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RESUME  
 

 

Il est maintenant reconnu que la ségrégation latérale des composants de la membrane 

plasmique, ou compartimentation membranaire, joue un rôle important dans la régulation de 

la fonction de nombreuses protéines membranaires. Les tétraspanines constituent une famille 

de protéines intégrales à quatre régions transmembranaires possédant une capacité unique à 

s’associer entre elles et avec des nombreuses autres molécules de surface pour former un 

réseau d'interactions moléculaires, le « tetraspanins web ». Il a été proposé que via 

l’organisation de ce réseau, les tétraspanines joueraient un rôle dans la compartimentation 

membranaire des protéines auxquelles elles s’associent. Elles jouent également un rôle dans la 

compartimentation cellulaire en contrôlant le trafic de certaines des protéines associées.  

Le laboratoire a précédemment démontré que six tétraspanines conservées (Tspan5, 10, 14, 

15, 17 et 33) de la sous-famille des TspanC8 (caractérisées par la présence de huit cystéines 

dans le grand domaine extracellulaire) interagissent directement avec la métalloprotéase 

ADAM10 et régulent sa sortie du réticulum endoplasmique. Cette protéase ancrée à la 

membrane est responsable du clivage protéolytique de l'ectodomaine de diverses molécules de 

surface et est indispensable pour l'activation de la voie de signalisation NOTCH. Nous 

démontrons que  Tspan5 et Tspan14 sont des régulateurs positifs de la voie de signalisation 

Notch et que Tspan15 est un régulateur négatif, agissant en amont de la -sécrétase. Cette 

régulation négative est associée à un changement d’environnement membranaire ainsi qu’à 

une dynamique différente d’ADAM10 comme le montre un suivi de la protéase à l’échelle de 

la molécule unique. Par ailleurs, l’analyse par spectrométrie de masse quantitative a montré 

que la capacité d’ADAM10 à s’associer à des composants connus du réseau de tétraspanines 

était influencée par son interaction avec ces tétraspanines. Enfin, nous avons identifié une 

région de la cellule enrichie en CD9 qui contenait également ADAM10 lorsque Tspan5 est 

exprimée, mais ce n’est pas le cas avec Tspan15.  

Cette étude démontre que les différentes TspanC8 influencent différemment la capacité 

d’ADAM10 à cliver certains de ses substrats et illustre la capacité des tétraspanines à réguler 

l’activité de leurs protéines partenaires en contrôlant leur compartimentation membranaire. 

  

Mots clés : tétraspanines, ADAM10, NOTCH, microdomaines membranaires  
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ABSTRACT  
 
 

It is now recognized that the lateral segregation of components of the plasma membrane or 

membrane compartmentalization, play an important role in the regulation of many membrane 

proteins functions. Tetraspanins are a family of integral membrane proteins with four 

transmembrane domains with a unique ability to associate with one another and with many 

other surface molecules to organize a molecular interactions network, the “tetraspanins web”. 

It was suggested that via the organization of this network, the tetraspanin play a role in 

membrane compartmentalization of proteins to which they associate. Tetraspanins also play a 

role in cellular compartmentalization by controlling the trafficking of some associated 

proteins.  

In the lab, it has been shown that six conserved tetraspanin (Tspan5, 10, 14, 15, 17 et 33) of 

the TspanC8 subgroup (characterized by the presence of eight cysteines in the large 

extracellular domain) interact directly with the metalloproteinase ADAM10 et mediates its 

exit from the endoplasmic reticulum. This membrane-anchored metalloprotease mediated 

ectodomain shedding of various integral molecules and is essential for Notch signaling 

pathway activation. We demonstrate that both Tspan5 and Tspan14 are positive regulators of 

Notch signaling pathway, whereas Tspan15 appears as negative regulator, acting in upstream 

-secretase. This downregulation is associated with a modification of membrane environment 

as well as different dynamics of ADAM10, as shown by monitoring of protease using single 

molecule tracking. Furthermore, quantitative mass spectrometry analysis revealed that 

ADAM10 ability to associate with known components of “tetraspanin web” was influenced 

by its interaction with these tetraspanins. Finally, we have identified a CD9 enriched cell area 

which also contained ADAM10 when Tspan5 is expressed but not with Tspan15. 

This study demonstrates that different TspanC8 influence differently the ADAM10 ability to 

cleave some of its substrates and illustrate the ability of tetraspanins to regulate the activity of 

their proteins partners by controlling their membrane compartmentalization. 

 

 

Keywords : tetraspanins, ADAM10, NOTCH, membrane microdomains  
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Mon travail de thèse s’est effectué dans l’Unité Mixte de Recherche 1004 INSERM/UPS– 

Réponses cellulaires au microenvironnement et cancer dirigée par le Dr. Eric Rubinstein. La 

thématique du laboratoire est de comprendre les mécanismes de la compartimentation 

membranaire et la régulation croisée au cours de la progression tumorale.  

 

Mes travaux sont basés sur la compréhension des mécanismes d’action de protéines 

transmembranaires, les tétraspanines à huit cystéines. De leurs rôles potentiels dans la 

compartimentation membranaire de la métalloprotéase ADAM10 menant à la régulation de 

nombreuses voies de signalisation notamment la voie Notch.  

 

Les informations nécessaires à la compréhension de l’implication des tétraspanines dans la 

régulation de la transduction du signal seront apportées dans une introduction bibliographique 

qui sera organisée comme suit : 

 

 La membrane plasmique et son implication dans la compartimentation membranaire,  

 

 les tétraspanines, leurs associations à des protéines partenaires et leurs rôles dans de 

nombreux processus biologiques, 

 

 les métalloprotéases ADAMs et plus particulièrement la protéase ADAM10 

responsable de la modulation de nombreuses voies de signalisations cellulaires, 

 

 la voie de signalisation Notch et son rôle fondamental dans les mécanismes cellulaires. 

  

 

L’introduction bibliographique sera suivie des hypothèses de travail, des méthodologies 

expérimentales utilisées, puis des résultats expérimentaux que nous avons obtenus ainsi que 

les conclusions de ce travail. 
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La membrane plasmique et la 

compartimentation membranaire 
 
 

L'organisation des cellules eucaryotes est déterminée en grande partie par leurs 

membranes biologiques. La membrane plasmique est une fine barrière essentielle qui entoure 

le cytoplasme d'une cellule séparant ainsi les milieux extracellulaires et intracellulaires. Elle 

est constituée d’une double couche lipidique dans lesquelles s’insèrent de manière 

asymétrique et hétérogène des protéines. Dans l’environnement immédiat de la membrane 

d’autres constituants sont susceptibles d’interagir avec les protéines mais également les 

lipides : du côté intracellulaire, le cytosquelette sous-membranaire est un réseau de filaments 

d’actine ponctuellement ancré à la membrane. Du côté extra-cellulaire, