan8 promeut
I’angiogenese tumorale en stimulant la migration et la prolifération des cellules endothéliales,
la formation de capillaires et la maturation des progéniteurs endothéliaux (Gesierich et al.,
2006; Nazarenko et al., 2010). Enfin, I’expression de Tspan8 dans des cellules de cancer du
pancréas entraine une hémorragie autour de la tumeur primaire et des métastases ainsi qu’une
coagulation intravasculaire disséminée (Claas et al., 1998).

Tspan8 est aussi impliqué dans la formation de métastases puisque son expression correle
avec la formation de métastases dans les carcinomes hépatocellulaires et 1’étude protéomique
de tumeurs colorectales (métastatique et non métastatique) d’'un méme patient a montré une
expression de Tspan8 restreinte a la tumeur métastatique (Le Naour et al., 2006b). De plus, il
a été montré sur des tissus humains que I’expression de Tspan8 est induite dans les clones
invasifs de mélanomes alors qu’il n’est pas exprimé dans les mélanocytes normaux ni dans les
clones de mélanomes non invasifs (n&vus bénins) (Berthier-Vergnes et al., 2011). Enfin, la
transfection de Tspan8 dans des lignées non invasives augmente leur pouvoir métastatique et
la survenue de meétastases (Claas et al., 1998; Kanetaka et al., 2003; Berthier-Vergnes et al.,
2011). Tspan8 peut aussi interagir avec les intégrines, comme par exemple 1’intégrine 06p4 et

la présence de ces deux protéines permet la formation d’un complexe qui augmente la
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mobilité des cellules et entraine la formation de métastases (Herlevsen, 2003). Il a enfin été
démontré que Tspan8 peut interagir avec la E-cadhérine dans des lignées de cancers coliques
et former un complexe avec la p120-caténine pour contréler la migration cellulaire (Greco et
al., 2010).

Tétraspanines et infections

Il est maintenant bien établi que les tétraspanines sont utilisées par les pathogenes humains
comme porte d’entrée et/ou de sortie pour infecter les cellules (van Spriel and Figdor, 2010).
C’est le cas pour les virus tels que le virus d’immunodéficience acquise (VIH) ou le virus de
I’hépatite C (VHC) mais aussi pour des parasites tel que I’agent responsable du paludisme.
D’autres études montrant que des anticorps dirigés contre des tétraspanines bloquent
I’infection par 1’agent pathogéne ont permis de montrer un rdle de certaines tétraspanines
dans d’autres infections virales comme le virus de I’immunodéficience féline (FIV) , le VIH
(Thali, 2011) et I’infection chez les canidés par le virus de la maladie de Carré (CDV, Canine
Distemper Virus) (Loffler et al.,, 1997). Les tétraspanines sont également retrouvees intégrées
dans la membrane des virions, comme cela a été demontré par une approche protéomique
pour le virus de la grippe (Shaw et al., 2008) et pour le VIH (Chertova et al., 2006).
L’exemple le mieux étudié et documenté est la relation entre le CD81 et le virus de 1’hépatite

C que je développerai plus en détail.

Implications de CD81 dans l'infection par des pathogénes humains

Le CD81 est impliqué dans différentes infections par des pathogénes humains comme
HTLV-1, VIH-1, VHC ou P. Falciparum. Les exemples les mieux documentés sont

I’implication dans I’infection par le VHC et par P. Falciparum.
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Le virus de I'"hépatite C

Le VHC est un virus qui touche environ 3% de la population mondiale et provoque des
pathologies hépatiques qui débutent par une hépatite pouvant évoluer en carcinome hépato-
cellulaire. 1l a été montré que la grande boucle extracellulaire du CD81 est le récepteur de la
protéine d’enveloppe E2 du VHC (Pileri et al., 1998; Rajesh et al., 2012). CD81 est un acteur
indispensable pour ’entrée du virus puisque des anticorps anti-CD81 ou une forme soluble de
la grande boucle extracellulaire sont capables d’inhiber I’entrée du virus, que la déplétion par
ARN interférence de CD81 empéche I’infection des cellules HUH7 et que I’expression du
CD81 dans les cellules HepG2, insensibles a I’infection, rends les cellules infectables (Zhang
et al., 2004, Cai et al., 2005; Lindenbach et al., 2005; Pileri et al., 1998; Bartosch et al., 2003;
Wakita et al., 2005).

Les mécanismes moléculaires permettant ’entrée du virus commencent a étre décryptés.
Lorsque les cellules sont infectées par le VHC ou incubées avec la protéine E2 soluble, CD81
et la claudine-1 sont internalisés par un mécanisme dépendant de la clathrine et des Rho-
GTPases (Farquhar et al., 2012). De plus, il a également été montré que la fixation du VHC
sur le CD81 peut induire la phosphorylation de ’EGFR qui est alors co-internalisé avec le
CD81, ce qui permet I’entrée du virus qui reste fixé a CD81 (Diao et al., 2012). L’entrée du
virus semble dépendante de D’internalisation de I’EGFR puisque le traitement avec des
inhibiteurs de P’activité kinase de ’EGFR qui bloquent son internalisation inhibe I’infection
(Lupberger et al., 2011; Diao et al., 2012). La phosphorylation de I’EGFR activée par le VHC
semble indépendante des ligands de ’EGFR puisque des anticorps empéchant la fixation des
ligands de ’EGFR n’ont pas d’effet sur I’entrée du VHC. Néanmoins, comme les ligands de
I’EGFR induisent I’internalisation de I’EGFR, la stimulation par ’EGF accélere la cinétique
d’entrée du VHC. Le CD81 semble étre une protéine clé dans ce processus puisqu’il a été
démontré que des anticorps empéchant la liaison du VHC sur CD81 et la déplétion par ARN
interférence de CD81, qui ne perturbe pas les niveaux de surface d’EGFR, inhibent
’activation de I’EGFR induite par le VHC (Diao et al., 2012).

Enfin, le VHC est un virus dont le tropisme est trés restreint puisqu’il n’infecte que
I’homme et le chimpanzé. Il a été démontré chez la souris que I’expression de 1’occludine et
du CD81 humain représentait le récepteur minimum pour permettre 1’entrée du virus puisque
des souris exprimant ces protéines humaines deviennent alors infectables par le VHC (Diao et
al., 2012).
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L'infection par le plasmodium

Les premicres données sur I’implication de CD81 dans I’infection par Plasmodium ont éte
obtenues chez la souris, quand des souris KO pour CD9 ou CD81 ont été infectées avec
P.yoelii (le pathogéne responsable de la maladie chez la souris) et I’observation que les souris
KO pour CD81 sont résistantes a 1’infection alors que les souris KO pour CD9 sont sensibles.
Des hépatocytes dérivés de ces souris KO ont permis de démontrer in-vitro que CD81 est
aussi nécessaire pour la formation d’une vacuole parasitophore qui est indispensable a la
différenciation du parasite et que des anticorps anti-CD81 humains sont capables de bloquer
I’infection d’hépatocytes humains par P. falciparum (le pathogéne responsable de la maladie
chez I’homme) (Silvie et al., 2003). La transfection du CD81 mais pas du CD9 dans des
cellules HepG2, qui ne contiennent pas de CDS81 et sont résistantes a I’infection par le parasite,
les rends sensible a I’infection par P.Yoelii (Silvie et al., 2006a). Une étude a montré que les
hélices A et B de la grande boucle extracellulaire (LEL) du CD81 sont nécessaires et
suffisantes pour permettre I’infection par P. yoelii. Des cellules HepG2, non infectables,
transfectées avec une chimere CD9/CD81 ne contenant que les hélices A et B de la LEL du
CD81 deviennent sensibles a I’infection par P. yoelii (Yalaoui et al., 2008). L’ensemble de
ces données suggere que le CD81 est un facteur important pour 1’infection de P. yoelii et

P.falciparum.

Implications dans les infections bactériennes

Les premiéres données qui ont suggéré un role des tétraspanines dans les infections
bactériennes sont venues de la découverte que CD9 peut augmenter la fixation (augmente le
nombre de sites de fixation) et I’efficacité (mesurée par I’inhibition de la synthése protéique)
de la toxine diphtérique (produite par Corynebacterium diphtheriae, responsable de la
diphtérie) (Mitamura et al., 1992; Brown et al., 1993; lwamoto et al., 1991). Le récepteur de
la toxine est I’THB-EGF qui est en interaction directe avec le CD9, comme le révele le pontage
chimique entre ces deux protéines (lwamoto et al., 1994) et des expériences de double hybride
(Cha et al., 2000). L’interaction CD9/HB-EGF est spécifique puisque CD81, CD82 ou CD63
n’augmentent pas la sensibilité a la toxine. La grande boucle du CD9 est indispensable a
I’interaction et a I’augmentation de la sensibilité a la toxine (Lagaudriére-Gesbert et al., 1997;
Nakamura et al., 2000).
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In-vitro, Escherichia coli peut adhérer a des plaques urothéliales bovines, humaines ou
murines purifiées grace a la lectine FimH (Wu et al., 1996). In-vivo et grace a des images de
microscopie électronique, il a été montré que les bactéries exprimant FimH sont capables de
se fixer aux plaques urothéliales des souris en établissant des contacts directs (Mulvey et al.,
1998). In-vitro, il a été montré que FimH se fixe préférentiellement a 1’uroplakine la et que sa
fixation induit un changement de conformation global du complexe UPla/UPIb/UPII/UPIla
(qui est le composant de base des plaques urothéliales) qui pourrait permettre 1’entrée des
bactéries (Zhou et al., 2001; Wang et al., 2009). L’ensemble de ces données suggére que
I’uroplakine la est le récepteur qui permet la fixation d’Escherichia coli & la surface de
I’urothélium pour initier la colonisation bactérienne et provoquer des infections urinaires.

L’¢tude de D’effet des anticorps anti-tétraspanines, l’incubation avec des formes
recombinantes solubles de la grande boucle extracellulaire des tétraspanines et des
expériences de déplétion par ARN interférence ont permis d’établir que les tétraspanines CD9,
CD63 et CDI151 jouent un role dans I’adhésion de Neisseria meningitidis, 1’agent infectieux
responsable des méningites, alors que CD81 n’a pas d’effet (Green et al., 2011). Cette étude a
également démontré qu’un mélange d’anticorps dirigés contre CD9, CD151 et CD63 ou un
mélange des formes recombinantes solubles de la grande boucle extracellulaire de ces
tétraspanines est capable de diminuer ’adhésion d’E.coli, S.pneumoniae et S.aureus aux
cellules épithéliales, suggérant que les tétraspanines pourraient étre plus largement utilisées
par différents pathogénes. Un role de CD81 a également été suggéré dans I’entrée du
pathogene Listeria monocytogenes (Tham et al., 2010).

Enfin, des tétraspanines sont exprimées a la surface de certains pathogenes et des études
tentent d’utiliser ces tétraspanines comme vaccins. Il a par exemple ét¢é montré que
I’immunisation de souris contre Tsp-1 et -2 qui sont des tétraspanines exprimees a la surface
de Schistosoma mansoni les protége de I’infection et pourraient représenter des antigénes
efficaces pour la vaccination chez I’homme (Tran et al., 2006). Une autre étude préliminaire a
testé D’efficacité d’un vaccin ciblant Tsp-1 et -3 qui sont exprimées a la surface

d’Echinococcus multilocularis (Dang et al., 2009).

43



Les métalloprotéases de la famille ADAM

Les métalloprotéases de la famille ADAM (a-Disintegrin And Metalloproteinase) sont des
glyco-protéines transmembranaires de type | d’environ 750 acides aminés qui permettent le
clivage et la libération dans le milieu extracellulaire de 1’ectodomaine d’un grand nombre de
protéines. Les ADAMs sont impliquées dans une grande variété de processus biologiques
fondamentaux comme la terminaison de fonction (le clivage de la N-cadhérine permet la
dissociation des adhérences intercellulaires (Reiss et al., 2005)), la sécrétion de facteurs
solubles (cytokines, facteurs de croissance...) ou encore elles peuvent participer au relargage

du domaine intracellulaire de protéines (Notch, APP).
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Figure 6 : Schéma de I’organisation modulaire des ADAMs

P= pro-domaine, M= domaine métalloprotéase, D= domaine désintégrine, CR=
domaine cysteine-rich, TM= domaine transmembranaire, C= queue cytoplasmique.
Adapté de (Edwards et al., 2008).
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Les protéines de la famille ADAM ont été découvertes grace a des études sur la
fécondation et par analogie avec des métalloprotéases contenues dans le venin de serpent.
Leur nom est d’ailleurs un clin d’ceil a ces 2 domaines qui ont permis leur découverte mais est
aussi dd a leur structure modulaire (Wolfsberg et al., 1995). En effet, les premieres ADAMSs
de mammiféres ont été découvertes a la surface des spermatozoides de cochon d’inde comme
étant les deux sous-unités du complexe PH30 (Blobel et al., 1992). La sous-unité  de ce
complexe, la Fertiline Bp/ADAM2, possede un domaine de fixation aux intégrines et le
traitement par des anticorps anti-ADAM2 ou des peptides RGD empéche la fusion des
gameétes. Les ADAMSs sont présentes chez tous les métazoaires ainsi que chez Saccharomyces
pombe. Aucune ADAM n’a pour le moment été retrouvée chez Saccharomyces cervisiae ou
chez les plantes. Les ADAM clivent un grand nombre de protéines (pour revue Vvoir
(Pruessmeyer and Ludwig, 2009)) et régulent un trés grand nombre de processus biologiques :
les interactions spermatozoide-ovocyte, la migration cellulaire, le guidage axonal, le
développement musculaire, le devenir cellulaire dans le systeme nerveux central, la réponse
immunitaire et inflammatoire... Le clivage de I’ectodomaine des substrats des ADAM peut
aussi étre couplé a la protéolyse intramembranaire par les y-sécrétases, comme c’est le cas,

par exemple, pour Notch ou APP.

Les ADAM font partie des Metzincines : ces protéines sont caractérisées et tiennent leur
nom de la présence de sites de fixation du zinc et d’un coude contenant une Méthionine
appelé le Met-turn. Les ADAMs appartiennent a la sous-famille des métalloprotéases (ou
métalloendopeptidases) qui sont des enzymes hydrolytiques dépendantes du Zinc. Ces
protéines sont présentes dans tous les organismes. Parmi les métalloprotéases on distingue les
Inverzincines et les Zincines, selon leur site de fixation au Zinc. Les ADAMs font partie des
zincines et sont caractérisées par la présence de domaines conservés : le prodomaine, le
domaine métalloprotéase, le domaine disintégrine, une région riche en cystéine, un domaine
EGF-like (sauf pour ADAMI10 et 17), un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique (figure 6).
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21 ADAM s présentes chez 'homme

13 ont une activité catalytique 8 n'ont pas d’activité catalytique
3 testicule-spécifique: 10 non exprimées 4 testicule-spécifique: 4 non exprimées
ADAM-20, -21, -30 dans le testicule ~ ADAM-2, -7,-18, -29 dans le testicule:
ADAM-11, -22, -23, -32

2 hématopoiétiques: 8 non
ADAM-8, -28 hématopoiétiques:
ADAM-9, -10, -12,
-15,-17, 19, -33,
ADAMDEC1

Figure 7 : Arbre représentant les différentes ADAMs exprimées chez ’homme
Classement des 21 ADAMSs présentes chez I’homme, en fonction de leur activité

catalytique et de leur expression tissulaire (Adapté de (Edwards et al., 2008))
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STRUCTURE DES ADAM

La cristallisation de I’ectodomaine ou de seulement le domaine métalloprotéase des
ADAMs de mammiféeres ADAM-33, -12, -8, -17 et -10 a montré une conservation de
structure du domaine Métalloprotéase/Désintégrine/Cysteine-rich qui adopte un repliement en
C (voir figure 8) (Maskos et al., 1998; Liu et al., 2009; Orth et al., 2004; Hall et al., 2012;
Janes et al., 2005). La structure est stabilisée par des ponts disulfures et la coordination de 3

ions Calcium (un dans le domaine métalloprotéase et 2 dans le domaine disintégrine).

Le prodomaine

Le prodomaine a une double fonction : il inhibe I’activité catalytique de 1’enzyme (Moss et
al., 2007; Gonzales et al., 2004) mais permet également son bon repliement. 1l a en effet été
proposé au début des années 90 pour les MMP (Matrix-metalloproteinase), une autre famille
de métalloprotéases, qu’une cystéine présente dans le prodomaine, grace a un mécanisme de
« cysteine-switch », permet le passage d’une forme inactive a une forme active (Van Wart and
Birkedal-Hansen, 1990; Springman et al., 1990). Le « cysteine-switch » est une compétition
pour la fixation de I’atome de Zinc : deux cystéines au sein d’'une méme protéine sont
capables de fixer le zinc mais avec des affinités différentes. Dans le cas des MMPs, la
cystéine présente dans le prodomaine a une affinité plus forte que celle du site actif et, tant
que le prodomaine est présent, le zinc ne se fixe pas dans le site actif laissant I’enzyme
inactive. Au cours de la maturation le prodomaine est retiré¢ et la compétition pour 1’atome de

zinc levée, permettant sa fixation dans le site actif et I’activation de I’enzyme.

Une cystéine trés conservée est présente dans le prodomaine des ADAMs. Par analogie
avec les MMP, il a été proposé que le prodomaine exerce son pouvoir inhibiteur par un
mécanisme de « cysteine-switch » en fixant préférentiellement I’atome de Zinc nécessaire au
fonctionnement du site actif. Il a en effet été démontré que des peptides contenant le site
consensus de fixation du Zinc présent dans le prodomaine ont un effet inhibiteur sur les
ADAMSs en séquestrant le Zinc, I’empéchant d’aller se fixer dans le site actif (Grams et al.,
1993; Loechel et al., 1999). De plus, il a éte montré pour ADAM12 que lorsque la cystéine
permettant la coordination du zinc et le site de clivage du prodomaine sont mutes, 1’enzyme
est activée alors que son prodomaine est toujours présent (Loechel et al., 1999). Cela
démontre que, au moins pour ADAM12, le clivage du prodomaine est nécessaire pour

éloigner la cystéine du prodomaine qui fixe le Zinc au détriment du site actif. Neanmoins ce
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mécanisme de « cysteine-switch » n’est pas le seul impliqué dans I’inhibition des ADAMSs et
d’autres zones du prodomaine, pas encore connues a ce jour, sont importantes (Milla et al.,
2006). En effet, pour ADAM17 le clivage du prodomaine est nécessaire a la maturation et a
I’activité de 1’enzyme (Li et al., 2009; Peiretti et al., 2003), mais il a été montré que la
cystéine du prodomaine n’était pas impliquée dans cette inhibition et qu’elle avait pour réle
d’augmenter la stabilité en protégeant de la dégradation (Li et al., 2009; Leonard et al., 2005).
Dans le cas d’ADAM10, le prodomaine agit comme un inhibiteur compétitif et la mutation de

la cystéine du prodomaine entraine une perte de son action inhibitrice (Moss et al., 2007).

Le prodomaine est clivé lors du trafic de la protéine vers la membrane plasmique par des
pro-protéines convertases localisées dans le réseau transgolgien (Nakayama, 1997) au site
consensus de clivage RXR/KR (x étant n’importe quel acide aminé). Le clivage est pris en
charge par les pro-protéines convertase comme par exemple la PC7 et la furine pour
ADAMI10 (Anders et al., 2001). Lorsqu’un mutant d’ADAM10 délété pour le prodomaine est
exprimé, il n’a pas d’activité catalytique. Si ’on co-exprime le prodomaine avec ce mutant,
on retrouve I’activité catalytique, montrant que le prodomaine a une activité de chaperon en
trans (Anders et al., 2001). C’est également le cas pour ADAM-17, -12, -9 et -19 pour
lesquelles la présence du prodomaine est nécessaire a 1’activité catalytique ou au trafic
(Loechel et al., 1999; Anders et al., 2001; Roghani et al., 1999; Kang et al., 2002). De plus il a
ét¢ montré pour ADAMI17 que la fixation du prodomaine est capable d’induire un

changement de conformation qui rends le site actif plus accessible (Leonard et al., 2005).
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Le domaine MDC (Métalloprotéase/Désintégrine/Cysteine-rich)

Environ la moitié des ADAMSs humaines ne sont pas actives enzymatiquement (pour revue
voir (Edwards et al., 2008)). Des travaux de cristallographie (Orth et al., 2004; Liu et al.,
2009; Maskos et al., 1998; Hall et al., 2012; Janes et al., 2005) ont permis de mettre en
évidence une conservation de structure du site actif parmi les ADAMs mais aussi une
variabilité quant aux zones avoisinantes avec I’insertion de boucles ou d’hélices-a qui
modifient la surface du domaine catalytique, participant certainement a la spécificité de
substrat. Par exemple, par rapport a ADAM33, ADAM17 présente 1’insertion de 2 boucles

supplémentaires, soulignées par des fleches dans la figure 9.

Figure 8: Structure du domaine MDC,
conservé entre les SVMPs et les ADAMs
Structure de VAP-1 (Vascular APoptosis-
inducing factor-1), une métalloprotéase présente
dans le venin de serpent (SVMP) qui posséde la
méme architecture du domaine MDC que les
ADAMs, complexée avec I’inhibiteur GM6001.
Les hélices sont numérotées depuis I’extrémité
N-terminale. Le repliement global en C est bien
visible sur cette structure. HVR= domaine hyper-
variable. Les sphéres noires représentent les ions

calcium. La poche de spécificité est indiquée par

une ellipse rouge et grisée.
Adapté de (Takeda et al., 2006).
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Figure 9: Comparaison des domaines métalloprotéase d’ADAM33 (en jaune) et
d’ADAM17 (en bleu). Les boucles supplémentaires uniquement présentent dans ADAM17
sont soulignées par des fleches (adapté de (Orth et al., 2004)).

Le domaine catalytique de I’enzyme est globulaire et peut étre divisé en deux sous-
domaines, séparés par le « Met-turn », une boucle qui permet de placer correctement la partie
inférieure du site actif et qui contient une méthionine importante pour la coordination du zinc
dans le site actif. La partie haute est constituée de 5 feuillets-p et de 4 hélices-a tandis que la
partie basse qui est peu structurée contient une hélice-o (figure 10). Trois ponts disulfures
ainsi que la coordination d’un ion Calcium pour certaines ADAM permettent de stabiliser la
structure. Le zinc est coordonné par 3 Histidines contenues dans la séquence consensus
HExxHxxGxxH présente dans I’hélice 4 et une méthionine présente dans le « Met-turn ».
Tous ces €léments sont strictement conservés chez toutes les ADAMSs au cours de 1’évolution.
La poche de spécificité se situe entre ces deux sous-domaines. Le substrat y pénetre de fagon

paralléle aux feuillets B, de gauche a droite sur I’orientation de la figure 10B.
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Active
site

Met-
turn

Figure 10 : Domaine métalloprotéase des ADAMs (Adapté de (Gomis-Riith, 2003)

(A)  Structure cristallographique de 1’adamalysine II, une métalloprotéase de la famille
ADAM. La numérotation des hélices en chiffres blanc et des feuillets-p en chiffres
romains noirs correspond au schéma de droite.

(B)  Représentation schématique du domaine catalytique des ADAMs. Les hélices-a

sont numérotées en chiffres blanc et les feuillets-B en chiffres romains.
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ADAM-10 et -17 partagent certains de leurs substrats mais une étude a permis d’identifier
des différences dans leur poche de spécificité ainsi que dans leurs séquences de clivage en

criblant des banques de peptides (figure 11) (Caescu et al., 2009).

Acides aminés de la poche de spécificité (hnumérotation par rapport a la séquence d'ADAM17)

‘ 348 401 402 405 434 439 440
ADAM17 Leu Leu Val His Val Ala Val
ADAM10 Leu lle Thr His lle Ala Thr

Acides aminés entourant le site de clivage dans la séquence du substrat

PS5 P4 P3 P2 P1 P1' P2’ P3'
ADAM17 | P(1,7) R(1,9) A(16) A(L,7) A(L5 V(3,1) K(L6) G(L6)
H(1,6) V(1,5) S(1,5) L(2,9) V(1,5 S(1,6)
T(1,4) T(15) R(1,5) 1(1,8)  1(L,4) K(1,5)

M (1,4) E(1,4)

ADAM10 | P(2,1) T(22) T(1,6) S(1,6) A(16) L(3,6) K(1,8 G(2,1)
A(1,5) R(1,6) A(L15 E(L,6) Y(2,5 R(L6) A(16)
H(1,5) H(L4) A(L6) F(2,00 V(1,5

Q(1,9) T(1,4)

Figure 11 : Composition en acides aminés de la poche de spécificité et de la spécificité de
substrat d’ADAM-10 et -17

Les chiffres entre parenthéses présente la valeur de sélectivité. Plus cette valeur est

forte plus le peptide contenant cet acide aminé a cet emplacement est clivé efficacement.

Le clivage a lieu entre les résidus P1 et P1°. Adapté de (Caescu et al., 2009)
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Les domaines Désintégrine et Cysteine-rich sont des domaines trés peu structurés, ne
contenant pas de structures secondaires. Ces domaines permettent I’interaction avec d’autres
protéines, de facon indépendante du domaine catalytique, comme les syndécanes (Iba et al.,
2000) ou encore la fibronectine. Les ADAMs peuvent également se lier aux intégrines
présentes a la surface d’autres cellules, en trans, et participer a I’adhérence intercellulaire
(Zigrino et al., 2011). Le domaine Désintégrine est sous-divisé en deux parties : le domaine
Ds (« shoulder », épaule) et Da (« arm », bras). La partie N-terminale du domaine cysteine-
rich qui suit est appelée Cy (« wrist », poignet). C’est I’ensemble Ds, Da et Cy qui donne le
repliement en C de la molécule. Cette structure est stabilisée par des ponts disulfures et la
coordination de 2 ions Calcium. Enfin, ce « bras » est terminé par le domaine Cy (« hand »,
main) qui contient la partie hypervariable (HVR). 1l a été proposé que ce domaine permette la
reconnaissance de la cible (donnant la spécificité de substrat) et place le site actif de I’enzyme
de facon a optimiser le clivage. En effet, ce domaine est le domaine le moins conservé entre
les ADAMs. Ces données structurales ont permis a Takeda et al de proposer un modéle de
fonctionnement des ADAMs (figure 12).

A

3.5 nm

AL T
RS

C-term

Figure 12 : Modé¢les d’activation des ADAMs proposés par Takeda et al.
(A)  Activation par reconnaissance du HVR de la protéine X cible qui place
correctement le domaine métalloprotéase.
(B)  Lareconnaissance de la protéine cible est médiée par une protéine adaptatrice Y
(C)  Lareconnaissance se fait par une protéine adaptatrice et le clivage se fait en trans,

sur une protéine située sur une cellule adjacente
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Les domaines Désintégrine et Cysteine-rich permettent la régulation de Dactivité
catalytique et la liaison aux intégrines. La relation des métalloprotéases avec les intégrines
vient également de 1’étude des métalloprotéases contenues dans le venin de serpent: les
SVMP (Snake Venom Metalloproteinases) possédent une séquence RGD (motif de fixation
des intégrines contenu notamment dans la fibronectine) dans un domaine appelé désintégrine.
Gréace a ce motif, les SVMP interagissent avec allbf3 (I’intégrine qui se lie au fibrinogéne),
empéchent 1’agrégation plaquettaire et provoquent des hémorragies. Chez I’homme, seule
ADAM15 possede le motif RGD présent dans son domaine desintégrine (Nath et al., 1999).
En revanche, toutes les ADAMs a I’exception d’ADAM-10 et -17, présentent dans leur
domaine désintégrine la séquence consensus R(X)sDLPEF qui permet la fixation de
I’intégrine a9p1 (Eto et al., 2002). Cette séquence consensus est présente dans ADAM15,
juste a coté de son motif RGD. Les interactions ADAM/intégrines sont indépendantes du
domaine métalloprotéase et de I’activité enzymatique. Elles peuvent avoir d’importantes
conséquences sur la migration, ’invasion, 1’adhésion (Arribas et al., 2006) ou encore

I’activité catalytique (Gooz et al., 2012).

ADAM10 peut également grace a ses domaines Désintegrine/Cysteine-rich interagir avec
d’autres protéines comme par exemple EphA3 qui est un récepteur a Tyrosine kinase. Une
étude par Janes et al a montré qu’ADAMI10 interagit avec EphA3 et peut cliver ’EphrinAS
située sur une cellule adjacente en trans. ADAMI10 ne peut cliver I’Ephrine AS qu’aprés sa
fixation au récepteur EphA3. Cela montre que la fixation de protéines sur les domaines
Désintégrine/Cysteine-rich peut moduler I’activité catalytique en provoquant, dans ce cas, un
changement de conformation qui permet le bon placement du domaine catalytique pour avoir
un clivage efficace (Weng et al., 2004). C’est aussi un mécanisme qui permet la spécificité de
substrat d’ADAM10 pour I’Ephrine AS.
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Le domaine cytoplasmique

C’est le domaine le plus variable en taille et en séquence : il peut aller de 11 acides aminés
pour ADAM11 a 231 pour ADAM19 (Seals and Courtneidge, 2003). On retrouve des motifs
PxxP riches en proline qui sont des sites de fixation pour des protéines a domaines SH3, des
résidus phosphorylables (sérine, thréonine ou tyrosine) qui peuvent servir a recruter des
protéines a domaines SH2... Il existe une grande variété de protéines capables de se lier au
domaine cytoplasmique des ADAMSs (pour revue voir (Edwards et al., 2008)). Le domaine
cytoplasmique peut interagir avec des protéines de signalisation (FAK (Fried et al., 2012;
Boéhm et al., 2009), Src (Stautz et al., 2010; Kang et al., 2000), la sous-unité p85 de la PI3K
(Kang et al., 2001)...), des protéines adaptatrices (14-3-3f (Zhu et al., 2002b)et  (Zhu et al.,
2003), Grb2 (Stautz et al., 2012; Poghosyan et al., 2002; Suzuki et al., 2000)...), des protéines
de la machinerie d’endocytose (PACSIN3 (Mori et al., 2003)), etc... Les ADAMSs peuvent
donc également étre des échafaudages moléculaires auxquels se fixent d’autres protéines
comme par exemple des protéines de signalisation, permettant de créer des zones de
membrane spécialisées. Les protéines interagissant avec les ADAMSs peuvent moduler
I’activité catalytique, la localisation, 1’état de phosphorylation et démarrer des voies de

signalisation intracellulaires.

Le domaine cytoplasmique peut aussi étre clivé pour avoir ensuite une activité de facteur
de transcription. En effet, il a ét¢ montré qu’in-vivo, ADAM13 de xénope régule la migration
des cellules de la créte neurale. La partie intracellulaire d’ADAMI13 libérée par clivage
protéolytique migre dans le noyau ou elle active la transcription de la calpaine 8 qui module la
migration des cellules (Cousin et al., 2011). Il a également été montré, in-vitro, qu ADAMI10
peut étre d’abord clivé par ADAM-9 ou -15 puis par le complexe y-sécrétase, ce qui libere la
partie cytoplasmique d’ADAMI10. Ce fragment cytoplasmique est retrouvé dans le noyau, co-
localisant avec des zones d’intense transcription génique, suggérant son activité de facteur de

transcription (qui reste a démontrer) (Tousseyn et al., 2009).
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Le domaine métalloprotéase est I’'un des domaines les mieux conservés. Si I’on réalise un
arbre phylogénétique des ADAMSs humaines basé sur ce domaine métalloprotéase (cf figure

13), on peut s’apercevoir qu’ADAM-10 et -17 forment un groupe a part des autres ADAMs.
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des ADAMs humaines

Phylogénie basée sur la comparaison des domaines métalloprotéases des ADAMSs

humaines, montrant le regroupement d’ADAM-10 et -17 (Adapté de (Edwards et al.,
2008))

ADAMI0 est la protéase qui a été le sujet de nos études. Les parties suivantes s’attachent a

détailler les fonctions et régulations physiologiques d’ADAMI10 ainsi que son implication
dans des pathologies humaines telles que le cancer.
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ADAM10, UNE METALLOPROTEASE A PART...

Importance physiopathologique d’ADAM10

ADAMI10 a été découvert dans des préparations de cerveau bovin comme étant une
métalloprotéase pouvant dégrader la myéline . Il a ensuite été montré qu’elle est retrouvée
dans la plupart des tissus, du développement embryonnaire jusqu’a I’age adulte. ADAM10 est
une protéine indispensable pour le développement embryonnaire chez la souris puisque le
phenotype observé dans les souris KO est similaire a celui des souris perte de fonction de
Notch, avec une mort embryonnaire précoce a E9.5, des anomalies cardiaques et vasculaires
et une forte perturbation dans la formation et le développement du systeme nerveux.

ADAML10 est capable de cliver un grand nombre de substrats (cf figure 14 et pour revue
voir (Pruessmeyer and Ludwig, 2009)) et participe a la régulation d’un grand nombre de
processus biologiques fondamentaux parmi lesquels la migration et 1’adhérence cellulaire ou
encore la régulation de réactions immunitaires et de 1’apoptose. Elle est par exemple
impliquée dans les processus d’inflammation en régulant la perméabilité endothéliale et la
transmigration des lymphocytes T par le clivage de la VE-cadhérine (Schulz et al., 2008). Il a
¢été montré qu’ADAMI10 régule I’intensité de la réponse allergique grace au clivage du CD23,
une protéine importante dans la réponse allergique (Lemieux et al., 2007; Weskamp et al.,
2006). Enfin, ADAM10 pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique pour les patients
souffrant d’asthme (inflammation chronique des poumons) car il a été démontré que
I’inhibition d’ADAM10 bloque I’induction expérimentale de 1’asthme dans un mode¢le souris
(Mathews et al., 2011).

Il a ét¢ montré qu’ADAMI0 est I’a-sécrétase impliquée dans le clivage d’APP dans des
cultures primaires de neurones (Kuhn et al., 2010) et in-vivo chez la souris (Jorissen et al.,
2010). De plus, I’activité d’ADAMI10 influence directement les quantités de SAPPa (fragment
soluble produit par le clivage en o d’APP qui ne forme pas les plaques amiloydes) et la
formation des plaques-p (produites par 1’accumulation du fragment généré par le clivage en 3
d’APP) chez la souris (Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010; Tippmann et al., 2009; Kojro
et al., 2001; Postina et al., 2004) mais aussi chez I’lhomme (Bekris et al., 2012). Ces données
suggerent qu’ADAMI0 serait une bonne piste thérapeutique pour le traitement des patients
souffrant de la maladie d’Alzheimer. Un essai thérapeutique de phase 2 chez I’homme visant
a augmenter ’activité d’ADAMI10 par 1’administration d’acitretine (voir le paragraphe sur la

régulation par les acides rétinoiques) est d’ailleurs en cours.
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GF/Cytokines Récepteurs et molécules d'adhérence Autres
amphiréguline AxI APP
CX3CL1 c-Met Annexin Al
CXCL16 CADML1 (Cell Adhesion Molecule 1 APP-like protéine 2
Jam-A CD23 Bri2
Pro-betacelluline CD30 Collagéne XVII
Pro-EGF CD44 Delta-like ligand 1
TRANCE/RANKL CD84 EphB2
Desmogléine-2 Ephrine A5
E-Cadhérine Fas-ligand
HER2/ErbB2 Klotho
L1-CAM LAG-3
N-Cadhérine MICA
Nectine 1 PrPc
Notch Sortiline
Proto-Cadhérine-y C3 et B4
RAGE

Récepteur a la Thyrotopine
VE-Cadhérine

Figure 14 : Substrats d’ADAM10

Les souris KO pour ADAMI10 presentent un phénotype Notch et meurent au stade

embryonnaire avec des défauts de formation des systémes nerveux et cardiovasculaires. Cela

indique que 'une des principales, mais pas unique, fonction ’ADAMI10 est de participer a

’activation de la voie Notch. Cette hypothése a été confirmée grace a 1’étude de souris KO

conditionnels dans lesquelles 1’expression d’ADAMI10 est éteinte de fagon tissu spécifique et

montre un phénotype similaire aux souris KO pour Notch. L’étude du phénotype des souris

KO conditionnels ont permis de révéler des roles majeurs d’ADAM10 dans différents tissus.
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Apport des souris KO conditionnels

Il existe des KO conditionnels pour les lymphocytes-B et -T, les cellules endothéliales, les
neurones, les poumons, les kératinocytes et une souris KO inductible par le traitement avec
des molécules chimiques.

La délétion dans les cellules endothéliales montre que 1’activit¢ d’ADAMIO est
indispensable au développement du cceur et du systéme vasculaire (Zhang et al., 2010). En
effet, Notch inhibe le branchement des vaisseaux pendant le développement de 1’arbre
vasculaire de la rétine (qui est considére comme un modele pour le développement du
systéme vasculaire embryonnaire) et 1’extinction d’ADAM10 entraine une densification du
réseau vasculaire (Glomski et al., 2011). ADAM10 est donc impliqué dans le remodelage du
réseau vasculaire via son implication dans la voie Notch. Enfin, la délétion d’ADAMI10 dans
les cellules endothéliales induit une splénomégalie provoquée par I’augmentation du nombre
de précurseurs érythroides (Glomski et al., 2011). Il est possible que les défauts dans la
formation du systeme vasculaire conduisent a une hémolyse et donc a une anémie.
L’augmentation de 1’érythropoi¢se dont la splénomégalie est une conséquence pourrait étre
une réponse permettant de compenser la baisse de globules rouges observée dans ces souris.

Le développement et/ou la différenciation des cellules-B et -T est dépendant d’ADAMI10.
En effet, la délétion d’ADAMI10 dans les thymocytes entraine une diminution de la
différenciation en double positif (Tian et al., 2008). Néanmoins cet effet est moins prononcé
que ’effet sur le développement des cellules-B de la zone marginale de la rate. En effet, dans
les souris dont I’expression d’ADAMI10 est déplétée dans les cellules-B, les cellules-B de la
zone marginale de la rate sont trés séverement diminuées avec un défaut dans leur
différenciation (Gibb et al., 2010). ADAM10 est donc impliqué a différents niveaux dans la
différenciation des lymphocytes-T et -B.

La délétion d’ADAMI10 dans les cellules basales de I’épiderme conduit a la mort des
souris 24h aprés leur naissance. Les souris présentent des défauts dans la formation de la
barriére épidermale, de pigmentation de la peau, des vibrisses courtes et malformees, des
défauts dans la formation des dents et une absence totale de poils et de glandes sébacées.
ADAMIO est impliqué dans ’homéostasie de 1’épiderme puisque sa délétion conduit a des
défauts de différenciation et a une hyperprolifération des cellules basales. Dans des souris
dont la délétion dans les kératinocytes est inductible, les mémes défauts sont observes avec
une perte totale des poils qui ne repoussent plus, une disparition des glandes sébacées et une

hyperprolifération des cellules basales. Enfin, il a été montré que tous ces défauts sont dus a
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une inhibition de la voie Notch. Dans I’épiderme, ADAMI10 est la protéase indispensable
pour D’activation de la voie Notch qui joue un rdle crucial dans le développement de
I’épiderme et des organes associés (poils et glandes sébacées) ainsi que dans ’homéostasie
épidermale (Weber et al., 2011). La déplétion d’ADAMI10 dans les kératinocytes entraine
également une splénomégalie, une atrophie du thymus et des anomalies dans les ganglions
lymphatiques.

Le traitement des souris KO inductibles d’ADAMI10 par des acides
polyinosique:polycytidilique permet la déplétion d’ADAMI10 dans tous les tissus et entraine
I’apparition d’un syndrome myéloprolifératif. Les souris présentent une splénomégalie avec
une augmentation de cellules myéloides, une disparition des lymphocytes T et une
augmentation des cellules souches hématopoiétiques (c-Kit*Sca-1*Lin"). Ces souris présentent
¢galement une forte inhibition dans I’activation de la voie Notch (Yoda et al., 2011).

Enfin, il existe également des souris KO conditionnels pour ADAM10 dans les
progéniteurs neuronaux. La plupart de ces souris meurent pendant le développement
embryonnaire et présentent de fortes hémorragies intracraniales ainsi qu’une forte
désorganisation corticale. L’analyse des progéniteurs neuraux des embryons a permis de
montrer qu’ADAMI10 est impliqué dans le maintien du compartiment souche car sa déplétion
entraine la différenciation prématurée des precurseurs neuraux et la diminution du
compartiment souche. ADAM10 est également important dans la migration mais pas dans la
prolifération et sa déplétion entraine 1’inhibition de la voie Notch. Les précurseurs neuraux
donnent également naissance aux cellules gliales. La déplétion d’ADAMIO entraine une
augmentation de la différenciation en neurones au détriment des cellules gliales indiquant que
I’activit¢ d’ADAMI10 est nécessaire pour la différenciation en cellules gliales. Enfin, la
déplétion d’ADAMI10 entraine une diminution dans la quantité de sAPPa, indiquant
qu’ADAMIO est la principale a-sécrétase d’APP (Jorissen et al., 2010). L’ensemble de ces
données démontre qu’ADAMI10 est indispensable a la signalisation Notch et au
développement du systéme nerveux central et qu’il est la principale a-sécrétase responsable
du clivage d’APP en o. Néanmoins, les fonctions protectrices d’ADAMI10 dans le systeme

nerveux central ne se limitent pas a la régulation de la voie Notch.
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Role d’ADAM10 dans le systéme nerveux central

ADAMI10 a une activité neuro-protective dans le systeme nerveux central : il permet de
cliver la protéine Prion cellulaire (PrPc, responsable de la maladie de Creutzfeldt-Jakob)
(Altmeppen et al., 2011) et protége de la formation de plaque amlyloide en clivant APP en .
ADAM10 permet aussi la croissance et le guidage axonal (Chen et al., 2007b) : ADAM10
clive 1’éphrine (molécule impliquée dans le guidage axonal) lorsqu’elle est liée a son
récepteur, permettant la terminaison de fonction (Janes et al., 2005). De part le clivage
d’autres protéines neuronales, comme la sortiline ou la N-cadhérine, ADAM10 est aussi
impliqué dans la plasticité synaptique (Donmez et al., 2010; Gardoni et al., 2012). Enfin, de
par son implication dans 1’activation de la voie Notch (qui sera discutée plus loin), ADAMI10
participe également au maintien d’un compartiment de cellules souches neuronales (Imayoshi
etal., 2010).

ADAM10 et cancer

ADAMI10 est également implique dans la progression des cancers, son expression est
augmentée dans les cancers gastriques et colorectaux, est corrélée avec le grade de la tumeur
et est de mauvais pronostic (Wang et al., 2011; Kndésel et al., 2005). 1l a également été montré
qu’ADAMI10 peut passer dans le noyau et que ce phénomene est un facteur de mauvais

pronostic dans le cancer de la prostate (Arima et al., 2007).

ADAM10 est impliqué dans le cancer par la régulation de quatre processus fondamentaux
dans la progression tumorale : la migration, la prolifération, 1’invasion et I’échappement du
systéme immunitaire. L’implication d’ADAMI10 passe, dans la majorité des cas, par le
clivage de protéines impliquées dans la progression tumorale. Dans les leucémies
lymphoblastiques T aigies, ’activation par ADAMI10 d’une forme mutante de Notch
indépendante de la fixation du ligand est un des événements oncogéniques majeurs (Sulis et
al., 2011). Des protéines impliquées dans 1’adhésion cellule-cellule et/ ou cellule-matrice
comme L1-CAM, la E- ou N-cadhérine, le CD44 sont importantes pour la migration et/ou
I’invasion des cellules et leur clivage par ADAMIO est une étape dans la progression
tumorale (Gavert et al., 2007; Dittmer et al., 2009; Riedle et al., 2009; Kohutek et al., 2009).

D’autres protéines comme les facteurs de croissance de la famille de I’EGF (Epidermal
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Growth Factor) (Sahin et al., 2004) sont capables de se fixer et d’activer le récepteur de I’EGF
qui est impliqué dans la prolifération des cellules et la migration. Le récepteur HER2/ErbB2,
de la méme famille que ’EGFR, par ailleurs souvent sur-exprimeé dans les cancers, contribue
a ’apparition et au développement de tumeurs et peut étre clivé par ADAM10 (Liu et al.,
2006). Ce clivage de I’ectodomaine aboutit a la formation d’un récepteur constitutivement
actif qui permet I’activation de la signalisation indépendamment de la fixation du ligand
(Christianson et al., 1998). ADAMI10 permet également aux cellules cancéreuses d’échapper
au systeme immunitaire en clivant MHC class I-related chain A (MICA) qui est une protéine

impliquée dans 1’activation des cellules NK.

Les mécanismes de régulation d’ADAM10

La régulation transcriptionnelle et traductionnelle

L’ ARN messager (ARNm) d’ADAMI10 comporte une région 5’ non traduite (5’UTR) de
444 nucleotides. Grace a des délétions de différentes régions du 5’UTR, il a été montré qu’il a
un role inhibiteur de la traduction d’ADAMI10 puisque la transfection d’une construction
délétée pour les 259 premiers nucléotides du 5’UTR entraine la détection en western-blot
d’une quantité de protéines 100 fois supérieure par rapport a des cellules transfectées avec une
construction d’ADAM10 contenant le 5’UTR complet. De plus, une construction contenant le
5’UTR d’ADAMI10 en amont de la luciférase est quatre fois moins active qu’une construction
ne contenant pas le 5’UTR d’ADAMI10 en amont de la luciférase (Lammich et al., 2010). Il a
ensuite été¢ démontré par la méme équipe qu’un G-quadruplex (voir figure 15) est formé dans
les 155 premiers nucléotides de la région 5° UTR, formant un obstacle au passage des
ribosomes. Néanmoins, 1’expression d’une construction délétée pour les 155 premiers
nucléotides n’aboutit qu’a une augmentation de 9 fois de la quantité de protéine (Lammich et
al., 2011). Il apparait donc que la région 5°UTR du transcrit d’ADAMI0 ait un role
d’inhibiteur puissant de la traduction qui est expliqué, en partie, par la présence de structures

secondaires complexes en quadruplex.
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Figure 15 : Représentation schématique de PARNm d’ADAM10
Schéma présentant la structure secondaire en G-quadruplex formée par les 155
premiers nucléotides du 5’UTR d’ADAMI10. ORF= cadre ouvert de lecture, UTR=
région non traduite (Adapté de (Lammich et al., 2011))

La quantit¢ d’ARNm d’ADAMI0 peut aussi étre régulée par les hormones. En effet,
lorsque des cellules LnCaP sont traitées avec de I’insulin growth factor 1 (IGF1) on observe
une réduction de la quantit¢ d’ARNm. Quand les cellules sont traitées avec de faibles doses
de 5a-dihydrotestostérone, la quantité d’ARNm augmente. Si des concentrations plus fortes
(10nM) sont utilisées on a alors une diminution (McCulloch et al., 2000). Par contre, si une
forte concentration de 5a-dihydrotestostérone est utilisée en combinaison avec I’IGF1, alors
la quantit¢ d’ARNm augmente fortement (McCulloch et al., 2004). La régulation de la
quantité d’ARNm d’ADAMI10 est donc un systeme intégratif qui adapte, selon les stimuli, la
transcription d’ADAMI10. Enfin, la stimulation par la 5a-dihydrotestostérone a aussi des
répercussions sur la protéine puisqu’elle entraine un changement de localisation de la forme
mature d’ADAMI10 qui s’associe avec le récepteur aux androgeénes pour migrer dans le noyau
(Arima et al., 2007). Cette translocation est impliquée dans la progression du cancer de la
prostate et correle avec le grade des tumeurs (Arima et al., 2007). En effet, la forme mature
d’ADAMI10 est exprimée & la membrane des cellules normales mais est retrouvée dans le
noyau des cellules tumorales de patients souffrant de cancer de la prostate (McCulloch et al.,
2004).
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La régulation par I'acide rétinoique et ses dérivés

En 2005, des études sur la structure du géne codant pour ADAM10 ont permis la
découverte de 2 sites de réponse aux acides rétinoiques (dérivés de la vitamine A) (Prinzen et
al., 2005). Cette observation est particulierement intéressante car elle fait le lien entre 2
défauts observés chez les patients souffrants d’Alzeihmer : défaut dans le métabolisme de la
vitamine A et baisse de I’activité a-sécrétase. Ce mode de régulation a donc une potentialité
thérapeutique et I’utilisation de D’acitretin, un rétinoide de synthése déja utilisé pour le
traitement de maladie de peau comme le psoriasis, est actuellement en essai clinique de phase
2 en Allemagne. En effet, il a ét¢é montré chez la souris que I’injection d’acitretin en
intracranien permet d’augmenter la transcription d’ADAMI10 et de diminuer 1’accumulation
de plaques amyloides. C’est le récepteur a ’acide rétinoique p (RARP) qui est impliqué dans
la régulation de la transcription d’ADAMI10 (Tippmann et al., 2009).

La régulation par les sirtuines

Les sirtuines, sont des déacétylases NAD*-dépendante qui participent a la réponse aux
stress et peuvent augmenter la transcription d’ADAM10. Lorsque SIRT1 (sirtuine 1) est sur-
exprimé dans un modéle souris de la maladie d’Alzheimer, I’accumulation de plaques
amyloides (responsables de la maladie) est réduite grace a une augmentation de 1’activité o-
sécrétase. SIRT1 permet la déacétylation du RARp, ce qui aboutit a I’augmentation de la
transcription d’ADAMI10 (Donmez et al., 2010). L’activité enzymatique de SIRT1 est induite
par la restriction calorique ainsi que par les polyphénols (comme par exemple ceux contenus
dans le vin ou le thé) et des souris modeéles de la maladie d’Alzheimer dont le régime est
supplémenté en resveratrol présente une diminution de la formation de plaques amyloides
(Obregon et al., 2006; Karuppagounder et al., 2009). Ainsi, ces études ouvrent un nouveau
champ d’essai thérapeutique basé sur I’augmentation de I’expression d’ADAMI10 et de

Pactivité a-sécrétase comme reméde a la maladie d’ Alzheimer.

Régulation par les micro-ARNs

Les micro-ARN sont de petits ARN non codants d’environ 21 nucléotides qui jouent un
role dans la régulation de 1’expression d’un trés grand nombre de protéines en empéchant la
traduction ou en déstabilisant les ARNm. Ils sont souvent trouvés dérégulés dans les

pathologies humaines et notamment dans le cancer (pour revue voir (Calin and Croce, 2006)).
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miR-122 est un micro-ARN spécifique du foie, chez la souris et chez I’homme. Son
expression est forte dans les tissus sains mais est souvent retrouvée diminuée dans les
carcinomes hépato-cellulaires (HCC) et sa perte est corrélée a une augmentation du pouvoir
métastatique et a un mauvais pronostic pour le patient (Tsai et al., 2009; Coulouarn et al.,
2009). La région 3’'UTR d’ADAM10 comporte des sites de liaison pour miR-122. Il a en effet
été démontré que miR-122 peut se fixer au 3’'UTR d’ADAMI0 et réguler négativement la
transcription du gene. En accord avec cette observation, ADAM10 est souvent sur-exprimeé
alors que miR-122 est lui trouvé sous-exprimé dans des échantillons de HCC primaires
humains (Bai et al., 2009). La perte d’expression de miR-122 pourrait étre 1’une des étapes de
la progression tumorale des HCC (Hsu et al., 2012; Coulouarn et al., 2009). Une étude récente
a identifié 3 nouveaux miRNA (miR-103, miR-107, miR-1306 ) pouvant se fixer et réguler
ADAM10 (Augustin et al., 2012).

Régulations post-transcriptionnelles

Régulation par clivage protéolytique

Tousseyn et al ont montré que le milieu de culture de fibroblastes contient 1’ectodomaine
d’ADAMI10 qui est toujours capable de cliver un peptide portant le site de clivage par ’a-
sécrétase. Ils ont également retrouvé dans les extraits cellulaires une bande d’environ 10kDa
ne réagissant qu’avec les anticorps anti-ADAM10 dirigés contre la partie C-terminale et
restant associée a la membrane (ADAM10-CTF, ADAM10 C-Terminal Fragment). Ces
fragments ne sont pas retrouvés quand les mémes expériences sont faites avec des fibroblastes
issus de souris KO pour ADAM10. L’ADAMI10-CTF est retrouvé in-vivo dans le cerveau, le
foie, les poumons, le cceur et les reins des souris adultes et des embryons. Dans le cerveau des
souris KO pour ADAM9 et double KO pour ADAM-9 et -15, on observe une forte réduction
de la quantit¢é ’ADAM10-CTF. L’ADAMI10-CTF est un substrat du complexe y-sécrétase
qui libére la partie intracellulaire d’ADAMI10 (ADAMI10-ICD, ADAM10-IntraCellular
Domain). L’ADAMI10-ICD migre dans le noyau pour co-localiser avec des zones de forte
transcription génique (Parkin and Harris, 2009; Tousseyn et al., 2009). II n’est pour le
moment pas établi d’activité transcriptionnelle pour ’ADAMI10-ICD. Il a néanmoins été
démontré chez la souris que la sur-expression d’ADAMI10 ou d’un mutant sans activité
catalytique peuvent induire un changement d’expression génique dans le cerveau (Prinzen et

al., 2009). Enfin, ’ADAMI10-ICD a été démontré comme nécessaire a la réplication du virus
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d’immunodéficience acquise 1 (VIHI1). L’ADAMI10-ICD est nécessaire au transport du
matériel génétique du virus dans le noyau des macrophages ou des cellules CD4", permettant

ainsi la réplication du virus (Friedrich et al., 2011).

Régulation par les inhibiteurs endogenes : les TIMPs et RECK

Les TIMP-1 et -3, inhibiteur tissulaire de métalloprotéase (TIMP, Tissue-Inhibitor of
Metalloproteinases), ainsi que RECK (REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal
motifs) sont des inhibiteurs endogénes d’ADAMI10. Les TIMPs sont des inhibiteurs sécrétés

alors que RECK est une protéine membranaire a ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol).

RECK est impliqué dans la régulation de 1’activité des ADAMs mais aussi des Matrix
MetalloProteinases (MMP) et son expression est associée a un bon pronostic dans les cancers
colorectaux, du sein, du poumon et du pancréas (Masui et al., 2003; Span et al., 2003;
Takenaka et al., 2004; Takeuchi et al., 2004). En effet, il est présent dans un grand nombre de
tissus sains mais son expression est inhibée par méthylation de son promoteur dans les
cancers (Chang et al., 2007). Les souris KO pour RECK ont pour phénotype une
différentiation précoce de leurs précurseurs neuronaux qui présentent une inactivation de la
voie Notch associée a une perte de la capacité d’auto-renouvellement (Muraguchi et al., 2007).
Il a été montré que ce phénotype, dans des fibroblastes issus de souris KO pour RECK,
pouvait étre annulé en traitant les cellules avec des inhibiteurs d’ADAMI10 et 17
(GW280264X et GI1254023X). En effet, il a été ensuite démontré par des expériences de co-
expression que RECK agit en inhibant le clivage de DII1 (ligand de Notch) par ADAM10,

permettant une activation normale de la voie Notch (Muraguchi et al., 2007).

Contrairement @ RECK, I’expression de TIMP-1 dans les tumeurs est corrélée a une
augmentation du pouvoir métastatique, une résistance aux traitements par chimiothérapie et
un mauvais pronostic pour le patient (McCarthy et al., 1999; Ree et al., 1997; Min et al.,
2012; Pesta et al., 2011; Zhu et al., 2012; Lee et al., 2011). TIMP-1 est une molécule de 184
acides aminés qui interagit avec le domaine métalloprotéase des MMPs et des ADAMs. Il
exerce son activité inhibitrice en prenant la place du substrat, c’est-a-dire en obstruant le site
actif (Gomis-Rith et al., 1997). Dans le cancer du foie, TIMP-1 entraine I’induction de la
signalisation HGF, augmentant le pouvoir métastatique des tumeurs hépatiques (Schelter et al.,
2011; Kopitz et al., 2007). Cela montre que 1’inhibition des ADAMs peut avoir des effets

Opposés.
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Régulation par les GPCR

Les GPCR (G-Protein Coupled Receptor) sont une famille de récepteurs a 7 passages
transmembranaires qui peuvent étre activés par une grande variété d’agonistes (ligands de
I’EGFR, acétylcholine, sérotonine, caféine, nicotine...). Les GPCR peuvent étre impliqués
dans des phénomenes de transactivation. La premiére démonstration a été faite par Daub et al
qui ont montré que la fixation d’agonistes (tels que [D’endothéline 1, D’acide
lysophosphatidique ou la thrombine) de GPCR peut induire une phosphorylation du récepteur
de ’EGF (EGFR) et activer la signalisation en aval du récepteur (Daub et al., 1996).

La majorité des agonistes des GPCR nécessite 1’activit¢ d’ADAMI17 (pour revue voir
(Edwards et al., 2008). Yan et al ont néanmoins démontré que la transactivation de ’EGFR
apres simulation par la bombésine est dépendante de I’activité enzymatique d’ADAMI10
puisque I’expression d’un mutant sans activité catalytique diminue I’activation de I’EGFR (un
agoniste de GPCR). lls ont enfin démontré que la stimulation par la bombésine entraine la
formation d’un complexe CD9/HB-EGF/ADAM10 qui augmente la sécrétion d’HB-EGF par
ADAMI0 et active ’EGFR (Yan et al., 2002). L’activation d’ADAM10 par les GPCR n’a pas
seulement un impact sur ’EGFR. En effet I’activation du GPCR PAC; par son agoniste
PACAP38 (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) entraine une augmentation
de la sécrétion ADAM10-dépendante du fragment o soluble d’APP (sAPPa) (Kojro et al.,
2006). La stimulation par PACAP38 peut aussi stimuler le clivage par ADAM10 de RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End products), une protéine impliquée dans la maladie
d’Alzeheimer (le peptide AB contenu dans les plaques amyloides est un ligand de RAGE) et
les maladies inflammatoires. La production du fragment soluble de RAGE (sSRAGE) a un
intérét thérapeutique car il permet de capter les ligands de RAGE et de les empécher
d’enclencher la signalisation en se fixant sur leur récepteur. Ainsi, ’administration intra-
nasale de PACAP38 a des souris entraine 1’augmentation du clivage ADAM10-dépendant de
RAGE (Metz et al., 2012).

Néanmoins, les mécanismes entre ’activation du GPCR et I’activation d’ADAM10 ne sont

pas connus a ce jour.
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Régulation par les flux de calcium

La premiére démonstration que le calcium joue un role dans la régulation du clivage par les
métalloprotéases date de 1999, quand Ito et al ont observé que le traitement de cellules avec
la ionomycine (ionophore qui permet d’augmenter la concentration de calcium intracellulaire)
augmente fortement le clivage de la E-cadhérine dépendant des métalloprotéases (Ito et al.,
1999; 1999). L’activation du clivage par les métalloprotéases par 1’élévation du calcium
intracellulaire est maintenant un mécanisme connu et répandu, comme c’est le cas pour de
nombreux substrats ’ADAM10 comme RAGE, N- et VE-cadhérine, les ligands de ’EGFR
(TGFa, HB-EGF), la beta-celluline, CX3CL1 et CXCL16, le récepteur EphB2, la Nectine 1,
le collagene XVII ou encore CD44 (Litterst et al., 2007; Galichet et al., 2008; Le Gall et al.,
2009; Horiuchi et al., 2007; Sanderson et al., 2005; Uemura et al., 2006; Schulz et al., 2008;
Hundhausen et al., 2007; Franzke et al., 2009; Pan et al., 2012; Kim et al., 2010).

Régulation par la compartimentation et le trafic membranaire

Il a ét¢ démontré que pour le clivage d’APP, I’activit¢ d’ADAMI10 est sensible a la
composition en lipides de la membrane plasmique. En effet la déplétion du cholestérol
entraine une augmentation de son activité alors que son adressage aux radeaux lipidiques
(zone riche en cholestérol) avec des protéines de fusion a ancre GPI la diminue (Kojro et al.,
2001; 2010; Harris et al., 2009). Wang et al ont étudié I’'impact d’un régime enrichi en
cholestérol sur la formation de plaques amyloides dans la rétine de souris et ont observé que
le cholestérol augmente la formation de plaques in-vivo (Wang et al., 2012b). In-vitro, des
cellules de rétines de souris ont été cultivées ou non avec du cholestérol dans leur milieu de
culture et la quantité d’ARNm et I’activité des différentes enzymes impliquées dans le clivage
d’APP (o-, B-, y-Sécrétase) a €té mesuré. Ils ont ainsi démontré que la supplémentation en
cholestérol dans le milieu de culture de ces cellules entraine une diminution des ARNm
d’ADAM-10 et -17 et de I’activité a-Secrétase alors que I’ARNm et I’activité des p- et y-
sécrétase sont inchangés, démontrant une implication du cholestérol dans la régulation des a-
sécretases (Wang et al., 2012b).

Les tétraspanines sont des protéines qui permettent la compartimentation de la membrane
plasmique. ADAM10 a été retrouvé associé au « Tetraspanin Web » dans des études de
spectrométrie de masse (Le Naour et al., 2006b). Il a ensuite été démontré dans le laboratoire

que la stimulation par des anticorps anti-tétraspanines (CD9, CD81 et CD82) est capable
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d’induire une augmentation de la sécrétion d’EGF et de TNFa dépendante de I’activité
d’ADAMI10 (Arduise et al., 2008). La stimulation par les anticorps n’entraine pas de
changements d’association d’ADAMI10 avec les tétraspanines. Le TNFo est un substrat
d’ADAMI17. Ces données indiquent que la stimulation des tétraspanines avec des anticorps
peut réguler la spécificité de substrat ’ADAMI10. En effet, ADAMIO a la potentialité¢ de
cliver certains des substrats d’ADAMI17 lorsque celui-ci est absent (Mezyk-Kope¢ et al.,
2009) mais ce clivage reste secondaire quand ADAM17 est présent (Le Gall et al., 2009).
L’expression de la tétraspanine Tspanl2 peut aussi augmenter la maturation d’ADAMI10 et le
clivage d’APP (Xu et al., 2009).

L’activité d’ADAMI0 est aussi régulée par la localisation subcellulaire de 1’enzyme. Des
protéines s’associant 8 ADAMI10 sont capables de changer sa localisation. C’est le cas par
exemple de SAP97 dans le systéme nerveux central qui interagit via son domaine SH3 avec
les régions riches en proline du domaine cytoplasmique d’ADAMI10 et permet son adressage
au compartiment post-synaptique aprés une stimulation NMDA (acide N-méthyl-D-
aspartique) (Marcello et al., 2007). De plus, le domaine cytoplasmique d’ADAMI10 contient
un motif riche en arginines qui est impliqué dans la rétention de la protéine dans le réticulum.
Le remplacement des arginines au sein de ce motif par des alanines permet la sortie
d’ADAMI10 du réticulum (Marcello et al., 2010).
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La signalisation Notch

Pendant le développement embryonnaire ainsi que durant toute la vie des organismes pluri-
cellulaires, des processus assurent la production de cellules matures et fonctionnelles mais
aussi le maintien de cellules dites souches. La voie Notch est 1’une des voies qui controle a la
fois les processus de différenciation et les processus de maintien du phénotype souche. Elle
agit comme un médiateur, permettant la communication entre cellules adjacentes et permet
d’adapter le comportement de la cellule a un contexte particulier. Elle peut déclencher la mort
cellulaire, augmenter ou inhiber la prolifération, permettre la différenciation ou au contraire le
maintien d’un phénotype souche et permet ainsi le maintien de ’homéostasie des tissus. C’est
une voie indispensable au développement embryonnaire et a la mise en place du systeme

nerveux central.

L’activation de la voie Notch a lieu entre deux cellules voisines, 1’une étant réceptrice
(c’est la cellule qui exprime le récepteur) et ’autre émettrice du signal (c’est la cellule qui
porte le ligand du récepteur). La transmission du signal requiert un contact physique entre les
cellules : I’activation se passe en trans, le ligand de la cellule émettrice se fixe sur le récepteur
de la cellule réceptrice et permet 1’activation de la transcription de toute une série de génes
(comme par exemple Hesl ou Hey). Son mécanisme d’activation est inhabituel et la rend
unique : la fixation du ligand permet de déclencher une série d’événements protéolytiques,
dont 1un est intramembranaire, ce qui libére un fragment intracellulaire qui, en migrant vers

le noyau, modifie la transcription des génes.

La voie Notch a été découverte grace a des études d’embryologie et de génétique menées
chez la drosophile. Notch, qui veut dire entaille en francais, a été le mot employé par John
Dexter qui travaillait avec le généticien Thomas H. Morgan pour décrire le phénotype observé
chez un mutant de drosophile au début des années 20. En effet les femelles présentaient des
dentelures sur le bord de leurs ailes (voir dessin original de la Drosophile). Il faudra attendre
presque 60 ans pour voir le géne cloné et 70 ans pour que I’on découvre que Notch existe et

est conserve chez les mammiferes (Weinmaster et al., 1991; Ellisen et al., 1991).
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Dessin original d’une femelle Drosophile par T.H. Morgan

pour décrire le phénotype Notch

La signalisation Notch a été depuis 1’une des voies de signalisation les plus étudiées. C’est
une voie de signalisation cellulaire tres conservée chez la majorité des organismes pluri-
cellulaires et présente chez tous les métazoaires. Les récepteurs Notch sont des protéines
transmembranaires de type 1. 1l en existe un chez D.Melanogaster et 2 chez C.Elegans mais
ils ont une activité redondante. Chez I’homme il en existe 4 différents qui ont des actions
redondantes mais aussi des fonctions spécifiques. En effet, Cheng et al ont démontré que la
délétion ciblée de Notch2 dans le rein de souris, grace au systéme Cre-Lox, cause une perte
des glomérules (qui est 1’unité de filtration du rein) alors que Notchl est présent, actif et
retrouvé dans le noyau. De plus, la délétion ciblée de Notchl dans le rein n’entraine pas de
défaut de formation des glomérules (Cheng et al., 2007). Néanmoins, Auderset et al ont
montré que les récepteurs Notchl et 2 agissent de facon redondante pour induire la
différenciation Thl des cellules T CD4+ naives. En effet, seule la délétion conjointe des 2
récepteurs bloque la différenciation Thl alors que la simple délétion de I’un ou 1’autre n’a pas
d’effet (Auderset et al., 2012).
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MATURATION ET ACTIVATION DES RECEPTEURS NOTCH: UNE ETROITE RELATION
ENTRE STRUCTURE ET FONCTION

Les récepteurs Notch sont des protéines transmembranaires organisees en modules. Il

existe 4 récepteurs Notch chez les mammiferes, Notch1-4 (cf figure 16).

Notchl

Motch2

MNotch3

Notchd

5152 53
"B}
EGF-like repeats R HO-N f ) RAM ANK TAD  PEST
N --msfeilil- <
1112 HB-C
NLS
L
NRR NICD
Extracellular Notch (N Transmembranaire Motch (N™)

g Wil <

Figure 16 : Représentation schématique des différents récepteurs Notch humains

EGF-like repeats= répétitions de domaines Epidermal Growth Factor-like, LNR= Lin-
12/Notch Repeats, HD-N= Domaine d’Hétérodimérisation extrémité N-terminale, HD-
C= Domaine d’Hétérodimérisation extrémité = C-terminale, TM=  passage
transmembranaire, RAM=RBP-J Associated Molecule, ANK= domaine ankyrin, NLS=
signal de localisation nucléaire, TAD= domaine de transactivation, PEST= domaine riche
en Proline, Glutamate, Sérine et Thréonine, S1-3= sites de coupure 1-3, NRR= Région de
régulation négative, NICD= Domaine intracellulaire de Notch.

Les répétitions EGF-like 11 et 12 responsables de la fixation du ligand sont représentées
en hachurés bleu.

L’activation des récepteurs Notch résulte d’une cascade d’événements protéolytiques

(Mumm et al., 2000). Le premier a lieu dans le Golgi et est pris en charge par des pro-

protéines convertases (Logeat et al., 1998; Blaumueller et al., 1997). Il permet de produire le

récepteur dans sa forme mature, présent a la surface cellulaire (Blaumueller et al., 1997) : un

dimére qui reste associé par des liaisons non covalentes et dont 1’association est dépendante

du calcium puisque le traitement par des chélateurs suffit a le dissocier (Rand et al., 2000). Ce
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premier clivage appelé S1 délimite les 2 grandes parties du récepteur (cf figure 16) : le NEC
(ectodomaine, comprends toute la partie N-terminale en amont du site de clivage S1) et le
N™ (corresponds & la partie en aval du site de clivage S1, le passage transmembranaire et le

domaine cytoplasmique) dont la structure et la fonction seront détaillés plus bas.

Maturation du récepteur : le clivage S1

Le clivage S1 a éteé le premier des 3 clivages a étre décrit (Logeat et al., 1998). Le
traitement a la Brefeldin A (drogue qui bloque le trafic du cis-Golgi vers le trans-Golgi)
provoque I’accumulation de la forme non clivée, montrant que le clivage S1 se produit dans le
trans-Golgi. Il génere 2 fragments qui restent associés pour former un hétéro-dimere qui est

ensuite adresse a la surface cellulaire (Logeat et al., 1998; Blaumueller et al., 1997).

Le clivage par la furine n’induit pas d’importantes modifications de structure des
récepteurs Notchl et 2 (Gordon et al., 2009). En effet, le site de clivage se situe dans une zone
peu structurée. Il est néanmoins crucial dans la cascade d’activation du récepteur puisqu’une
forme mutante ne contenant pas le site de clivage S1 aboutit a une perte totale de fonction de
la signalisation Notch, in-vivo, chez la Drosophile (Lake et al., 2009). Toute la partie de
I’extrémité N-terminale de la protéine jusqu’au site de clivage S1 est appelée le NE© ou
ectodomaine.

Le fragment Notch extracellulaire (N)

L’ectodomaine est constitué d’une série de répétitions de domaines Epidermal Growth
Factor (EGF)-like (leur nombre est variable selon les especes) et du domaine NRR (Negative
Regulatory Region). Les répétitions 11-12 (hachurées sur le schéma de la figure 16 ) sont
responsables de la fixation du ligand et une mutation Glutamate-Valine de la répétition 12
entraine 1’apparition d’un phénotype perte de fonction Notch chez la drosophile (de Celis et
al., 1993). Chez la souris, la délétion des répétitions EGF-like 8-12 ne perturbe pas le trafic du
récepteur qui est exprimé a la surface des cellules mais conduit a la mort embryonnaire a E10
avec un phénotype similaire a une perte de fonction Notch (Ge et al., 2008). Il a également été
montré qu’un fragment peptidique contenant uniquement les répétitions EGF-like 11-13 est
capable de se fixer sur des cellules exprimant DLL1, un ligand de Notch, et ce de fagon
dépendante du calcium (Hambleton et al., 2004). Cela démontre que ces répétitions sont les
¢léments minimums nécessaires pour I’interaction de Notch avec son ligand. Chez I’homme,

une mutation de la répétition 29 est responsable du CADASIL, une maladie génétique
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héréditaire qui touche les artéres amenant le sang au cerveau et provoque des infarctus des
régions sous-corticales (Kim et al., 2006; Pescini et al., 2008; Dichgans et al., 2001).
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Figure 17 : Structure et glycosylations des répétitions EGF-like

(A) Structure du domaine de fixation du ligand, les répétitions EGF-like 11-13

(B) Carte des différentes glycosylations sur les récepteurs Notch de souris et de Drosophile

Des études de RMN on permis de dévoiler la structure du domaine de liaison du ligand (cf
figure 17A). Les zones de liaison entre domaines EGF-like adjacents sont tres importantes
pour assurer la rigidité et la forme allongée de I’ensemble : un ion Ca”" est coordonné et la

tyrosine d’une répétition est plaquée contre une isoleucine de la répétition suivante (cf figure
17A).
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La glycosylation des récepteurs Notch de souris et de Drosophile est maintenant connue (cf
figure 17B, et pour plus d’informations sur la glycosylation de Notch voir (Stanley and
Okajima, 2010)). En effet, les répétitions EGF-like sont O-fucosylées, ce qui module I’activité
de Notch en réponse a la fixation du ligand. Il existe 23 sites consensus de O-fucosylation
dans Notchl humain dont 13 sont conserves. Parmi ces sites, une mutation T466A inhibant la
O-fucosylation du domaine EGF-like 12 est létal embryonnaire (Ge and Stanley, 2008). De
plus, les souris KO pour I’enzyme pOfutl qui participe a la O-fucosylation meurent pendant

le développement embryonnaire a E11 (Shi and Stanley, 2003).

Les répétitions EGF-like peuvent aussi étre O-glycosylées : 18 des 36 répétitions EGF-like
de Notch de Drosophile portent le site consensus de O-glycosylation CXSXPC, glycosylable
par Rumi (Leonardi et al., 2011). Néanmoins leur réle parait mineur : il permet de conserver
I’interaction Notch/ligand a haute température mais n’a pas d’impact sur 1’activation de la
voie. En effet, des cellules délétées pour la glucosyltransférase Rumi présentent une activation

de la voie Notch qui est normale (Leonardi et al., 2011).

N-term

= ) cl1425

/S Ti672 ‘ ’
H§\
4—31

Figure 18 : Structure du domaine NRR
(A) Structure obtenue par diffraction des rayons X de la région NRR de Notch2 délétée pour

la boucle contenant le site de clivage S1 (représenté en pointillés) (Tien et al., 2009)
(B) Agrandissement montrant le site de clivage S2 et le résidu Leul482 du domaine LNR-A
oblitérant stériqguement la poche hydrophobe dans laquelle est enfoui le site S2 (délimité en

orange dans 1’agrandissement) (Kovall and Blacklow, 2010)
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Le domaine NRR est constitué de 3 domaines LNR (LIN-12/Notch Repeats A, B et C) et
du domaine d’hétérodimérisation (HD). Le domaine LNR (cf figure 18) est un domaine
spécifique des récepteurs Notch empéchant le clivage au site S2 lorsque le ligand est absent
(Sanchez-Irizarry et al., 2004). 1l est constitue de 3 modules LNR : longs de 40 résidus, leur
structure a un repliement irrégulier avec peu de structures secondaires et est stabilisée par 3
ponts disulfures (en rouge sur la structure de la figure 18A) et la coordination d’un ion
calcium (Vardar et al., 2003). Le domaine d’hétérodimérisation est constitué de 150 résidus et
est stabilisé par un pont disulfure. Il est divisé en 2 par le clivage furine au site S1, générant
les domaines HD-N et HD-C, et est nécessaire pour permettre le maintien de Notch sous
forme hétérodimérique (Sanchez-Irizarry et al., 2004).

L’ensemble LNR-HD forme une structure en forme de champignon dont le domaine HD
serait le pied et le domaine LNR le chapeau. Cela permet un enfouissement du site S2 qui est
enfin verrouillé stériquement par la Leu 1482 (figure 18B) qui se trouve au sein de la poche
hydrophobe. L’importance du domaine NRR est soulignée par le fait que les mutations
observées dans les leucémies aigues lymphoblastiques T (LAL-T) se trouvent dans ce
domaine. En effet il existe des mutations des acides aminés constituant la poche hydrophobe,
aboutissant ainsi a la déstabilisation thermodynamique du NRR. Ces mutations rendent alors
le récepteur constitutivement actif en permettant I’activation ligand-indépendante. C’est le cas

dans plus de 50% des LAL-T (Weng et al., 2004).

Il agit donc comme un régulateur négatif de 1’activation de Notch, c’est ainsi que ce

domaine est considéré comme étant I’interrupteur de la voie.

Le fragment Notch transmembranaire (N™")

Le domaine transmembranaire est constitué de la partie C-terminale du domaine
d’hétérodimérisation (HD-C), du domaine transmembranaire et du domaine intracellulaire qui
sera libéré lors de I’activation du récepteur (le NICD, Notch Intracellular Domain). Ce
fragment subit les deux derniers clivages : le clivage S2 qui permet de produire le fragment
NEXT (Notch EXtracellular Truncation) qui est ensuite le substrat du complexe y-sécrétase,
libérant le NICD (Notch IntraCellular Domain) dans le cytoplasme (cf figure 19 ci-dessous

pour le schéma global d’activation de la voie).
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Le clivage S2

Le deuxieme clivage a lieu apres dissociation du dimeére, soit par chélation du calcium soit
par fixation du ligand. Cela a pour effet de dévoiler le site de clivage S2 qui est clivé par les
ADAM (A-Disintegrin And Metalloprotease). Le clivage S2 peut étre constitutif si le
récepteur est muté, comme c’est par exemple le cas dans les LAL-T (Weng et al., 2004). Le
site de clivage S2 se situe dans la partie C-terminale du domaine d’hétérodimérisation, juste
avant le passage transmembranaire (figure 19). La coupure par la protéase se fait, chez
I’homme, entre I’ Alanine 1720 et la Valine 1721 (figure 20).
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Figure 19 : Représentation schématique des étapes d’activation de la voie Notch

La production du NICD (qui est le fragment portant I’activité de facteur de
transcription) est le fruit de 3 clivages protéolytiques successifs. La furine clive au site de
clivage S1 dans ’appareil de Golgi et permet la formation d’un hétérodimere qui est
adressé a la membrane plasmique. Aprés fixation du ligand ou traitement par des
chélateurs de calcium, le site S3 est dévoilé et les ADAMSs produisent le fragment NEXT

qui est le substrat du complexe y-sécrétase qui libere le NICD.
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Il a existé une controverse quant a la métalloprotéase responsable de ce clivage car
ADAM10/Kuzbanian et ADAM17 sont toutes deux capables de cliver Notch (Pan and Rubin,
1997; Brou et al., 2000; Tian et al., 2008; Mumm et al., 2000).

En effet, ’équipe de Gerald Rubin a décrit, en 1996, le phénotype observé chez les
Drosophile hétérozygotes pour Kuzbanian (Kuz™) (Rooke et al., 1996). Il a ainsi établit pour
la premicére fois une relation entre Kuzbanian, 1’organisation du systéme nerveux et
I’inhibition latérale. En effet, lors de la mise en place des organes sensoriels chez la
Drosophile, le nombre de cellules précurseur des organes sensoriels (SOP, Sensory Organ
Precursor cells) est négativement régulé par la voie Notch. Lorsqu’une cellule acquiert le
phénotype SOP, elle exprime le ligand de Notch Delta qui va a la fois inhiber Notch gréce a
des interactions en cis mais aussi 1’activer dans les cellules voisines par des interactions en
trans. Les cellules adjacentes vont donc recevoir un signal inhibiteur de la différenciation en
SOP et devenir des cellules épidermales. Ainsi, lorsque Kuzbanian est non fonctionnel
(délétion ou expression d’un mutant dominant négatif), I’inhibition latérale ne peut avoir lieu
et le nombre de SOP est fortement augmenté. Les embryons hétérozygotes présentent alors,
entre autres défauts, une accumulation de cellules neurales (Pan and Rubin, 1997; Rooke et al.,
1996).

Le fait que I’activité enzymatique de Kuzbanian est indispensable pour 1’activation de la
voie ne sera montré qu’un an plus tard. En effet, Pan et al ont montré que 1’expression d’un
mutant de Kuzbanian sans activité enzymatique agit comme un dominant négatif et ne permet
plus de générer les formes clivées de Notch in-vitro dans les cellules S2 (lignées cellulaire de
Drosophile) mais aussi in-vivo dans les embryons Kuz”~ (Pan and Rubin, 1997). Ces résultats
ont été confirmés par une autre équipe qui, la méme année, démontre que les mutations perte
de fonction de Kuzbanian chez la Drosophile donnent les mémes résultats que les mutations
perte de fonction de Notch, indiquant une implication de Kuzbanian dans I’activation de la

voie Notch (Sotillos et al., 1997).

Chez la Drosophile il apparait donc clairement que Kuzbanian est la protéase responsable
du clivage de Notch. Pourtant, chez les mammiféres les premieres expériences démontrent
qu’ADAM17 plutdét qu’ADAM10/Kuzbanian est capable de cliver Notch et d’inhiber, par
exemple, la différenciation monocytaire qui est sous le contréle de la voie Notch (Brou et al.,
2000; Mumm et al., 2000). Ce n’est qu’avec ’arrivée des souris KO que I’implication

d’ADAMI10 dans le clivage de Notch chez les mammiféeres va ré-émerger (Hartmann et al.,
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2002). En effet, le phénotype observé dans les souris KO pour ADAM10 est similaire a celui
des souris perte de fonction de Notch, avec une mort embryonnaire précoce a E9.5, des
anomalies cardiaques et vasculaires et une forte perturbation dans la formation et le
développement du systéeme nerveux (Hartmann et al., 2002). La majorité des souris KO pour
ADAML17 ont une mort embryonnaire plus tardive a E17,5 avec méme certaines souris qui
naissent et survivent plusieurs semaines. Les altérations décrites dans ces souris sont des
défauts dans la sécrétion du TGFa (Transforming Growth Factor-a) et des défauts de
maturation et d’organisation des tissus épithéliaux (peau, ceil...) (Peschon et al., 1998). Le
phénotype des souris KO pour ADAM17, par opposition a celui observé dans les souris KO
ADAM10, est donc éloigné du phénotype des souris présentant une perte de fonction pour la
signalisation Notch (souris double KO Notch1l/Notch4, KO Presenilin...), ce qui suggere
qu’ADAMI10, au moins dans le contexte du développement, a un réle prépondérant dans
I’activation de la voie Notch. D’autres études montrant une prépondérance du role
d’ADAMI10 in-vivo se sont accumulées avec 1’apparition des souris KO inductibles qui ont
permis 1’étude plus approfondie des implications d’ADAMI10 dans des tissus spécifiques. Il a
¢té ainsi montré qu’ADAMIO0 est indispensable au bon développement du systéme nerveux
central de la souris, principalement en régulant la voie Notch mais aussi d’autres protéines
telles qu’APP (Jorissen et al., 2010). Il a été ainsi possible de montrer qu’ADAMI10 est
nécessaire au développement et a la différenciation des cellules T dans le thymus, processus
sous le contrdle de la voie Notch, alors qu’ADAMI17 n’est pas impliqué (Tian et al., 2008;
Gravano et al., 2010).

Des études récentes, in-vitro et in-vivo, ont permis de démontrer que le clivage est pris en
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charge par ADAMI10 lorsque I’activation du récepteur est ligand-dépendante alors qu’il est
pris en charge par ADAM17 lorsque I’activation n’est pas dépendante du ligand (comme c’est
le cas par exemple dans les LAL-T ou apres une stimulation EDTA, un chélateur du calcium)
(Bozkulak and Weinmaster, 2009; van Tetering et al., 2009; Murthy et al., 2012). In-vivo,
I’activité d’ADAM17 est nécessaire pour la régulation des processus inflammatoires observés
dans des maladies de peau (comme le psoriasis) en activant la voie Notch de fagon ligand-
indépendante (Murthy et al., 2012). Le NICD ainsi produit antagonise 1’activité de c-Fos qui
est le facteur de transcription responsable de la production des cytokines pro-inflammatoires

dans 1’épiderme.

Figure 20 : Apercu de la séquence des sites de clivages S2 et S3.
Le passage transmembranaire est encadré en bleu et la numérotation des Valines des

différents fragments générés apres clivage est indiquée au- dessus de la séquence.
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Le clivage S3

Il a été démontré que ce clivage est effectué, chez les mammiferes (De Strooper et al.,
1999) et la Drosophile (Struhl and Greenwald, 1999), par un complexe protéique appelé y-
sécretase. Il est composé de 4 protéines : Presenilin (¢c’est cette protéine qui porte I’activité
catalytique), Nicastrin, Aph-1 et Pen-2. Il existe, chez les mammiféres, au moins 4 complexes
y-sécrétase différents car il existe 2 Presenilin (PS1 et PS2) et 2 Aph-1 (Aph-1A et Aph-1B).
Ces complexes sont présents dans tous les tissus chez la souris adulte (Hébert et al., 2004)
mais ne sont pas équivalents et peuvent étre substrat-spécifique (Serneels et al., 2009). Les
souris KO pour les protéines Aph et Presenilin ont des phénotypes completement différents :
les souris KO Aph-1A et PS1 sont létal embryonnaire et présentent un phénotype similaire
aux embryons perte de fonctions de la voie Notch alors que les souris KO PS2 et Aph-1B/C
(Aph-1C est issue d’une duplication du géne APH1B retrouvé chez la souris mais pas chez
I’homme) sont viables et ne présentent pas de défauts anatomiques ou de fertilité (Serneels et
al., 2005; 2009; Herreman et al., 1999; Donoviel et al., 1999; Shen et al., 1997). Cette
différence de phénotype entre les KO PS1 et PS2 suggére que PS2 n’est pas indispensable

pour la signalisation Notch durant le développement.

Le mécanisme de clivage est pour le moment inconnu. Il a été proposé que le complexe
crée une poche d’eau intra-membranaire pour que I’hydrolyse de la liaison peptidique puisse
avoir lieu dans un environnement hydrophobe. Il a été démontré que le clivage est séquentiel
(Chandu et al., 2006) : il debute au site S3, se termine au site S4 (cf figure 20) pour générer
deux fragments, le NICD et le peptide Np. Le clivage S4 a été découvert par Okochi et al qui
ont mis en évidence que la surexpression du fragment NEXT entraine I’accumulation dans le
milieu de culture des cellules d’un peptide (le peptide NB) dont I’extrémité ne correspond pas
aux extrémités produites par le clivage S3. lls ont ainsi conclu que le complexe y-sécrétase
effectue un clivage supplémentaire qu’ils ont appelé S4 (Okochi et al., 2002). 1l a également
été montré que ce clivage n’a pas lieu si on bloque le clivage au site S3 (grace a ’utilisation

de mutants non clivables), ce qui montre bien que les clivages sont séquentiels.

Il a été montré par MALDI-TOF que trois fragments différents pouvaient étre générés
apres clivage par la y-sécrétase. Le fragment dont I’extrémité commence par une Valine est le
plus stable alors que les 2 autres fragments instables débutent avec une Leucine et une Sérine
(Tagami et al., 2008), ce qui est en accord avec la « N-end rule » qui dit que des fragments
peptidiques se terminant par Val sont les plus stables (Gonda et al., 1989). Il apparait

81



également que les fragments instables sont produits en plus grande quantité lorsque le clivage
a lieu dans les endosomes alors que le fragment stable est plut6t produit lorsque le clivage a
lieu a la surface cellulaire (Tagami et al., 2008). Le clivage S3 n’est donc pas restreint a la
membrane plasmique et peut avoir lieu dans différents compartiments sub-cellulaires. Ceci
pourrait étre un nouveau niveau de régulation de I’activit¢é de Notch qui couplerait la

force/durée du signal avec la localisation du clivage.

Le clivage S3 permet de libérer le domaine intracellulaire de Notch (NICD). Il est
constitué de sept domaines ankyrin (ANK) flanqués de part et d’autre par des signaux de
localisation cellulaire (NLS), d’un domaine RAM (RBP-J Associated molecule), du domaine
de trans-activation (TAD) et du domaine PEST (car riche en Proline (P), Glutamate (E),
Serine (S), Thréonine(T)).

Figure 21 : Structure d’un domaine ANK du récepteur Notch de Drosophile.
Adapté de (Bertagna et al., 2008), structure détaillée disponible (Ehebauer et al., 2005)

Le domaine ANK est constitué de 5 répétitions ANK pour le Notchl humain (figure 21). Il
permet le recrutement du co-activateur Mastermind (MAM) (Fryer et al., 2002) et interagit
également avec le domaine CTD (C-terminal domain) de CSL. Toutefois cette interaction est
bien plus faible que I’interaction RAM/CSL. Les domaines ANK peuvent étre hydroxylés
individuellement mais cela n’a pas de conséquence sur le repliement global ou sur la capacité
a former le complexe de transcription. Néanmoins, I’hydroxylation permet d’augmenter la
stabilitt du domaine ANK. L’hydroxylation est une modification post-transcriptionnelle
consistant en 1’ajout d’un groupement hydroxyle sur les résidus Proline, Lysine ou encore

Acide Aspartique et Tyrosine. L hydroxy-proline et 1’hydroxy-lysine sont, par exemple, les
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acides aminés majoritaires dans le collagéne. Le niveau d’hydroxylation du domaine ANK est
dépendant des conditions d’oxygénation puisqu’il est élevé en normoxie et réduit en hypoxie
(Coleman et al., 2007). Le domaine ANK permet également le recrutement de 1’ubiquitine
ligase E3 Deltex en interagissant avec ses domaines WWE (Fortini and Artavanis-Tsakonas,

1994; Zweifel et al., 2005), ce qui permet la régulation du trafic intracellulaire de Notch.

Les domaines RAM et ANK sont les 2 seuls domaines nécessaires et suffisants pour
I’interaction avec CSL, méme si la majeure partic de 1’affinit¢ du NICD pour CSL est

attribuable au domaine RAM.

En effet, le domaine RAM est le domaine majeur de fixation du facteur de transcription
CSL (du nom des différents facteurs de transcription CBF1/RBP-J de vertébrés, Suppressor of
Hairless Su(H) de Drosophile et LAG-1 de nématode). Ce domaine est dépourvu de structures
secondaires et présente une structure tertiaire peu rigide. L’interaction du domaine RAM avec
la partic BTD (B-trefoil domain) du CSL est directe (Tamura et al., 1995) et induit un
changement conformationnel du domaine RAM qui devient rigide. Ce domaine permet
également la dimérisation des complexes activateurs de transcription lorsque les génes cibles
contiennent une paire de site de fixation de CSL, comme c’est le cas par exemple pour Hes1
(Nam et al., 2007). La dimérisation est alors essentielle a I’induction de la transcription. C’est
I’un des mécanismes qui est proposé pour expliquer I’extréme sensibilité de 1’induction des

genes cibles a la quantité de NICD présente dans le noyau (Nam et al., 2007).

Le domaine TAD est nécessaire pour conférer au complexe sa fonction de facteur de

transcription. En effet sa délétion abolit la fonction de facteur de transcription du NICD.

Le domaine PEST peut étre phosphorylé par le complexe CyclineC:CDK8 (Fryer et al.,
2004). Lorsqu’il est phosphorylé il active I’ubiquitination de Notch par 1’ubiquitine ligase
Sel10, sa dégradation et I’arrét de la signalisation. Les mutants ne comportant plus ce
domaine ont une activité normale mais présentent une durée de vie plus longue (Fryer et al.,
2002).
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Mécanisme d’activation de la transcription par le NICD

Méme s’il existe 3 formes de NICD qui différent par 1’acide aminé en N-terminal, elles
sont toutes capables de transloquer dans le noyau et d’initier la transcription des geénes cibles
de Notch. En effet, lorsque le NICD entre dans le noyau il se lie a son co-facteur de
transcription Mastermind et & son facteur de transcription CSL (RBP-J pour les mammiféres)
et ce complexe permet de démarrer la transcription des genes cibles de Notch. Il permet ainsi
de retirer les co-répresseurs qui sont fixés sur CSL pour empéchez la transcription (figure 22).
La formation du complexe de transcription actif a été en partie élucidée grace a des études
structurales. 1l a été démontré que la fixation du domaine RAM de Notch permet d’abord
d’induire un changement de conformation de CSL (Friedmann et al., 2008). La séquence
d’évenements qui s’ensuit n’est pas encore clairement établie : on sait que pour que le
complexe de transcription soit fonctionnel, il faut encore fixer MAM et le domaine ANK de
Notch. Le domaine ANK a une affinité pour CSL plus faible que MAM et on ne sait pas si
MAM se fixe avant ANK, du fait de sa plus forte affinité. Neanmoins, une modélisation de
ces interactions a propose que la fixation du domaine RAM sur CSL place le domaine ANK
parfaitement pour interagir avec CSL. En effet, bien que non structuré, c’est la longueur tres
conservée du domaine RAM qui permet de placer correctement le domaine ANK et augmente
dramatiquement la concentration locale au contact de CSL, favorisant son interaction avec
CSL. C’est ce modele qui est privilégié car la fixation du domaine ANK sur CSL permet de
terminer la formation d’un sillon dans CSL, débutée par la fixation du domaine RAM
(Friedmann et al., 2008), qui permet ensuite le recrutement de MAM. Le complexe activateur
de transcription est alors opérationnel et la transcription des genes démarre.

La terminaison de la transcription se fait par phosphorylation du domaine PEST du NICD

qui va permettre sa dégradation et le désassemblage du complexe (Fryer et al., 2004).

84



NotchiC

%

Figure 22 : Représentation schématique des étapes d’activation de la transcription des
genes par le NICD

Lorsque le NICD est produit, il passe dans le noyau et se fixe par I’intermédiaire de son
domaine RAM sur CSL. Cela a pour effet d’induire un changement de conformation de CSL
et de déplacer les corépresseurs qui lui sont fixés et empéchent I’initiation de la transcription.
Mastermind se fixe ensuite a CSL et au NICD pour former le complexe capable d’initier la
transcription des genes. Le domaine PEST du NICD peut étre phosphorylé par le complexe
CyclineC :CDK8. La phosphorylation du domaine PEST permet le recrutement de
I’ubiquitine ligase Sell0 qui va permettre 1’adressage du NICD au protéasome et ’arrét de la
signalisation Notch. Les co-répresseurs peuvent alors a nouveau se fixer sur CSL et le

réprimer.
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REGULATION DE LA SIGNALISATION NOTCH

Activation et régulation par endocytose

L’endocytose permet, entre autres fonctions, le recyclage et/ou la dégradation de protéines
de la membrane plasmique. C’est un phénomene essentiel au fonctionnement de la voie Notch.
Son implication dans la voie a été démontrée pour la premiére fois chez la Drosophile : le
mutant shibire® (Poodry et al., 1973) est un mutant létal embryonnaire présentant le méme
phénotype que la perte de fonction Notch. Il a ensuite été montré que shibire code pour une
GTPase essentielle a I’endocytose qui n’est autre que la dynamine (Seugnet et al., 1997). Ces
expériences ont montré que 1’endocytose est essenticlle a la signalisation Notch dans la
cellule émettrice (qui contient le ligand de Notch) mais aussi dans la cellule réceptrice (qui

contient le récepteur Notch).

Un des signaux permettant I’activation de 1’endocytose est la mono-ubiquitination sur les
lysines intracellulaires des protéines devant étre endocytées. L ubiquitine permet 1’interaction
avec des protéines adaptatrices recrutant ensuite la clathrine pour démarrer la formation de la
vésicule d’endocytose (pour plus de détails sur ces mécanismes voir (d'Azzo et al., 2005)).
C’est a nouveau 1’étude des mutants chez la Drosophile qui a permis de demontrer
I’implication de 1’ubiquitination dans la voie Notch : la perte des gene Neuralized (Neur) et
Mind bomb (Mib) entraine un phénotype similaire a la perte de fonction Notch. Ces génes
codent pour des E3 ligases. Il a été suggéré qu’il existe une spécificité de substrat puisque
Neur est plutdt impliqué dans les activations Delta-dépendante alors que Mib est impliqué
dans les activations Serrate/Jagged-dépendante. L’endocytose n’est pas seulement importante
pour le récepteur, elle est aussi indispensable pour le ligand et joue un réle majeur dans la

régulation de la voie Notch.
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L’endocytose du récepteur

En absence de ligand, le récepteur Notch est internalisé de facon constitutive et envoyé
pour dégradation vers les lysosomes. Néanmoins 1’endocytose n’a pas seulement pour role
d’assurer la dégradation des récepteurs non activés, elle peut aussi permettre une activation de
ces récepteurs, de facon ligand-indépendante et Deltex-dépendante (Gonda et al., 1989; Hori
et al., 2004).

Comme souvent, I’endocytose de Notch débute par son ubiquitination. 1l a ét¢é montré que
Deltex, une E3 ubiquitine ligase, est responsable de I’internalisation de Notch dans des
endosomes précoces (Hori et al., 2004). Ce mécanisme est dépendant de la dynamine et de
Rab5, une GTPase importante pour la formation et la fusion des endosomes précoces.
D’autres E3-ligases telles que celles de la famille Nedd4 comme Suppressor of Deltex (ltch
chez la souris et AIP4 chez ’humain) ou DNedd4, chez la Drosophile, peuvent ubiquitiner
Notch, permettre son endocytose et I’envoyer a la dégradation via le lysosome (Wilkin et al.,
2004; Yamada et al., 2011; Chastagner et al., 2008). Les protéines du systtme ESCRT
(protéines impliquees dans la maturation des endosomes précoces en corps multi-vésiculaires
puis en lysosomes, mais aussi en charge de la régulation du trafic de protéines ubiquitinées)
participe a la dégradation de Notch en régulant son trafic intracellulaire. En effet, quand
Deltex est associ¢ a Kurtz (une B-arrestine de Drosophile) et interagit avec Shrub (une
protéine du complexe ESCRT IlI), le récepteur est poly-ubiquitiné et dégradé dans la lumiére
des lysosomes. A l’inverse, si Shrub est absent, le récepteur est alors mono-ubiquitiné par
Deltex et protégé de la dégradation en restant associé a la membrane des lysosomes (Hori et
al., 2011; Wilkin et al., 2008). Par un mécanisme encore inconnu le N peut alors étre
dissocié (le pH acide des lysosomes est susceptible de permettre cette dissociation) et le
NICD est libéré dans le cytoplasme. L’activation de Notch par Deltex est indépendante des
ligands DSL, reste dépendante des complexes y-sécrétase et des facteurs de transcription CSL
et nécessite le complexe HOPS (HOmotypic fusion and vacuole Protein Sorting, complexe
qui permet la maturation des endosomes tardifs et la fusion avec les lysosomes) et les
protéines du complexe AP-3 (Adaptor protein-3, complexe qui permet la sélection des
protéines devant étre localisées dans les membranes des endosomes tardifs et des lysosomes)
(Wilkin et al., 2008). Les complexes HOPS et AP-3 sont spécifiques de 1’activation Deltex-

dépendante puisque leur délétion ne perturbe pas 1’activation ligand-dépendante de Notch.
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Le trafic intracellulaire du récepteur est donc dirigé par son ubiquitination qui permet le
recrutement de protéines spécifiques, comme par exemple les protéines du complexe ESCRT
qui dirigent la protéine ubiquitinée vers le bon compartiment cellulaire. Les ubiquitine-ligases
ont un réle prépondeérant dans ces processus : Deltex permet la mono-ubiquitination alors que
les ligases de la famille Nedd4 permettent plut6t la poly-ubiquitination. Il a également été
montré que les Nedd4 sont capables, au moins chez les mammiféres, d’ubiquitiner Deltex et
de permettre sa dégradation (Chastagner et al., 2006), ce qui ajoute a la complexité du
systeme. De plus, I’endocytose peut diriger le lieu du clivage S3 et réguler ainsi la stabilité du
NICD généré.

Le complexe y-sécrétase est présent a la membrane plasmique, dans le compartiment
endocytique, les lysosomes, le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi. Le clivage
peut donc avoir lieu dans presque tous les compartiments de la cellule. Chez la Drosophile il a
¢té¢ montré que des constructions de Notch délétées pour 1’ectodomaine (substrat constitutif de
la Y-sécrétase) peuvent étre clivées lorsqu’elles sont exprimées dans des embryons shibire
mutants pour la dynamine, montrant que I’endocytose n’est pas nécessaire au clivage S3
(Struhl and Adachi, 2000). Des etudes montrent également qu’un fragment NEXT non
clivable au site S3 peut étre détecté dans les endosomes (Gupta-Rossi et al., 2004). Enfin,
comme discuté plus haut, il a été plus récemment démontré par Tagami et al en 2008 que le
NICD peut a la fois étre genéré a la membrane plasmique et dans les endosomes, générant des
fragments NICD différant par leur extrémité N-terminale et leur stabilité. Le role de
I’endocytose dans 1’activation du clivage S3 est donc trés controversée, alimenté par la
diversit¢ des modeles utilisés (Drosophile, lignées cellulaires de mammiferes...) et la sur-
expression de protéines mutantes. Des études supplémentaires sont nécessaires pour évaluer
rigoureusement 1’apport de I’endocytose a la régulation de la voie. Etant donné la dépendance
de la signalisation Notch a la quantit¢ de NICD produite, 1’endocytose pourra jouer en
modulant le lieu du clivage et la stabilité des fragments générés qui, malgré la controverse sur
sa contribution précise, ajoute indéniablement un degré de complexité et de régulation

supplémentaire a tous les mécanismes déja découverts.
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L’endocytose du ligand

Lorsque les ligands se lient & Notch, ils sont ubiquitinés, ce qui provoque leur endocytose
(Meloty-Kapella et al., 2012). De nombreuses études ont démontré génétiquement gréce a des
mutants chez la Drosophile et C. Elegans que 1’endocytose est indispensable a 1’activation de
Notch (Overstreet et al., 2003; 2004; Wang and Struhl, 2005; Tian et al., 2004). Les derniers
modéles subodorent que ’endocytose du ligand fixé au récepteur fournit la force nécessaire
pour induire un changement de conformation du récepteur permettant de dévoiler le site de
clivage S2. Néanmoins cette théorie a été controversée jusqu’a cette année. En effet, I’équipe
de Gerry Weinmaster a démontré grace a des méthodes biophysiques que la cellule exprimant
le récepteur est capable d’exercer la force nécessaire a arracher la partie extracellulaire du
récepteur Notch (Meloty-Kapella et al., 2012). lls ont également montré que ce processus est
dépendant de la clathrine, du cytosquelette d’actine et de I’ubiquitination du ligand. Lorsque
le ligand se fixe sur le récepteur, cela active son ubiquitination et permet le recrutement de
I’epsine via son domaine d’interaction a I’ubiquitine. L’epsine est une molécule adaptatrice
interagissant avec la clathrine et ses adaptateurs (comme AP-2) et qui participe a la formation
de la vésicule d’endocytose (Chen et al., 1998; Ford et al., 2002). De facon intéressante, les
cellules délétées pour 1’epsine sont toujours capables de faire de I’endocytose dépendante de
la clathrine (Chen et al., 2009), suggérant une spécificité pour I’endocytose de cargo
ubiquitinés. Enfin, le KO epsinel/2 chez la souris (Chen et al., 2009) entraine une mort
embryonnaire précoce a E9,5 avec des ressemblances aux phénotypes pertes de fonction de
Notch. L’ensemble de ces données montre que 1’endocytose du ligand suite a la fixation de
Notch est la force qui permet I’activation du récepteur, que ce phénomene est dépendant de
I’ubiquitination du ligand et que I’epsine permet de générer une endocytose spécifique médiée
par la clathrine. L’endocytose du récepteur est aussi indispensable a la poursuite de
I’activation. Néanmoins le fait que I’endocytose soit nécessaire ou non au clivage S3 est

soumis a débat.
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Régulation par les tétraspanines

Il a été montré par des approches biochimiques et protéomiques que toutes les protéines du
complexe y-sécrétase sont associées avec les tétraspanines CD9 et CD81 (Wakabayashi et al.,
2009). 11 a également été montré que les tétraspanines peuvent réguler 1’activité de la y-
sécrétase. Dans des fibroblastes dérivés de souris KO pour CD9, une forte accumulation des
fragments de clivage des substrats de la y-sécrétase est observée et le silencing de Tspan33 et
Tspan5 (2 membres d’une méme sous-famille de tétraspanines) diminue le clivage de NEXT
dans les cellules HeLa (Dunn et al., 2010). Enfin, le traitement par des anticorps anti-CD9 ou
CD81 diminue fortement le clivage d’APP (Wakabayashi et al., 2009). Il apparait donc clair
que les tétraspanines peuvent réguler la signalisation Notch en jouant au niveau de la vy-

sécrétase mais il n’est pas exclu qu’elles puissent réguler la voie a d’autres niveaux.
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LES LIGANDS DE NOTCH

Structure

Les ligands du récepteur Notch sont des protéines transmembranaires de type | et font
partie de la famille de ligands DSL (Delta/Serrate/Lag2). lls peuvent étre subdivisés en 2
sous-familles selon leur homologie avec les ligands Delta et Serrate de Drosophile : les Delta-
like (DII1, DII3, Dll4) et Serrate-like (Jaggedl et Jagged2). L’une des différences structurales
majeures entre les 2 sous-familles de ligands est la présence d’un domaine riche en Cystéines

dans les Serrate-like. La structure des différents récepteurs est présentée sur la figure 23.
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Figure 23 : Représentation schématique des différents ligands de Notch
(adapté de (D’Souza et al., 2010))
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La partie qui permet I’interaction avec le récepteur Notch est constituée des domaines NT,
DOS et DSL. L’importance de ces domaines est soulignée par le fait que, chez I’homme, une
mutation dans I’un d’eux provoque I’apparition du syndrome d’Alagille (Morrissette et al.,
2001; Warthen et al., 2006) qui est une maladie due a un dysfonctionnement de la voie Notch.
Le domaine PDZ permet I’interaction avec le cytosquelette d’actine mais sa relevance
fonctionnelle reste indéfinie. Les ligands peuvent étre O- et N-glycosylés sur leurs répétitions

EGF mais aucun réle dans la liaison au récepteur n’a été démontre.

Il a été décrit plus haut comment les ligands peuvent se lier a Notch en trans et activer
ainsi la voie. Mais les ligands peuvent également se lier & Notch en cis et avoir cette fois une
action inhibitrice. 1l a été proposé que la quantité de ligand présent dans la cellule peut
déterminer la polarité du signal : une cellule qui a plus de ligand va a la fois activer en trans
les récepteurs Notch des cellules voisines mais aussi inhiber en cis les récepteurs Notch
présents a sa surface cellulaire (c’est ce qui se passe durant la spéciation des SOP, chez la
Drosophile). Ainsi, I’activation de Notch inhibant au niveau transcriptionnel 1’expression de
son ligand, cela aboutit a I’établissement de la polarité du signal et définit de facon claire les

cellules émettrices/réceptrices.

Les ligands chez les mammiferes peuvent étre clivés par les ADAMs 9, 10, 12, 17 alors
que les ligands de Drosophile ne sont clivés que par les homologues d’ADAMI0
(Kuzbanian/Kuz et Kuzbanian-like/Kul qui clive exclusivement le ligand). Ce clivage permet
le relargage de 1’ectodomaine et ces formes solubles des ligands peuvent se lier a Notch. Des
études montrent que le ligand doit étre immobilisé ou pré-agglutiné pour pouvoir activer
Notch, générant ainsi la force requise pour déplacer le N¥¢. Néanmoins, les sites de fixation
des ligands solubles ou liés a la membrane étant les mémes, il existe une compétition pour
’accés au récepteur et donc une régulation de 1’activation est possible a ce niveau. Le clivage
par les ADAMs aboutit aussi a une levée de I’inhibition en cis et permet la reprise de
I’activation de Notch en permettant la fixation d’un ligand en trans. Le clivage du ligand est
donc un mécanisme de régulation treés important qui peut avoir, selon le contexte, des réles

activateurs ou inhibiteurs.
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Matériel et Méthodes

REACTIFS POUR LES EXPERIENCES IN-VITRO

Anticorps

L’anticorps monoclonal de souris dirigé contre ADAMI0 humain est le 11g2, et a été
décrit dans (Arduise et al., 2008). Les anticorps monoclonaux de souris anti-Notch et anti-
ADAM17 humains sont de chez R&D Systems et I’anti-PDI de chez Abcam. Les anticorps
anti-GFP utilisés sont le biclonal de chez Roche (pour les IP) et un polyclonal de lapin de
chez Santa Cruz Biotechnologies (pour le western-blot), 1’anti-HA est le HA1l de chez
Covance, I’anti-V5 est un monoclonal de souris (pour les IP) ou un polyclonal de chez Sigma-
Aldrich (pour les western-blots). Les anticorps anti-tétraspanines utilisés sont le TS9 (CD9),
TS81 (CD81), TS151 (CD151), TS63 (CD63), 1F11 (CD9P-1) ont été produits au laboratoire.

Oligos utilisés pour les expériences de déplétion par ARN interférence
Contrdle : Stealth RNAI Negative Control Medium GC
Tspan5: AUGUCAUCCCGAUAUGCUCUGAUGU
Tspanl4 : CGCCAUCUCGCUGUUGCAGAUAUUU
Tspanl5: ACAACCUGUACCUUCUCCAAGCAUU
CD81: GCACCAAGUGCAUCAAGUA-ITIT

Lignées cellulaires utilisées

Les cellules HeLa (carcinome cervical), HCT116 (carcinome colique), PC3 (carcinome de
la prostate), HEK293 (cellules de rein embryonnaire humain) sont cultivées en DMEM
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF). Les cellules sont transfectées avec le
Fugene6 (Promega) ou la lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les indications du fournisseur.
Les cellules OP9 exprimant le ligand de Notch DLL-1 (OP9-DLL1) et les cellules U20S
exprimant Notchl (U20S-N1) ont été obtenues par infection avec des rétrovirus comportant
I’ADN complémentaire (ADNc) de DLL-1 cloné dans le vecteur MSCV-IRES-GFP ou
I’ADNc de Notchl humain cloné dans le vecteur pBabe puro. Ces deux lignées cellulaires ont

été decrits precédemment (Moretti et al., 2010; Six et al., 2004). Les cellules S2 (cellules de
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drosophile) ont été transfectées par le Fugene HD (Promega) suivant les données du

fournisseur.

Plasmides utilisés

Toutes les tétraspanines étiquetées V5 ou GFP sont d’origine humaine. Les régions
codantes ont été amplifiées par PCR a partir de plasmides précédemment décrits (Tspanl,
Tspan5, Tspan9, Tspanl2 et Tspanl5 (Serru et al., 2000)), de plasmides obtenus aupres
d’Open Biosystems (Tspanl0 et Tspan33) ou d’une transcription inverse a partir des cellules
HCT116 (Tspanl4). Les produits PCR ont ensuite été sous-clonés dans les vecteurs
Directional TOPO pEGFP-N1, pEGFP-N3 ou pcDNAS3. Tspanl7 et Tspan5 ont été
synthétisés par Eurogentec. Les constructions murines étiquetées Myc de Notchl AE et NICD
(dans le vecteur pCS2+MT) et ’ADAMI10 bovin étiqueté HA (dans le vecteur pcDNA3) ont

été décrits précédemment (Lammich et al., 1999; Jarriault et al., 1995).

Analyse par cytométrie de flux

Les cellules sont détachées, lavées deux fois en milieu DMEM supplémenté avec 10% de
SVF puis incubées pendant 30 minutes a 4°C avec 10ug/ml d’anticorps primaire (la plupart
du temps des anticorps produits chez la souris). Apres trois lavages, les cellules sont incubées
pendant 30 minutes a 4°C avec un anticorps de chévre anti-souris conjugué a un fluorochrome
(FITC ou PE pour les marquages de cellules non transfectées ; APC pour les marquages de
cellules transfectées avec des constructions GFP). Les cellules sont analysées avec un
FACScalibur avec les parametres de compensation appropriés ou un Accuri C6. Les cellules
sont détachées avec I’accutase sauf pour les marquages Notchl pour lesquels les cellules sont

détachées avec une solution de citrate de sodium 15mM et chlorure de potassium 0,135mM.

Immunoprécipitation, pontage chimique et marquage des protéines de surface a la
biotine

Les cellules sont lavées trois fois en PBS 1X puis incubées avec une solution de biotine a
0,5mg/ml pendant 45 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite lavées trois fois en PBS puis
lysées dans du tampon de lyse contenant 30mM de Tris pH 7.4, 150mM NacCl, des inhibiteurs
de protéase et 1% de détergent (Brij97 ou digitonine). Aprés 30 minutes d’incubation a 4°C,
le matériel insoluble est retiré par une centrifugation a 10.000g pendant 15 minutes. Le lysat
cellulaire est ensuite incubé avec du sérum de chévre inactivé et des billes de protéine G-

sepharose (GE Healthcare) pendant 2 heures. Les billes sont retirées par centrifugation et le
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lysat cellulaire est incubé avec 1lug d’anticorps primaire et 10ul de billes de protéine G-
sépharose pour 200-400ul de lysat pendant 2h a 4°C sur une roue tournante. Les billes sont
lavées quatre fois en utilisant le tampon de lyse avec 1% du détergent qui a servi a la lyse puis
mises en tampon Laemmli. Les protéines immunoprécipitées sont ensuite séparées par SDS-
PAGE en conditions non réductrices et transférées sur membrane PVDF (polyvinyl difluoride,
GE Healthcare). Les immunoprécipitats sont analyseés par western-blot en utilisant des
anticorps primaires directement couplés Alexa Fluor 680 ou une combinaison d’anticorps
primaires révelés par des anticorps secondaire couplés Alexa Fluor 680 ou IRDye 800. Les
révélations du marquage biotine sont réalisés avec la streptavidine couplée Alexa Fluor 680
ou IRDye800. Les acquisitions sont effectuées avec 1’Odyssey Infrared Imaging System®
(LI-COR Biosciences).

Pour les expériences de pontage chimique, des cellules HEK293 ont été transfectées
transitoirement avec un plasmide codant pour ADAM10-HA et différentes tétraspanines
étiquetées GFP. 48h aprés la transfection, les cellules sont traitées avec 1mM de
dithiobis[succinimidyl propionate] (DSP) pendant 30 minutes a 4°C puis lysées en tampon de
lyse supplémenté avec 1% de Triton X100 et a.2% de SDS. Les lysats sont ensuite

débarrassés du matériel insoluble et immunoprécipités selon le protocole ci-dessus.

RT-PCR quantitative

L’ARN est extrait a partir de 5x10° cellules de différentes lignées cellulaires en utilisant le
kit SV Total RNA Isolation System avec une digestion de I’ADN sur colonne (Promega), en
suivant les instructions du fournisseur. L’ADNc est synthétis¢ a partir de Spg d’ARN total
pour chaque échantillon en utilisant 200U de transcriptase inverse SuperScriptlll (Invitrogen)
amorcée avec des hexameres aléatoires (Promega). Les réactions de polymérisation en chaine
quantitative en temps réel (QPCR) sont réalisees dans un volume total de 25ul contenant 2x de
Brillant 11 SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent), 0.4uM des primers sens et anti-senset
62.5ug d’ADNec. Les quantifications sont faites a 1’aide du Mx3005P qPCR Systems et
analysées par le logiciel MxPro d’Agilent Technologies. Pour chaque échantillon d’ADNc,
les analyses sont faites en triplicats et les données sont normalisées a 1’expression de rpl38 en
utilisant la méthode du ACt. La plupart des oligonucléotides ont été créés avec PrimerBank
(Spandidos et al., 2010) :
Tspan5: ACAAGGGTCCTGAAGTCAGTT et TGATGGAAGAGATGTTGGACAGA
Tspanl0: CTGCGTCAAGTATCTGATCTTCC et AAGCCACGTAACAGGCAGG
Tspanld: GGCTCTGCGGGAGAATATCTG et GCACTGGTTAGCTTTCTGAAGG
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Tspanl5: ACTTCCTGAACGACAACATTCG et CGCCACAGCACTTGAACTTTT
Tspanl7: CTGCTGCGGGAAATACTTCCT et GATGTTCGAGAGAACGCCCTT
Tspan33: CTACGCTCGGCTAATGAAGCA et TGAGCAGGAACATGAGGACAC
ADAM10: AAACACCAGCGTGCCAAAAG et CCCTCTTCATTCGTAGGTTGAAA.

Immunomarquages et microscopie

Les cellules humaines sont cultivées pendant 24h sur lamelles de verre en DMEM
supplémenté de 10% de SVF. Pour les comparaisons des niveaux totaux et de surface
d’ADAMIO, les cellules ont été fixées en paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 30 minutes a
température ambiante, incubées pendant 15 minutes avec une solution de chlorure
d’ammonium 50mM pour bloquer les sites réactifs du PFA n’ayant pas réagis et
perméabilisées, ou non, avec 0.1% de Triton X100 pendant 2 minutes a 4°C. Les cellules sont
ensuite incubées avec 10ug/ml de chaque anticorps primaire (jusqu’a deux anticorps primaires
ont été utilisés conjointement) pendant 1h a température ambiante. Les cellules sont ensuite
lavées en DMEM supplémenté de 10% de SVF et les anticorps primaires sont révélés par des
anticorps secondaires couplés Alexa Fluor 488 et/ou 568 pendant 1h a température ambiante.
Les cellules sont ensuite lavées en DMEM supplémenté de 10% de SVF et les cellules sont
montées en Mowiol 4-88 (81381 ; Sigma-Aldrich) supplémenté en DABCO (D2522 ; Sigma-
Aldrich) et en DAPI. Les acquisitions sont faites a 1’aide d’un microscope a fluorescence
DMR (Leica) équipé d’une caméra CoolSnap HQ2 (Photometrics) et controlé par le logiciel
MetaMorph (Molecular Devices). Les acquisitions ont aussi été faites a 1’aide du microscope
confocal Leica SP5 équipé d’un objectif a immersion 63x. Les images ont été traitées avec le

logiciel ImageJ (National Institute of Health).

Analyse de la glycosylation d’ADAM10

Les cellules sont lavées trois fois en PBS puis lysées en tampon de lyse avec 1% Brij97
pendant 30 minutes a 4°C. Le matériel insoluble est retiré par centrifugation a 10.000g
pendant 15 minutes et le lysat est incubé avec 1ug de 11G2 et 10ul de billes de protéines G-
sépharose pendant 2 heures a 4°C sur une roue tournante. Les billes sont lavées quatre fois en
utilisant le tampon qui a servi a la lyse. Les protéines immunoprécipitées sont détachées des
billes en les faisant bouillir dans une solution de Triton X100 1% et SDS 0.2%. Un tampon au
phosphate de sodium 20mM pH 7,2 est ajouté avec la PNGase et ’Endo-H et 1’incubation est
laissée sur la nuit. Le lendemain, les protéines sont resuspendues en tampon Laemmli,

séparées par SDS-PAGE et analysee par western-blot.
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Analyse de I'activité de Notch dans les cellules de mammiféeres

Ces analyses ont été réalisées comme décrit précedemment (Moretti et al., 2010). Des
cellules U20S-N1 et HeLa sont ensemencées a 25.000 cellules/cm?®. La déplétion par ARN
interférence est réalisée par le protocole de transfection inverse Interferin (PolyPlus
Transfection). 3nM d’ARNIi est déposé dans le puits avant de recouvrir avec les cellules. Les
cellules sont ensuite transfectées 24h aprés avec le rapporteur CSL firefly et le plasmide
contrdle Renilla en utilisant le FuGene6 (Promega). 24h aprés, 35.000 cellules/cm? d’OP9-+/-
DLL1 sont ajoutées et les activités firefly et Renilla luciférase sont déterminées en utilisant le
Dual luciferase reporter assay (Promega) selon les données du fournisseur. L’analyse
statistique est effectuée en utilisant le test one-way ANOVA suivi d’un test de comparaison
multiple de Tukey.
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Résultats

LES TSPANC8 SONT DES PARTENAIRES DIRECTS D’ADAM10

Il a été démontré dans le laboratoire qu’ADAMI10 est associé a plusieurs tétraspanines,
dans différentes lignées de lymphomes (Arduise et al., 2008). Néanmoins, ces interactions ont
été observées dans des conditions de lyse conservant les interactions entre tétraspanines et il
ne peut étre exclu qu’elles soient indirectes. Nous avons utilisé une lignée de cancer colique
exprimant une grande quantité d’ADAMI10, les cellules HCT116 pour étudier les interations
ADAM10/tétraspanines. Alors que I’interaction CD9-CD9P1 est conservée apres la lyse en
digitonine (détergent qui permet d’isoler les complexes primaires), aucune interaction
ADAM10-tétraspanine n’a pu étre détectée avec CD9, CD81 ou CD151 (figure 24 ). De
nouvelles tétraspanines ont été découvertes dans le laboratoire grace a des recherches dans les
banques d’EST : Tspanl, 5 et 9 (Serru et al., 2000). Des cellules PC3 ont été transfectées avec
ces tétraspanines portant 1’étiquette V5. Apres lyse en digitonine et immunoprécipitation par
des anticorps anti-V5 pour précipiter les tétraspanines testées, I’interaction avec ADAMI10 est
étudiée par western-blot (figure 24). ADAM10 est coimmunoprécipitée uniquement avec
Tspan5, indiquant que Tspan5 est la tétraspanine partenaire d’ADAMI10. Aucune interaction

avec Tspan-1 ou -9 n’a pu étre détectée dans ces conditions.
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Figure 24 : Tspan5 est la tétraspanine partenaire d’ADAM10

(A) Descellules HCT116 ont été lysees en Brij97 ou en digitonine avant de réaliser une
immunoprécipitation (IP) comme indiqué en haut de chaque piste. La composition
des complexes est ensuite analysée par western-blot.

(B) Des cellules PC3 ont été transfectées transitoirement avec Tspan-1, -5 et -9 portant
une étiquette V5 et leur association avec ADAMI10 a été analysée par co-
immunoprécipitation apres lyse en digitonine et western-blot avec des anticorps
anti-ADAM10 et anti-V5.

Tspan5 fait partie d’une sous-famille de tétraspanines qui sont caractérisées par la présence
de huit cystéines dans leur domaine extracellulaire (que nous avons appelées les TspanC8).
Cette sous-famille comprend également TspanlO (occulospanin), Tspanl4 (DC-TMA4F2),
Tspanl5 (NET-7), Tspanl7 and Tspan33 (penumbra). Les tétraspanines de cette sous-famille
partagent des zones de fortes homologies et I’hypothése que la capacité de Tspan5 a interagir
avec ADAM10 soit une caractéristique partagée par la sous-famille a été testée. Nous avons
ainsi étiqueté les TspanC8 avec la GFP puis transfecté ces protéines de fusion dans des
cellules PC3 qui expriment fortement ADAMIO0 de fagon endogeéne. L’association des
TspanC8-GFP avec ADAMI0 a été étudiée par western-blot aprées IP sur des cellules lysées
en digitonine. Dans ces conditions, une interaction d’ADAM10 avec Tspan-5, -14, -15, -33 et
dans une moindre mesure avec Tspan-10 et -17 est observée, indiquant que ces tétraspanines
sont en interaction directe avec ADAM10. Aucune interaction avec les tétraspanines Tspanl2
et CD9 qui n’appartiennent pas a la sous-famille n’a pu étre détectée dans ces conditions

(figure 25).
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Figure 25 : Les TspanC8 sont des partenaires directs d’ADAM10
Des cellules PC3 transfectées transitoirement avec les TspanC8 portant une étiquette
GFP (Green Fluorescent Protein) ont été lysées en digitonine et 1’association avec
ADAMI0 est étudiée par western-blot apres IP avec des anticorps anti-ADAM10 et -GFP.
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Figure 26 : L’interaction Tspan5/ADAMI10 est indépendante de

la palmitoylation de Tspan5
Association d’ADAMI10 avec Tspan5 non palmitoylable étiqueté GFP révélée par

western-blot apres IP et lyse en digitonine.
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La palmitoylation des tétraspanines permet la stabilisation des interactions entre
tétraspanines. La mutation des 4 sites potentiels de palmitoylation de Tspan5 n’a pas d’impact
sur I’association avec ADAMI10 (figure 26), apportant un argument supplémentaire dans la
démonstration que I’interaction TspanC8/ADAMI0 est directe et indépendante des

interactions entre tétraspanines.

Enfin, nous avons confirmé la proximité des TspanC8 et d’ADAMI10 par des expériences
de pontage covalent. En effet, les complexes TspanC8-ADAM10 sont toujours observés apres
lyse en Triton-X100/SDS qui sont des conditions détruisant la majorité des interactions dans
le « Tetraspanin Web », indiquant que les protéines sont assez proches physiquement pour
permettre un pontage chimique efficace (figure 27). On constate néanmoins que pour Tspanl0
et Tspanl7, la quantité d’ADAMI10 co-précipitée est moins forte. L’ensemble de ces données

démontre que les TspanC8 sont les tétraspanines partenaires d’ADAMI0.

HA-ADAM10 +

HA-
ADAM10

GFP

IP GFP IP HA

Figure 27 : L’interaction ADAM10/TspanC8 est révélée par pontage chimique
Des cellules HEK 293 ont été co-transfectées transitoirement avec ADAM10 étiqueté
HA et une tétraspanine étiqueté GFP (comme indiqué en haut de chaque piste) puis
I’interaction avec ADAMI10 est analysée par western-blot apres pontage covalent en
DSP, IP avec un anticorps anti-GFP et révélation HA. La migration est réalisée en

conditions réductrices pour cliver ’agent chimique DSP.
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L’EXPRESSION DES TSPANC8 CORRELE AVEC L’EXPRESSION DE SURFACE
D’ADAM10

Afin d’étudier plus avant le role des TspanC8 dans la régulation d’ADAMI10, nous avons
analysé par FACS 1’expression de surface d’ADAMI10 dans différentes lignées de carcinomes
(figure 29). Nous avons ainsi retenu trois lignées pour le reste de 1’étude : deux lignées avec
une forte expression de surface (les cellules PC3 et HCT116) et une lignée avec une
expression de surface faible (les cellules HeLa). L’expression de ’ARNm d’ADAMI10 est

Iégerement inférieure dans les cellules HeLa, comparé aux deux autres lignées.
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Figure 28: Niveau de surface d’ADAMI10 dans différentes lignées de carcinomes
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Figure 29: Comparaison des niveaux d’expression de surface et des quantités
d’ARNm d’ADAM10 dans les cellules HeLa, PC3 et HCT116
(A) Analyse de I’expression de surface d’ADAMI10 par cytométrie de flux
(B) Analyse par RT-qPCR des niveaux d’ARNm d’ADAMI10. Les données présentées
sont les moyennes et écart-types obtenus sur 3 expériences indépendantes réalisées en

triplicata.
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Afin de déterminer le rdole des TspanC8 dans le trafic d’ADAMI10, nous avons d’abord
déterminé par RT-qPCR le profil d’expression des TspanC8 dans les trois lignées cellulaires
étudiées. Les cellules HeLa présentent un faible niveau d’expression des TspanC8 avec
seulement une expression minime de Tspanl4 détectée. Les cellules PC3 et HCT expriment
un éventail beaucoup plus large de TspanC8. Dans les cellules PC3, la TspanC8 majoritaire
est Tspanl5, Tspan5 est également bien exprimé dans ces cellules alors que Tspan-17 et -33
sont exprimeées a des niveaux plus faibles (figure 30). Pour les cellules HCT116, la TspanC8
majoritaire est Tspanl4, Tspan-5 est également bien exprimé et Tspanlb, -17 et -33 sont plus

faiblement exprimées.
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Figure 30 : Profil d’expression des TspanC8 dans les cellules PC3, HCT116
et HeLa
Analyse par RT-qPCR des niveaux d’expression des différentes TspanC8 dans
les cellules PC3, HCT116 et HeLa. Les données présentées sont les moyennes et

écart-types obtenus sur trois expériences indépendantes réalisées en triplicat.

Si on confronte ces niveaux d’expression aux quantités d’ADAMI10 présentes a la surface
de ces différentes lignées, il est possible d’établir une corrélation entre le faible niveau
d’expression des TspanC8 dans les cellules HelLa et la faible expression membranaire

d’ADAMI10. En effet, dans les deux autres lignées qui expriment des TspanC8, le niveau
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d’expression de surface d’ADAMI10 est supérieur. Une hypothése rendant compte de ces

observations serait que les TspanC8 permettent I’adressage d’ADAMI10 a la surface cellulaire.

Afin de tester cette hypothése, nous nous sommes intéressés a la localisation subcellulaire
d’ADAMI10. Les cellules ont été marquées avec un anticorps anti-ADAMI10 dans des
conditions non-perméabilisées, pour ne voir que le marquage de surface. Dans ces conditions,
les cellules PC3 et HCT116 présentent un fort marquage alors que celui dans les cellules
HelLa est trés faible, a la limite de la détection (figure 31). Apres perméabilisation des cellules,
un fort marquage est toujours observé dans les cellules HCT116 et PC3 alors que pour les
cellules HeLa, un fort marquage intracellulaire est révélé (figure 31). Pour déterminer
I’identité de ce compartiment intracellulaire, nous avons analysé par microscopie confocale la
localisation d’ADAMI10 et de différents marqueurs des compartiments intracellulaires.
Aucune co-distribution n’est observée avec les marqueurs de 1’appareil de Golgi (Golph4) ou
du compartiment endosomal tardif (CD63) mais deux différents marqueurs du RE (calnexine
et PDI) co-localisent avec ADAM10. Ces données démontrent que, dans les cellules HelLa,
ADAML10 est retenu dans le RE (figure 32).

Hela PC3 HCT116

Non
perméabilisées

Perméabilisées

Figure 31 : ADAMI10 est exprimé a la surface des cellules PC3 et HCT116 et présent

dans un compartiment intracellulaire dans les cellules HeLa

Analyse par immunofluorescence de la localisation d’ADAMI10 sur cellules PC3,
HCT116 et HeLa, avec ou sans TritonX100 pour la perméabilisation. Les réglages
d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Les images présentées sont

représentatives de 3 expériences indépendantes.
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Calnexin ADAM10

ADAM10 PDI Merge

Figure 32 : ADAML0 est retenu dans le réticulum endoplasmique des cellules HeLa
Analyse par microscopie confocale dans des cellules HelLa des distributions
d’ADAM10 et de différents marqueurs de compartiments intracellulaires : PDI (RE),
CD63 (compartiment endosomal/lysosomal), calnexin (RE) et Golph4 (Appareil de
Golgi). La barre d’échelle correspond a 10pum.
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L’EXPRESSION DES TSPANCS8 DANS LES CELULES HELA PERMET LA SORTIE DU RE
ET L’ACCUMULATION D’ADAM10 A LA SURFACE CELLULAIRE

La faible expression de surface d’ADAMI10 et sa rétention dans le RE des cellues Hela est
associée a une faible expression des TspanC8. De plus, les cellules PC3 et HCT116 qui
expriment plus largement les TspanC8 présentent une expression de surface d’ADAMI10
supérieure. Est-il possible que les TspanC8 régulent la localisation d’ADAMI10 et permettent
son adressage a la membrane plasmique ?

Afin de tester cette hypothése, nous avons utilisé le modeéle cellulaire HeLa pour observer
les conséquences de I’expression des différentes TspanC8 sur I’expression de surface
d’ADAMI0. Ainsi, les cellules HeLa ont été transfectées transitoirement avec les TspanC8-
GFP et le niveau de surface d’ADAMI10 a été suivi par des analyses en cytometrie de flux bi-
paramétriques, pour pouvoir suivre a la fois I’expression des TspanC8 (niveau d’expression
de la GFP) et le niveau de surface d’ADAMI10. La transfection des Tspan-5, -14, -15, -33
induit une augmentation du niveau d’ADAMI0 a la surface de ces cellules alors que
I’expression des tétraspanines CD9 et Tspanl2 n’a pas d’impact (figure 33). L’expression de
Tspan-10 n’induit pas de changement dans I’expression de surface d’ADAMI10 tandis que
I’effet de Tspanl7 est bi-phasique, avec une 1égére augmentation de I’expression de surface
dans les cellules qui expriment de faible quantité de la tétraspanine et pas d’effet dans les

cellules qui expriment plus fortement Tspanl7.
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Figure 33 : L’expression des TspanC8 augmente I’expression de surface d’ADAM10

Analyse par cytométrie de flux bi-paramétrique de D’expression de surface

d’ADAMI0 en fonction de I’expression de la TspanC8-GFP indiquée.

Pour vérifier que cet effet soit spécifique a ADAMI0, nous avons étudié I’impact de la

surface d’ADAMI17 (la

transfection des

TspanC8

sur le niveau d’expression de

métalloprotéase la plus proche d’ADAMI10). Aucune modification du niveau membranaire

d’ADAMI17 aprés transfection transitoire des TspanC8 n’a été observée, démontrant que les

conséquences de I’expression des TspanC8 sont spécifiques a ADAMI10 (figure 34).
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Figure 34 : L’expression des TspanC8 n’a pas d’effet sur I’expression de surface
d’ADAM17

Analyse par cytometrie de flux bi-paramétrique de 1’expression de surface

d’ADAM17 en fonction de I’expression de la TspanC8-GFP indiquée.
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Pour visualiser le changement de localisation d’ADAM10, nous avons étudié par imagerie
confocale les conséquences de la transfection des TspanC8 sur la localisation d’ADAMI10
dans les cellules HeLa. Nous avons ainsi démontré que la transfection des Tspan-5, -14, -15 et
-33, qui sont majoritairement exprimées a la surface cellulaire, induit un changement de
localisation d’ADAMI10 d’un compartiment intracellulaire a la surface cellulaire pour co-
localiser avec les TspanC8 (figure 36). Tspan-10 et -17 sont présentes dans un compartiment
intracellulaire et leur expression entraine 1’accumulation d’ADAMI10 dans ce compartiment
TspanC8-positif. Nous avons montré par des analyses de microscopie confocale que les
vésicules intracellulaires Tspan-10 ou -17 positives sont co-marquées avec le CD63 qui est un
marqueur du compartiment endosomal tardif (figure 35).

Tspanl0

Tspanl?

GFP ADAM10 Merge

Tspanl0

Tspanl?7

GFP CD63 Merge

Figure 35 : L’expression de Tspan-10 ou -17 induit la relocalisation d’ADAM10 dans un
compartiment intracellulaire co-marqué par CD63
Analyse par microscopie confocale de cellules HeLa transfectées transitoirement avec les

tétraspanines Tspan-10 ou -17 étiquetées GFP et marquées avec un anticorps anti-CD63.
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Figure 36 : L’expression de
Tspan-5, 14, -15, -33 induit la
relocalisation d’ADAMI10 a la

surface cellulaire

Analyse par microscopie
confocale de la localisation
d’ADAMI10 (en rouge) apres
transfection transitoire des
TspanC8-GFP (en vert) dans des
cellules HeLa perméabilisées au
TritonX100. La barre d’échelle

correspond a 10um.
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La présence du complexe ADAM10/TspanC8 a la surface des cellules HeLa a été
confirmée biochimiquement. Les protéines de surface de cellules HeLa exprimant stablement
Tspan-5, -14, -15 ont été marquées avec la biotine puis analysées par western-blot apres IP
avec des anticorps anti-GFP et anti-ADAMI10. Nous confirmons 1’association d’ADAM10
aux TspanC8 testées par la co-immunoprécipitation de la GFP dans I’'TP ADAMI10 et celle
d’ADAMI10 dans I’IP GFP (figure 37). De plus, cette fraction d’ADAMI0 associée aux
tétraspanines est marquée par la biotine, comme le démontre la co-migration d’ADAM10
avec une bande marquée par la streptavidine (réactif permettant de réveéler la présence de la
biotine) visualisée par western-blot bicolore grace au systeme Odyssey® (figure 37). Enfin, la
quantit¢ d’ADAMI10 co-précipitée avec la GFP est similaire a celle précipitée par 1’anticorps
spécifique, indiquant que la majeure partie d’ADAMI10 est en interaction avec les TspanCS8.
L’ensemble de ces données indique qu’une forte proportion d’ADAMI0 est en interaction

directe avec les TspanC8 et que le complexe est présent a la surface cellulaire.
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Figure 37 : Les complexes TspanC8/ADAM10 sont présents a la surface cellulaire

L’association entre ADAMI10 et les TspanC8 est analysée par western-blot aprés
marquage des protéines de surface par la biotine et co-immunoprécipitation, dans des
cellules HeLa exprimant stablement ou non les Tspan-5, -14 ou -15 lysées en digitonine.

Une bande non spécifique est indiquée par un « * ».

110



Les TspanC8, en plus de diriger la localisation d’ADAMI10, ont également un effet sur la
quantité totale ’ADAM10. En effet, nous avons montré que la transfection des Tspan-5, -14,
-15, et -33 mais pas Tspan-10 et -17, augmente fortement la quantit¢é d’ADAMI10 mature
(figure 38).
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Figure 38 : L’expression des TspanC8 peut augmenter la quantité totale d’ADAM10
Des cellules HeLa ont été transitoirement transfectées avec différentes TspanC8-GFP et la

quantité d’ADAMI0 a été analysée par western-blot apres lyse en Laemmli.

La maturation de I’arborisation sucrée qui transforme des structures riches en mannoses en
structure composées d’oligosaccharides complexes a lieu dans 1’appareil de Golgi et peut étre
suivie par le traitement avec des glycanases, comme ’endoglycosidase-H (Endo-H, qui clive
les structures riches en mannose) et la PNGase (qui clive les structures riches en mannose
mais aussi les oligosaccharides complexes) (figure 39).

Nous avons tenté d’utiliser la méthode de digestion par les glycanases pour confirmer
biochimiquement qu’ADAM10 progresse du RE vers le Golgi en suivant la maturation de son
arborisation sucrée. En effet, si les TspanC8 permettent le trafic d’ADAMI10 vers la
membrane plasmique en passant par le Golgi, I’arborisation sucrée d’ADAMI10 devrait étre
maturée et devenir résistante au traitement par 1’Endo-H mais toujours sensible a la PNGase.
Dans les cellules controles, les formes mature et immature sont sensibles a I’Endo-H et
I’expression de Tspan5, qui entraine une augmentation de la quantit¢é d’ADAMI10, ne modifie

pas le type de glycosylation (figure 39). De plus, dans les deux lignees cellulaires, le
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traitement par la PNGase entraine la méme diminution de masse moléculaire apparente que
celle avec I’Endo-H, indiquant qu’ADAMI10 ne contient pas d’oligosaccharides complexes.
Ces donnees confirment de précédents travaux qui démontrent que dans les cellules SKOV3
de cancer ovarien, ADAM10 est présent a la surface cellulaire et reste sensible au traitement
par I’Endo-H (Escrevente et al., 2008).

Hela WT Hela Tspan5

Figure 39 : Sensibilité d’ADAM10 a la digestion par les glycanases

Analyse de la résistance d’ADAM10 aux glycanases apres lyse et IP ADAM10 dans
des cellules HeLa exprimant stablement ou non Tspan5. Le traitement par la PNGase
dure 24h et I’exposition prolongée a la PNGase peut entrainer une protéolyse, ce qui

peut expliquer la diminution de la quantité d’ADAM10 observée dans ces conditions.
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LES TSPANC8 ENDOGENES REGULENT LE TRAFIC D’ADAM10

Nous avons démontré dans le modéle cellulaire HeLa que la transfection des TspanC8-
GFP permet la sortie d’ADAMI10 du RE et son accumulation a la surface cellulaire. La
présence d’une étiquette et la sur-expression de protéines exogénes peut engendrer des biais
expérimentaux. Afin de s’assurer que les effets observés sont dus a la présence des TspanCSs,
nous avons utilise deux autres modeles cellulaires, les cellules PC3 et HCT116, qui expriment
des TspanC8 endogeénes (figure 40). L’expression de Tspan-14 et -15 a donc éte déplétée par
interférence ARN, respectivement dans les cellules HCT116 et PC3 (figure 40A), et la
localisation d’ADAMI10 a été analysée par microscopie confocale. La déplétion est efficace et
specifique puisque la déplétion de Tspan-14 ou -15 n’entraine pas de diminution de I’ARNm
de Tspan5 (figure 40A). Nous avons montré par cytométrie de flux que la déplétion des
TspanC8 majoritaires dans les cellules PC3 et HCT116 entraine une diminution de
I’expression de surface d’ADAMI10 (figure 40B). La déplétion de Tspan-14 dans les cellules
HCT116 entraine une plus forte réduction du niveau de surface d’ADAMI10 que celle de
Tspan-15 dans les cellules PC3.

Dans les deux lignées cellulaires, la perte de la TspanC8 majoritaire entraine la rétention
d’ADAMI10 dans un compartiment intracellulaire co-marqué avec la protéine PDI (figure
40C). Ces données montrent que, dans les cellules PC3 et HCT116, la TspanC8 endogéne et
majoritaire est indispensable pour 1’adressage d’ADAMI10 a la surface cellulaire et que son

absence provoque son accumulation dans le RE.
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Figure 40 : Les
TspanC8
endogénes
présentes dans les
cellules PC3 et
HCT116 sont
indispensables a
la sortie du RE

d’ADAM10

(A) Analyse de
I’expression de
Tspan-14 et -15
par RT-gPCR 24h
apres silencing
dans les cellules
HCT116 et PC3

respectivement.

(B) Analyse de
I’expression de
surface
d’ADAMI10 par
cytomeétrie de flux
dans les cellules
HCT116 et PC3
48h apres le
silencing de
Tspan-14 et -15

respectivement.

(C) Analyse par

microscopie confocale de la localisation d’ADAM10 (rouge) et PDI (vert) dans des

cellules HCT116 et PC3 perméabilisées au TritonX100 et 48h apres le silencing de

Tspan-14 ou -15 respectivement. La barre d’échelle correspond a 10um.
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ROLES DES REGIONS CONSERVEES DANS LA GRANDE BOUCLE EXTRACELLULAIRE
DES TSPANCS8 POUR L’ INTERACTION AVEC ADAM10

L’alignement des tétraspaniens de la sous-famille des TspanC8 a permis d’identifier des
zones de fortes conservations. Ces zones ont une probabilité plus forte de contenir les résidus
qui sont importants pour I’interaction avec ADAMI10, qui est une fonction partagée par tous
les membres de la sous-famille. Ainsi nous avons identifié un motif rDDxDIgn (une
minuscule indique que le résidu est conserve dans au moins 4 TspanC8 et une majuscule
indique qu’il est conservé dans toutes les TspanC8), situé entre les hélices A et B de la grande
boucle extracellulaire, présent dans les TspanC8 mais pas dans CD151 (figure 41A). Cette
zone est trés peu conservee parmi les différentes tétraspanines mais présente de fortes
homologies parmi les membres de la sous-famille TspanC8. En prenant Tspan5 comme
modele nous avons étudié par western-blot aprés IP I’impact de la mutation des ces résidus
sur sa capacit¢ d’interagir avec ADAMI0. Des cellules HelLa ont été transfectées
transitoirement avec les différents mutants de Tspan5 puis lysées en digitonine pour révéler
les complexes primaires. Nous avons ainsi démontré que la mutation des résidus RDD
entraine une perte de l’interaction avec ADAMI10, que les résidus DID ne semblent pas
essentiels et que la mutation des résidus DLQ, malgré une moins bonne transfection de la
tétraspanine mutée et une différence de migration par rapport a la forme sauvage, n’abolit pas
I’interaction avec ADAMI10 (figure 41B). Un deuxieme motif conservé dans les TspanC8 est
le motif NxYFN, situé apres 1’hélice B. La mutation de ce motif dans Tspan5 aboutit & une
perte totale de I’interaction avec ADAMI0 (figure 41B). Enfin, la capacité des mutants a
augmenter le niveau d’expression de surface d’ADAMI0 a été analysée par cytométrie de
flux bi-paramétrique. Seuls les mutants dont I’interaction a été démontrée biochimiquement
sont capables d’augmenter le niveau de surface d’ADAMI10 (figure 42A).

L’ensemble de ces données montre que la présence des résidus RD et LQ au sein du motif
RDDIDLQ et le motif NI'YF sont nécessaires pour avoir une interaction optimale de Tspan5

avec ADAM10 et un adressage a la membrane plasmique.
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Figure 41 : La mutation de zones conservées dans les TspanC8 entraine la perte de
Pinteraction avec ADAM10

(A)

(B)

(©)

Alignement d’une partie de la grande boucle extracellulaire des tétraspanines
montrant la conservation de motifs RDDXDLQN et NxYFN chez les TspanCs,
absents dans la séquence du CD151 (une tétraspanine n’appartenant pas a la sous-
famille). Les acides aminés en violet sont des acides aminés commun a toutes les
tétraspanines, en rouge ceux spécifiques des TspanC8 et en vert ceux spécifiques et

présents dans au moins 60% des TspanC8.

Analyse par western-blot aprés IP de cellules HeLa transfectées transitoirement avec
les différents mutants de Tspan5 et lysees en digitonine. Les sequences apres
mutation du motif RDDIDLQ sont présentées. Le mutant NIYF correspond au

remplacement de ces acides aminés par des alanines.

Réprésentation des motifs mutés dans les différentes constructions utilisées.
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Figure 42 : La mutation de certains résidus de la grande boucle extracellulaire de

Tspan5 ne permet plus I’adressage d’ADAMI10 a la surface cellulaire

(A)  Analyse par cytométrie de flux du niveau d’expression de surface d’ADAMI10 de
cellules HelL a transfectées transitoirement avec les différents mutants de Tspanb5.

(B)  Quantification de I’augmentation de I’expression de surface d’ADAMIO0. Les
données représentent le facteur d’augmentation de I’expression de surface dans les
cellules transfectées (GFP positives) par rapport aux cellules non transfectées (GFP

négatives) du méme échantillon.
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Néanmoins, les données sur les mutants de Tspan5 sont a nuancer. En effet, nous avons
étudié leur localisation sub-cellulaire dans des cellules HelLa transfectées transitoirement
(figure 43). Le mutant DID, qui interagit normalement avec ADAMI10, est presque
exclusivement exprimé a la surface cellulaire. La localisation du mutant DLQ est plus proche
de celle observée pour le Tspan5 non muté, avec une localisation principalement
membranaire et une composante intracellulaire. Les mutants NIYF et RDD, qui sont les deux
seuls mutants avec lesquels une perte de I’interaction avec ADAMI10 est observée, présentent
une localisation qui est exclusivement intracellulaire et qui est typique d’un marquage
réticulum endoplasmique. A partir de ces donnees, un défaut dans la conformation de la
protéine mutante ne peut étre exclu et des données supplémentaires sont nécessaires pour

conclure de facon définitive pour les deux mutants RDD et NIYF.

RDD NIYF

DID

Figure 43 : Localisation sub-cellulaire des différents mutants de Tspan5
Analyse de la localisation par microscopie a fluorescence de cellules HelLa

transfectées transitoirement avec les mutants de Tspan5 étiquetés GFP.

118



Figure 44 : ADAMI10 n’est pas nécessaire pour I’adressage de Tspan5 a la surface
cellulaire

Des MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) issus de souris KO pour ADAM10 ont

été transfectées transitoirement avec Tspan5-GFP et sa localisation a été étudiée par

microscopie a fluorescence.

La mutation des résidus RDD du motif RDDxDLQ ou NIYF entraine la perte d’interaction
avec ADAMI0 et la rétention dans le RE. Méme si la possibilité d’un défaut de conformation
ne peut étre exclu, I’interaction de Tspan5 avec ADAMI10 pourrait étre nécessaire pour
I’adressage de Tspan5 a la membrane. Pour tester cette hypothese, des fibroblastes issus de
souris KO pour ADAMI10 ont été transfectés transitoirement avec Tspan5-GFP et sa
localisation a été étudiée par microscopie a fluorescence (figure 44). Tspan5 est normalement
exprimé a la surface cellulaire, indiquant que I’expression d’ADAM10 n’est pas nécessaire au

trafic de Tspan5 vers la membrane plasmique.
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LES TSPANC8 REGULENT LA VOIE NOTCH, IN-VITRO, A UNE ETAPE
PRE- GAMMA-SECRETASE

L’expression des TspanC8 dans les cellules HelLa a pour effet d’augmenter la quantité
d’ADAMI10 mature présent a la surface cellulaire. Nous nous sommes donc intéressés aux
conséquences de cette augmentation sur la fonction d’ADAM10. Pour cela, nous avons choisi
de nous concentrer sur la voie Notch. L’activation de la voie a été analysée dans des cellules
HeLa exprimant ou non stablement Tspan-5, -14 ou -15. Ces cellules ont été transfectées
transitoirement avec une construction reportrice de I’activité de Notch (qui contient la firefly
luciférase dont 1’expression est sous le contrdle de 6 sites de liaison pour CSL) pour mesurer
I’impact de I’expression des TspanC8 sur I’activation de la voie. La signalisation Notch est
activée par co-culture avec des cellules OP9 ou OP9-DLL1 qui expriment Deltal (DLL1), un
ligand de Notch. L’expression de Tspan-5 ou -14 induit une augmentation de 1’activité de
Notch d’environ 50% (figure 45). Tspan-5, -14 et -15 permettent toutes trois 1’accumulation
d’ADAMI10 a la surface cellulaire mais 1’expression de Tspanl5 n’a pas d’effet sur
I’activation de la voie Notch, suggérant que 1’action des TspanC8 ne passe pas uniquement

par une augmentation de la quantit¢ d’ADAMI10 a la surface cellulaire.
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Figure 45 : L’expression de Tspan-5 et -14 dans les cellules HeL.a augmente
I’activation ligand-dépendante de la voie Notch
Des cellules HelLa exprimant ou non stablement Tspan-5, -14 ou -15 sont
transfectées avec la construction reportrice de Notch CSL-luciférase pour mesurer son
activité apres activation par co-culture avec des cellules OP9 exprimant Deltal, un
ligand de Notch. Les données présentées sont les moyennes et écart-types de 4
expériences indépendantes faites en duplicat.

Afin de confirmer les données acquises dans le modele Hela, nous avons utilisé une lignée
cellulaire dérivée d’un ostéosarcome, les cellules U20S, qui exprime de facon endogéne et
majoritaire Tspan-5 et -14 et plus faiblement Tspanl7 (figure 46). Ces cellules ont été
transduites et expriment Notchl de facon stable (Moretti et al., 2010). L’expression des
TspanC8 a été déplétée et les conséquences sur ’activation de la voie Notch ont été suivies
par ’activité de la construction reportrice CSL-firefly luciférase. Lorsque les cellules U20S
sont co-cultivées avec des cellules OP9 n’exprimant pas le ligand Deltal, la voie Notch n’est
pas activée. Si la co-culture est faite avec des cellules OP9-DLLI1, une augmentation d’un
facteur 20 de I’activation est alors observée (correspond a la valeur référence, mise a 100%).
Cette activation de la voie est dépendante de 1’expression d’ADAMI10 puisque sa déplétion
d’environ 50% par interférence ARN conduit a une diminution de I’activation de Notch de

50% (figure 47). La deplétion de Tspan-5 ou -14 conduit aussi a une diminution de 45 et 35%,
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respectivement et la double déplétion de Tspan-5 et -14 diminue ’activation de prés de 60%
(figure 47A). Cet effet est spécifique des TspanC8 puisque la déplétion du CD81, une
tétraspanine n’appartenant pas a la famille, n’a pas d’effet. Nous avons démontré par
cytométrie de flux que la diminution d’activation de la voie Notch observée apres déplétion
des TspanC8 est corrélée a une diminution de 1’expression de surface d’ADAMI10 (figure
47B). L’ensemble de ces données suggere que les TspanC8 régule 1’activation de la voie

Notch en modulant la quantité d’ADAMI10 présente a la surface cellulaire.
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Figure 46 : Profil d’expression des TspanC8 et d’ADAM10 dans les cellules U20S
Les données présentées ont été rapportées a 1’expression de TspanS qui est

arbitrairement ramenée a 1.
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Figure 47 : La déplétion des TspanC8 dans les cellules U20S diminue I’expression de

surface d’ADAM10 ainsi que ’activation de la voie Notch

(A) L’expression des TspanC8, de CD81 et d’ADAMI0 dans des cellules U20S

(B)

exprimant stablement Notchl a été déplétée par interférence ARN puis 1’activation
ligand-dépendante de Notch a été suivie aprés co-culture avec des cellules OP9
exprimant ou non le ligand de Notch DLL1. Les cellules U20S-N1 sont transfectees
avec la construction CSL-firefly luciférase qui permet de mesurer 1’activation de la
voie Notch. La figure présente les moyennes et écarts-types obtenus dans 3

expériences indépendantes réalisées en duplicat.

L’expression de surface ’ADAMI10 a été analysée par cytométrie de flux dans les
cellules U20S-N1 dont I’expression d’ADAMI10, de CD81 ou des TspanC8 est
déplétee par interférence ARN. Les données présentées sont les moyennes et écart-

types obtenus pour trois expériences indépendantes.
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Nous avons controlé par cytométrie de flux et par immunofluorescence que ni la

localisation a la surface cellulaire ni le niveau d’expression de surface de Notchl ne sont

modifiés dans les cellules U20S-N1 dont I’expression des TspanC8 est déplétée par
interférence ARN (figure 48).

>

Expression de surface de
Notch1 (% du contrdle)

Cellules U20S-N1 )
120

-

o

o
1

Ctrl ARNi

#2]
o
1

(=3}
o
1

s
o
1

%)
o
1

(=)
1

Tspan14+5 ARNi

A
=
2
O

Notch1

Figure 48 : La déplétion des TspanC8 majoritaires dans les cellules U20S ne perturbe

(A)

(B)

pas le niveau de surface ou la localisation de Notchl

Analyse par cytométrie de flux des niveaux d’expression de surface de Notchl dans
des cellules U20S dont I’expression des TspanC8 majoritaire est déplétée par
interférence ARN. Les données présentées sont les moyennes et écart-types obtenus

dans 3 expériences indépendantes.

Analyse par microscopie a fluorescence de la localisation de Notchl dans des cellules
U20S dont I’expression des TspanC8 majoritaire est déplétée par interférence ARN.
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La production du NICD nécessite trois clivages successifs, le deuxieme étant pris en
charge par ADAM10 et le troisieme par le complexe y-sécrétase, ainsi que la fixation du
ligand qui est nécessaire pour permettre le deuxiéme clivage. Ces clivages permettent la
libération du NICD qui active la transcription des génes cibles de Notch. Afin de préciser
I’étape d’activation de la voie Notch qui est régulée par les TspanC8, nous avons testé Si les
TspanC8, dans notre modéle cellulaire U20S, pouvait moduler I’activité du complexe y-
sécretase. Pour cela, nous avons exprimé différentes constructions de Notch indépendantes de
la fixation du ligand dans ces cellules. La premiére, le NICD, est indépendante de tout clivage
protéolytique pour I’activation de la voie Notch (figure 49A). La deuxiéme, le Notch-AE,
contient une petite partie du domaine extracellulaire, le passage transmembranaire et le NICD
(figure 49A). Cette construction est indépendante d’ADAMI10 mais reste dépendante de
I’activité y-secrétase pour activer la voie Notch (Mumm et al., 2000). Les deux constructions
ne contiennent pas le domaine PEST qui participe a la dégradation et 1’arrét de la signalisation
(Fryer et al., 2004; 2002). Des cellules U20S-N1 dont I’expression d’ADAMI10 ou des
TspanC8 majoritaires est déplétée par interférence ARN ont été transfectées par ces
constructions et I’activation de la voie Notch a été analysée par mesure de 1’activité luciférase
du rapporteur CSL-firefly luciférase. Aucune différence dans I’activation de la construction
reportrice n’a été observée dans les cellules dont 1’expression d’ADAMI10 ou des TspanC8 est
déplétée (figure 49B). L’ensemble de nos données démontre un réle important des TspanC8
dans la régulation de la voie Notch & une étape pré- y-sécrétase, probablement au niveau
d’ADAMI10.
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Figure 49 : Les TspanC8 ne régulent pas I’activité du complexe y-sécrétase dans les
cellules U20S

(A)  Représentation schématique des constructions utilisées. Le Notch-AE est
dépendant du clivage par le complexe y-sécrétase alors que le NICD est

indépendant de tout clivage protéolytique pour activer la construction reportrice.

(B)  Quantification de D’activation de la voie Notch aprés déplétion par ARN
interférence des TspanC8 ou d’ADAMI10. Les données sont exprimées en % du

controle.
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ETUDE PHYLOGENETIQUE COMPARATIVE DES TSPANC8 ET D’ADAM10

L’étude phylogénétique des protéines est basée sur des alignements multiples de séquences
primaires qui permettent de retracer I’histoire évolutive d’une protéine. Il est ainsi possible de
dégager des régions conservées au cours de I’évolution qui peuvent étre des régions
importantes pour la fonction ou la structure. La phylogénie permet également de comparer
I’évolution de différentes protéines, ou famille de protéines, et de proposer des mécanismes

de co-évolution.

ADAM10 est une protéine qui est apparue trés tot dans 1’évolution puisqu’elle est présente
dans des organismes trés primitifs comme Nematostella vectensis (anémone de mer). Lorsque
des séquences sont tres proches, il y a peu de différences entre les séquences primaires et cela
se traduit sur I’arbre par des branches courtes. L’évolution d’ADAMI10 est trés lente puisque
les branches chez les vertébrés et les invertébrés sont courtes, ce qui suggere que peu de
mutations ont été accumulées. Cette faible tolérance aux mutations pourrait indiquer que la
pression de sélection sur ADAM10 est tres forte et que cette protéine assure probablement des
fonctions indispensables dans les différentes espéces. La métalloprotéase la plus proche
d’ADAMI10, ADAM17, est aussi apparue tres tot dans 1’évolution. ADAM10 et ADAM10 17
partagent un ancétre commun qui est trés lointain et ces 2 protéines qui font partie de la méme
famille existent toutes deux chez les invertébrés et ont évoluée de facon indépendante. On
constate qu’ADAML17 a également accumulé peu de mutation. ADAM10 et ADAM17 sont
donc des protéines apparues trés tot dans 1’évolution et dont la vitesse d’évolution est faible,

suggérant qu’elles sont toutes deux soumises a une forte pression de sélection.
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Les TspanC8 sont une sous-famille de tétraspanines composée de six membres qui forment
deux groupes avec d’un coté les plus récentes Tspan5, Tspan 14, Tspan 17 et de ’autre les
plus anciennes Tspanl0, Tspan 15 et Tspan 33. En effet, des séquences orthologues (séquence
d’une méme protéine dans une espece différente) spécifiques de TspanlO, Tspanl5 et
Tspan33 sont retrouvées chez les invertébrés ce qui n’est pas le cas pour Tspan5, Tspanl4 et
Tspanl7. Toutes les séquences d’invertébrés trouvees a partir des sequences de Tspanb,
Tspanl4 ou Tspanl7 forment un groupe a la racine de Tspan5, Tspanl4 et Tspanl7, indiquant
qu’elles sont des orthologues de 1’ancetre commun, apellé Tspan5/14/17, présent avant la
duplication conduisant a I’apparition des Tspan5, Tspanl4 et Tspanl7 actuelles. Chez les
invertébrés, quatre TspanC8 existent donc: Tspanl0, Tspanl5, Tspan33 et un orthologue
I’ancétre Tspan5/14/17.

Les TspanC8 dérivent toutes d’un ancétre commun trés primitif. A partir de cet ancétre
commun, deux duplications sont nécessaires pour former les quatres premiers membres de la
famille présents chez les invertébrés (Tspanl0, Tspanl5, Tspan33 et Tspan5/14/17). Deux
duplications supplémentaires spécifiques des vertébrés sont a 1’origine de Tspan5, Tspanl4 et
Tspanl? et portent a six le nombre total de TspanC8 exprimées chez les vertébrés. Il est
possible d’établir une chronologie pour I’apparition de Tspan5, Tspanl4 et Tspanl7 mais pas
pour les Tspanl0, Tspanl5 ou Tspan33. Tspan5 est la plus récente, vient ensuite Tspanl?
puis Tspanl4 et ensuite Tspanl0, Tspanl5, Tspan33 et Tspan5/14/17. 1l n’est pas possible de
donner plus de details quant a la chronologie d’apparition de Tspan10, Tspan15 et Tspan33
car les branches sont trop longues et deviennent non significatives.

Trois TspanC8 sont exprimées chez la Drosophile (Tsp3A, Tsp86D et Tsp26A) et une
chez C.elegans. La séquence orthologue chez C.elegans est Tsp-12 et elle se situe au niveau
de I’ancétre Tspan5/14/17. Toutes les TspanC8 de Drosophile n’apparaissent pas sur 1’arbre
phylogénétique. En effet, seule Tsp26A trouve sa place dans le groupe des séquences ancetres
Tspan5/14/17. Les deux autres sont plus difficiles a placer et diminue la solidité de I’arbre.
Néanmoins, on peut dire que Tsp3A et Tsp86D appartiennent au groupe Tspan10/15/33. Des
données préliminaires suggerent que Tsp86D se rapproche plut6t de Tspan33 et Tsp3A plutbt
de Tspanl10 ou Tspanl5 sans pouvoir déterminer avec plus de précision a quelle séquence de

mamifeéres elle se rapproche le plus.

129



Tetraspanines 5-10-14-15-17-33

108 séquences
198 positions sélectionnés
10 GBlocks
BIONJ method, Poisson correction
parwise gap removal
500 itérations
100
0.058
r———f 2
7
i3
75
loor_—q
— L) 95 l'[ g clemessi
% L. salmoeis
—
—
65
89
52
wl
10
g - T
]

130



L’évolution ’ADAMI10 et ’ADAM17 est indépendante, lente et n’est pas permissive aux
duplications. A I’inverse, la sous-famille TspanC8 est permissive aux duplications puisque
dans le méme laps de temps, c’est-a-dire entre les invertébrés et les mammiferes, les TspanC8
ont subi deux duplications dont une est spécifique des vertébrés. La pression de sélection est
donc moins forte sur cette famille de protéines et 1’évolution de la sous-famille est plus rapide.
L’ensemble de nos données n’est pas en faveur d’une hypothése de co-évolution des ADAMs
avec les TspanC8. En effet les séquences des ADAMs ont accumulées peu de mutations
depuis les invertébrés alors que certaines des séquences de TspanC8 ne sont apparues qu’a
partir des vertébrés. La conservation des différentes protéines apres duplication peut suggérer
que les nouvelles TspanC8 possedent de nouvelles fonctions, en rapport ou non avec

ADAML10, par rapport aux TspanC8 existantes.

Toutes les TspanC8 humaines sont capables d’interagir avec ADAM10. Puisque certaines
TspanC8 sont déja présentes chez les invertébrés, il est intéressant de savoir si ’interaction

TspanC8-ADAM10/Kuzbanian est conservée.
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L’INTERACTION ADAM10/KuzBANIAN-TSPANCS8 EST CONSERVEE CHEZ LES
INVERTEBRES

Certaines TspanC8 et ADAM10 sont retrouvées chez des invertébrés et sont donc trés
anciennes. Néanmoins, chez les mammiferes, les TspanC8 les plus anciennes interagissent
aussi avec ADAM10. II est donc possible que ’interaction entre les TspanC8 et ADAMI10
soit apparue trés tot dans 1’évolution. Pour tester cette hypothése, des cellules S2 de
Drosophile ont été transfectées transitoirement avec Kuzbanian-Myc seul ou en association
avec les TspanC8-GFP. Les cellules ont ensuite été lysées en digitonine pour révéler les
complexes primaires et des IP avec des anticorps anti-GFP et -Myc ont été réalisées. Seules
Tsp3A et Tsp86D ont été testées pour leur interaction avec Kuzbanian. Nous avons ainsi pu
démontrer que les TspanC8 de Drosophile Tsp3A et Tsp86D sont en interaction directe avec
Kuzbanian, comme le montre la co-immunoprécipitation des TspanC8-GFP dans I'IP Kuz-
Myc et la co-immunoprécipitation de Kuz-Myc dans les IP TspanC8-GFP (figure 50). Ces
données indiquent que I’interaction des TspanC8 avec ADAM10/Kuzbanian a été conservée

au cours de I’évolution et qu’elle est apparue trés précocement.
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Figure 50: L’interaction TspanC8/ADAMI10-Kuzbanian est conservee chez la

Drosophile
Des cellules S2 de Drosophile ont été transfectées transitoirement avec Kuzbanian-
Myc (Kuz) et les TspanC8-GFP (Tsp3A et Tsp86D, Tsp26A n’a pas été testée) et

I’interaction Kuz/TspanC8 a été étudiée par western-blot aprés IP.
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Discussion

Cette éetude identifie une famille de tétraspanines trés conservée, appellée TspanC8,
comme étant les tétraspanines partenaires de la métalloprotéase ADAM10. Gréace a cette
interaction les TspanC8 sont des régulateurs de la voie Notch, chez les mammiféres et la
Drosophile. Nos résultats supportent cette conclusion puisque nous avons pu démontrer que
I’interaction des TspanC8 avec Kuzbanian (1’orthologue d’ADAMI10 chez la Drosophile) est
conservée et que la localisation d’ADAMI0 et I’activation de la voie Notch peuvent étre

controlés par I’expression des TspanC8 chez les mammiféres et la Drosophile.

Les TspanC8 sont des partenaires directs d’ADAM10, chez la Drosophile et chez les
mammiferes

La digitonine est un outil qui a été développé au laboratoire et qui permet de dissocier les
interactions entre tétraspanines mais conserve les interactions tétraspanines/protéines
partenaires (Serru et al.,, 1999). Ce détergent permet donc de mettre en évidence les
interactions directes et les interactions spécifiques révélées en digitonine ont été confirmées
par d’autres approches comme par exemple pour les complexes CD151 avec les intégrines
a3p1 ou 6Bl ou encore les complexes CDY/EWI-2 ou CD81/EWI-2 qui ont été confirmés
par pontage chimique (Stipp et al., 2001; Yauch et al., 1998). Dans ces conditions, les
TspanC8 sont toujours capables de précipiter ADAM10. Néanmoins, certaines TspanC8
semblent avoir une solubilité limitée en digitonine puisque les quantités de TspanlO et
Tspanl7 précipitées sont inférieures aux autres TspanC8. Ceci pourrait s’expliquer par le fait
que ces deux tétraspanines sont présentes dans un compartiment intracellulaire. Des
expériences de pontage chimique ont été réalisées pour confirmer par une approche plus
classiqguement employée pour mettre en évidence les interactions directes et nous avons pu
montrer qu’aprés pontage chimique et lyse en présence de SDS, les complexes
TspanC8/ADAMI10 sont toujours observés. La différence de précipitation d’ADAMI10 par
Tspanl0 et Tspanl7 observée en digitonine est également observée avec cette technique. Il
faut également souligner le fait que 1’expression de Tspanl0 et Tspanl7 dans les cellules
HeLa n’augmente pas la quantit¢ d’ADAMI10 totale, alors que le reste des TspanC8
I’augmente fortement, ce qui pourrait refléter la moindre quantité d’ADAMI10 coprécipitée

dans les cellules exprimant Tspanl10 ou Tspanl?.
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La palmitoylation des tétraspanines est importante pour la stabilisation des interactions
entre tétraspanines (Charrin et al., 2002). C’est un phénoméne dynamique qui peut étre
modulé par différents stimuli (Clark et al., 2004; Cherukuri et al., 2004a) et qui permet de
réguler I’interaction des tétraspanines avec leurs protéines partenaires, comme c’est le cas
entre CD81 et 14-3-3 (Clark et al., 2004). En accord avec ces données, il a été montré que la
forme palmitoylée de Tspanl2 peut s’associer avec ADAMI0 dans des conditions qui
préservent les interactions entre tétraspanines et augmenter sa maturation et le clivage d’APP
(Xu et al.,, 2009). Cette étude a également montré que dans des conditions de faibles
concentrations de cations divalents (conditions défavorables aux interactions entre
tétraspanines (Charrin et al., 2002)), le CD9 n’est pas associ¢é a ADAMIO0 alors que
I’interaction avec Tspanl2 est toujours détectée, suggérant que 1’interaction de Tspanl2 avec
ADAMI0 est plus étroite. Nos données montrent que la transfection de Tspanl2 dans les
cellules HeLa n’entraine pas de changement de localisation d’ADAMI10 ou d’augmentation
de la quantitét d’ADAMI10 mature et I’interaction Tspan12/ADAMIO0 n’est pas détectable
aprés lyse en digitonine. L’ensemble de ces données pourrait suggérer que 1’interaction
Tspan12/ADAMI10 observée dans 1’article de Xu et al n’est pas directe et que Tspanl2
pourrait faire partic d’un complexe contenant une ou plusieurs TspanC8 et pas le CD9. En
effet, a ’inverse de ce qui est observé pour Tspanl2, la palmitoylation de Tspan5 n’est pas
nécessaire a I’interaction avec ADAMI10 dans des conditions ne préservant pas les
interactions entre tétraspanines et son expression entraine une relocalisation d’ADAMI10,
renforcant 1’idée que [’interaction Tspan5/ADAMI10 est directe. L’observation que
I’expression des TspanC8 mais pas celle des autres tétraspanines testées permette la sortie du
réticulum endoplasmique et la relocalisation d’ADAMI10 est un argument de plus en faveur

d’une interaction spécifique TspanC8/ADAMI0.

Les TspanC8 permettent la sortie d’ADAM10 du réticulum

Toutes les TspanC8 sont capables de permettre la sortie ’ADAMI10 du réticulum et son
accumulation a la surface cellulaire (Tspan5, Tspanl4, Tspanl5 et Tspan33) ou dans un
compartiment intracellulaire (Tspanl0 et Tspanl?7) dans les cellules HelLa. En effet, en
I’absence de TspanC8 ADAMIO est retenu dans le réticulum endoplasmique des cellules
HeLa. 11 a été montré qu’un motif riche en arginines présent dans la partie cytoplasmique
d’ADAMI10 est responsable de sa rétention dans le réticulum endoplasmique de cellules

neuronales (Marcello et al., 2010). La mutation de ce motif permet la sortie du réticulum
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endoplasmique et 1’expression a la surface cellulaire. Les motifs riches en arginines
représentent une famille de motifs responsables de la séquestration de protéines dans le
réticulum endoplasmique des cellules (Michelsen et al., 2005). Ces signaux ont été découverts
comme étant impliqués dans le trafic des protéines du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe Il (MHCII, (Bakke and Dobberstein, 1990; Lotteau et al., 1990)). Leur mutation
entraine I’expression a la surface cellulaire. Ce motif est utilisé comme « contréle qualité » de
la formation de complexes multimoléculaires comme c¢’est par exemple le cas pour le canal
ionique potassique sensible a I’ATP (Katp) 0u le récepteur GABA pour lesquels la formation
du canal ionique complet permet le masquage des motifs riche en arginines et I’adressage a la
membrane plasmique (Margeta-Mitrovic et al., 2000; Zerangue et al., 1999). Il est ainsi
possible que les TspanC8 s’associe avec ADAMI10 et permettent, directement ou via un
intermédiaire, le masquage des motifs riches en arginines présents dans le domaine
cytoplasmique d’ADAM10 en organisant un complexe protéique. Un tel mode de régulation a
été montré pour le trafic des uroplakines qui constituent les plaques urothéliales (formées par
les paires UPla-UPIl et UPIb-UPIII). 1l a été montré dans des cellules HEK293T que les
protéines partenaire UPII et UPIII ne sont maturées et adressées a la surface que lorsque leurs

tétraspanines partenaires UPIA et UPIb sont exprimées (Tu et al., 2002; Hu et al., 2005).

La méthode souvent utilisée pour suivre la maturation des protéines et la sortie du
réticulum est le suivi de la glycosylation (Tu et al., 2002; Marcello et al., 2010). Le CD19
devient par exemple sensible au traitement par 1’endo-H lorsque le CD81 est absent (Shoham
et al., 2003). Nous avons tenté par cette approche de montrer biochimiquement qu’ADAMI10
est maturé et adressé a la membrane plasmique. Malgré un adressage a la membrane
plasmique dans les cellules HeLa exprimant Tspan5, la glycosylation d’ADAMI0 reste
sensible au traitement par I’endo-H. L’association avec les TspanC8 et la formation d’un
complexe avec d’autres protéines pourrait protéger ADAMI10 de la maturation de son

arborisation sucrée.

Les TspanC8 posséde un motif di-leucine qui pourrait permettre I’interaction avec
I’adaptateur AP-3 (Honing et al., 1998) dans la région comprise entre les 2°™ et 3*™ passage
transmembranaire (voir séquence ci-dessous). Cet adaptateur est impliqué dans le trafic des
protéines presentes dans le compartiment endosome-lysosome et pourrait permettre le trafic
des complexes TspanC8/ADAM10 dans des compartiments endosomaux, comme c’est le cas
pour Tspanl0 et Tspanl7 (Dell'Angelica, 2009).
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Tspan_5 TF FF

Tspan_17 TF FF
Tspan_14 IC FF
Tspan_10 TC GF
Tspan_33 S IC TF

Tspan_15 S LY AF

Séquence du domaine compris entre les passages transmembranaires 2 et 3

Etude phylogénétique des TspanC8 et ADAM10 et étude des zones importantes
pour I'interaction ADAM10/TspanC8

L’analyse phylogénétique est basée sur les alignements multiples de différentes séquences
primaires de protéines. L’alignement des TspanC8 a permis de mettre en évidence des zones
de conservation au sein de la grande boucle extracellulaire qui constitue pourtant I’une des
zones les plus variables des tétraspanines. Ces résidus ont ét€ mutés et une perte d’interaction
avec ADAMI10 a été observée pour certains. Les mutants RDD et NiYF sont retenus dans le
réticulum endoplasmique et un probléeme de conformation de la protéine ne peut pas étre
exclu. Néanmoins, la mutation de la méme zone dans le CD81 n’entraine pas de différence
dans la reconnaissance par différents anticorps suggérant que la conformation n’est pas altérée
(Yalaoui et al., 2008). Une autre hypothése pourrait étre que 1’interaction avec ADAMI10 est
nécessaire au trafic de Tspan5 vers la membrane. Afin de tester cette hypothése nous avons
transfecté Tspan5-GFP dans des fibroblastes humains issus de souris KO pour ADAM10 et
avons pu démontrer qu’ADAMI10 n’est pas nécessaire au trafic de Tspan5 vers la membrane.
Cette zone pourrait &tre importante pour 1’interaction avec d’autres protéines permettant par

exemple la sortie du réticulum endoplasmique de Tspan5.

Nous avons montré que I’interaction TspanC8/ADAMI10 est conservée chez la Drosophile,
indiquant qu’elle est apparue trés tot dans 1I’évolution et a été conservée chez les mammiferes
les plus récents. En effet, les TspanC8 ont été identifiées en parralléle a notre étude dans un
crible pour des regulateurs de la voie Notch. Nos collaborateurs, Francois Schweisguth et
Franck Coumailleau de I’Institut Pasteur, ont réalisé¢ I’extinction dirigée de ces genes en
utilisant le systétme UAS/GALA4. Ce systéme permettant d’étudier 1’expression des genes est

composé de 2 parties : le géne Gal4 qui code pour un facteur de transcription de levure (qui
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peut étre exprimé et activer la transcription de génes chez la drosophile (Fischer et al., 1988))
et P'UAS (Upstream Activation Sequence) qui est une séquence de fixation spécifique sur
laguelle Gal4 se fixe et active ensuite la transcription. En utilisant un promoteur tissu
spécifique en amont du géne Gal4, on peut diriger son expression et donc diriger 1’activation
des ARN interférants qui portent ’'UAS en amont. Ainsi on peut éteindre spécifiquement une
protéine par ARN interférence dans un tissu donné. Ce systeme a été utilisé pour diriger
I’expression dans les tissus imaginaux donnant naissance au thorax dorsal de la mouche
adulte de 11.199 UAS-dsARN ciblant 602 genes (environ 40% du génome de la drosophile)
et permis d’identifier 272 geénes avec une fonction dans le développement des organes
sensoriels de la drosophile, dont les TspanC8. L’extinction des trois TspanC8 exprimées chez
la Drosophile permet d’observer un phénotype perte de fonction Notch clair (Hartenstein and
Posakony, 1990). La déplétion conjointe des trois TspanC8 induit en effet une forte perte des
soies sensitives, une forte augmentation du nombre de SOPs (cellules précurseurs des organes
sensoriels) et une transformation des cellules externes en cellules internes (accumulation de

cellules neuronales marquées en rouge par le marqueur spécifique Elav, figure 52). Ces trois
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phénotypes indiquent une forte perte de la signalisation Notch.

Figure 51: Représentation schématique de la formation des soies sensorielles de
Drosophile (Adapté de (Firthauer and Gonzalez-Gaitan, 2009))
La voie Notch est impliquée a différents niveaux de la formation des soies sensorielles.
Une série de divisions asymétriques permet de définir le devenir des cellules. Les cellules en
bleu sont celles qui expriment le récepteur Notch et dont le développement est dépendant de

cette voie. Les cellules en rouge sont celles qui expriment le ligand et dont le développement
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est indépendant de la voie Notch. Un défaut dans I’activation de la voie Notch va former un

exces de cellules précurseurs pllb qui engendrera ensuite un exces de neurones.

Figure 52 : Les TspanC8 sont impliquées dans la régulation de la voie Notch

(A,D) Vue du thorax dorsal de mouches sauvages (A) ou dont I’expression des TspanC8
est ¢éteintes (D). L’extinction de Tsp3A et Tsp26A se fait dans des mouches
hétérozygotes pour Tsp86D.

(B,E) Marquage Senseless (spécifique des cellules précurseurs des organes sensoriels) de
mouches sauvages (B) ou de mouches dont I’expression des TspanC8 est éteinte

(E), 16 heures apres la formation de la pupe.

(C,F) Marquage Cut (vert) et Elav (rouge, spécifiqgue des neurones) des organes
sensoriels de mouches sauvages (C) ou dont I’expression des TspanC8 est éteinte
(F), 22 heures apres la formation de la pupe. A ce moment du développement, les

organes sensoriels sont constitués de quatre cellules dont un neurone.
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Kuzbanian est tres faiblement exprimé dans les tissus larvaires et imaginaux, ce qui rend
son etude difficile. De précédents travaux ont néanmoins démontré que Kuzbanian est plus
fortement exprimé par un petit groupe de cellules migratoires, appelées les cellules polaires et
bordures, dans les ovaires. Dans ces cellules, I’activit¢ de Kuzbanian est nécessaire pour la
migration mais aussi pour ’activation de Notch (Wang et al., 2007b). La distribution de
Kuzbanian est différente dans les cellules polaires et bordures : il est localisé dans des
vésicules intracellulaires dans les cellules polaires alors qu’il est localisé a la périphérie
cellulaire et dans le cytoplasme des cellules bordures figure 53). En utilisant un transgene
GFP-Tsp86D ou -Tsp3A, nos collaborateurs ont démontré que les TspanC8 sont fortement
exprimées dans les cellules bordures et beaucoup plus faiblement dans les cellules polaires
(figure 53).

D kuzbanian-GFP

E GFP-TspseD

(G GFP-Tsp3A

bc

GFP Fas3 Actine

Figure 53 : La localisation intracellulaire de Kuzbanian corréle avec le faible niveau
d’expression des TspanC8 dans les cellules polaires

L’expression des protéines portant 1’étiquette GFP a été réalisée en utilisant un
chromosome bactérien artificiel (BAC) et révélée en utilisant un anticorps anti-GFP. Les
cellules polaires (p) sont détectées par 1’expression de Fas3 (en rouge) et le contour des
cellules bordures (b) et polaires est repéré grace a un marquage de 1’actine (en violet). Les
TspanC8 sont aussi exprimées dans les cellules folliculaires (fc). Les barres d’échelles en D,

E et G correspondent a 40um et & 5um dans les autres cadrans.
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Il existe donc une corrélation entre les faibles niveaux d’expression des TspanC8 dans les
cellules polaires et la localisation intracellulaire de Kuzbanian. Afin de le confirmer,
I’expression de Tsp3A et Tsp26A a été déplétée par interférence ARN dans des Drosophiles
hétérozygotes pour Tsp86D, uniquement dans les cellules bordures grace a un promoteur
specifique. Une redistribution de Kuzbanian dans des vésicules intracellulaires a ainsi été
observée, démontrant que les TspanC8 régulent la localisation de Kuzbanian dans les cellules
bordures (figure 54).

Une précédente étude a démontré que Kuzbanian régule 1’activation de Notch dans les
cellules bordures. Afin de tester si les TspanC8 peuvent réguler I’activation de Notch dans ces
cellules, la construction reportrice de I’activation de Notch Gbe-GFP (Housden et al., 2012) a
été exprimée dans les cellules bordures et polaires (figure 54). L’extinction des TspanC8
conduit a une diminution de I’activation de Notch dans les cellules bordures mais pas dans les
cellules polaires (figure 54). L’ensemble des données de nos collaborateurs démontre que les
TspanC8 régulent la localisation de Kuzbanian dans les cellules bordures et sont nécessaires

pour I’activation de la voie Notch.
L’ensemble des données acquises chez la Drosophile par nos collaborateurs ont permis de

démontrer, in-vivo, le role des TspanC8 dans la régulation de la localisation de Kuzbanian et

de I’activation de la voie Notch dans différents contextes développementaux.
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Figure 54 : L’extinction des TspanC8 dans les cellules bordures de I’ovaire entraine la
rétention de Kuzbanian dans des vésicules intracellulaires et diminue D’activation de
Notch
(A-B) L’extinction des TspanC8 dans les cellules bordures conduit a la relocalisation
de Kuzbanian (en vert) dans des vésicules intracellulaires. Les contours des
cellules sont révélés par le marquage actine (en rouge)
©) Quantification du nombre de vésicules apres extinction des TspanC8 dans les
cellules polaires et bordures
(D-F)  Activité de Notch suivie par I’expression du reporteur Gbe-GFP dans les cellules
bordures (b) et polaires (p) aprés extinction des TspanC8
G) Quantification du rapport d’expression de Gbe-GFP dans les cellules bordures

(b) et polaires (p) apreés extinction des TspanC8 ou de Kuzbanian
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Pourquoi ADAM10 possede t’il un si grand nombre de tétraspanines partenaires ?

Les seules protéines capables de s’associer directement a plusieurs tétraspanines sont les
protéines Ewi-2 et CD9P-1 qui peuvent s’associer a CD9 et CD81 (Charrin et al., 2001; Stipp
et al., 2001). ADAMI0 est la premiére protéine dont la capacité a s’associer avec Six
différentes tétraspanines est décrite. Plusieurs hypotheses a la présence de ces nombreuses
tétraspanines partenaires peuvent étre avancées. Nous avons démontré que 1’expression des
TspanC8 peut réguler la localisation d’ADAMI10 et I’adresser a la surface cellulaire ou dans
un compartiment endosomal tardif. Les différentes TspanC8 régulent la localisation
subcellulaire ’ADAMI10 et lui apportent certainement des propriétés de trafic différentes. En
effet, les cellules HeLa qui expriment Tspanl5 présentent une plus forte accumulation
d’ADAMI10 a la surface cellulaire que les cellules qui expriment Tspan5. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour savoir dans quelle mesure les TspanC8 peuvent
moduler le trafic et/ou la stabilit¢ ’ADAMI10.

Il a été montré que I’activation de la voie Notch peut avoir lieu dans des compartiments
endosomaux, générant des fragments NICD de stabilité inférieure a ceux générés lorsque
I’activation a lieu a la membrane plasmique (Tagami et al., 2008). Il sera intéressant de tester
si Tspan-10 et/ou -17 peuvent réguler la voie Notch et si leur expression entraine une
augmentation dans la production des fragments NICD les plus instables. Ceci pourrait
représenter un mode de régulation de la voie Notch par les TspanC8 qui détermineraient le
compartiment dans lequel a lieu le clivage par ADAM10 (qui est une étape limitante dans
I’activation de la voie Notch). Néanmoins, il est intéressant de noter que la régulation de la
localisation d’ADAMI10 a la surface cellulaire n’est pas suffisante, dans le cas de Tspanl5,
pour avoir un effet sur ’activation de la voie Notch dans les cellules HeLa suggérant que les
TspanC8 pourraient réguler d’autres processus importants pour I’activation de la voie.

Les TspanC8 pourraient étre impliquées dans la spécificité de substrat. Il a €été montré que
I’expression de Tspanl5 augmente le clivage d’APP et de la N-cadhérine (Prox et al., 2012)
alors que Tspanl5 n’a pas d’effet sur ’activation de la voie Notch. Nous avons également
montré que dans les cellules HeLa, 1’expression de Tspan5 ou Tspanl4 peut augmenter
I’activation de la voie Notch et que dans les cellules U20S la déplétion de ces tétraspanines
présentes de facon endogene diminue ’activation de la voie. L’ensemble de ces données
semble suggérer que I’expression des différentes TspanC8 pourrait avoir des consequences
sur la sélectivité de substrat ’ADAM10.

Nous avons déterminé que dans notre modéle cellulaire U20S, les TspanC8 régulent

I’activation de la voie Notch a une étape pré-y-secrétase. Il a été montré dans les cellules
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HelLa que la déplétion de Tspan5 ou Tspan33 entraine une diminution de I’activation de la
voie au niveau de la y-sécrétase (Dunn et al.,, 2010). Une autre étude a montré par
protéomique que le complexe y-sécrétase est présent au sein des complexes a tétraspanines
mais les TspanC8 n’ont pas été retrouvées (Wakabayashi et al., 2009). 1l est ainsi possible que
Tspan33 régule indirectement ’activité du complexe y-sécrétase via d’autres tétraspanines
n’appartenant pas a la sous-famille des TspanC8. L’implication de Tspan33 dans la régulation
de P’activité du complexe y-sécrétase n’a pas été¢ évaluée dans notre étude puisqu’aucune de
nos lignées cellulaires, y compris les HeLa, n’expriment Tspan33 et cette hypothése est

toujours ouverte.

Nouvelles pistes pour expliquer le phénotype des souris KO Tspan33

Trés peu de donneées sont disponibles au sujet des TspanC8. Chez la souris, I’ARNm de
Tspan33 est majoritairement présent dans les tissus hématopoiétiques, préférentiellement dans
la moélle osseuse et plus faiblement dans le foie, la rate et le cerveau. Parmi les cellules de la
moélle, Tspan33 est majoritairement exprimé a la surface des érythroblastes et plus
faiblement a la surface des cellules T et B, des neutrophiles, des monocytes ou encore des
cellules NK. Les principaux défauts observés dans les souris KO pour Tspan33 sont une
splénomégalie, une anémie avec I’apparition de macrocytes basophiles qui sont des
érythrocytes de grande taille dont le diamétre dépasse 9um (Heikens et al., 2007). Certaines
souris présentent également une thrombocytopénie, une monocytose, des rates dont les
lymphocytes B et T ont été remplacés par des macrocytes basophiles... Ces souris présentent
donc un trouble général de I’hématopoicse.

Nous avons démontré que Tspan33 peut réguler la localisation et la maturation
d’ADAMI10. 11 est possible que le phénotype observé dans les KO Tspan33 soit d0 a un
défaut dans I’activation d’ADAMI10 dans le compartiment hématopoiétique dans lequel
Tspan33 est majoritairement exprimé. En accord avec cette hypothése, des souris KO
inductible pour ADAM10 ou KO pour des composants de la voie Notch présentent également
une splénomégalie qui est due au développement d’une pathologie myéloide (Yoda et al.,
2011; Klinakis et al., 2011). De plus, il a été montré qu’Hes1 (un des génes activés par Notch)
est impliqué de facon dynamique dans la différenciation érythrocytaire : il est fortement
exprimé dans les précurseurs érythroides, diminue fortement au stade pro-érythroblaste et

remonte dans les éryhtroblastes plus matures, suggérant que 1’activation de la voie Notch est

143



impliquée a plusieurs étapes de la différenciation des érythrocytes (Ross et al., 2012). Enfin,
chez ’homme, il a été montré par FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) que la perte du
géne codant pour Tspan33 correle avec le développement de pathologies myéloide (syndrome
my¢éloprolifératif, syndromes myélodysplasiques, leucémies aigues myéloides...) (Chen et al.,
2005).

Au vu de I’ensemble de ces données, il est possible de proposer une nouvelle interprétation
du phénotype des souris KO Tspan33 dans laquelle la splénomégalie observée pourrait étre
une conséquence d’une pathologie myéloide causee par la délétion de Tspan33. Etant donné
I’implication de Notch dans I’hématopoiése, et en particulier dans 1’érythropoiese (Ishiko et
al., 2005; Ross et al., 2012), il serait trés intéressant de connaitre 1’état d’activation de la voie
dans les souris KO Tspan33, en particulier dans les érythroblastes accumulés dans la rate. Il
serait également intéressant d’avoir une analyse plus détaillée des cellules présentes dans la

rate afin de savoir si les données seraient compatibles avec une pathologie myéloide.
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Conclusion

L’ensemble des données présentées démontre une interaction directe TspanC8/ADAM10
et un role conservé au cours de 1’évolution des TspanC8 dans la régulation de la voie Notch.
Les données de nos collaborateurs suggerent qu’il pourrait y avoir redondance fonctionnelle
entre les TspanC8 puisqu’il est nécessaire de dépléter conjointement toutes les TspanC8 de
Drosophile pour observer un phénotype clair. Nos résultats dans les cellules HeLa et les
données de Prox et al., démontrent que 1’expression de Tspanl5 augmente le clivage d’APP et
de la N-cadhérine alors qu’elle n’a pas d’effet sur I’activation de la voie Notch, suggérant que
les TspanC8 pourraient avoir des roles spécifiques. Les données disponibles sur le profil
d’expression de Tspan-5 et -33 montrent que ces deux TspanC8 sont exprimées dans des
organes différents chez la souris, le cerveau et la moélle osseuse respectivement. La
redondance fonctionnelle dans les cellules qui expriment plusieurs TspanC8 n’est donc pas
exclue mais nous disposons de différents arguments proposant des réles spécifiques pour
chaque TspanC8. Ces données pourraient suggérer que 1’apparition de chaque TspanC8 au
cours de I’évolution aurait pu se faire avec ’apparition d’une expression tissulaire différente
specifique ou d’une nouvelle fonction dans la régulation d’ADAMI10 (comme par exemple
une nouvelle fonction qui permettrait la régulation du trafic d’ADAM10). L’étude de cette
famille de tétraspanines se révéle donc trés intéressante car, de par leur expression tissulaire
différentielle, il est possible d’envisager des thérapies ciblées pour les pathologies dans

lesquelles un défaut dans 1’activation de la voie Notch est observe.
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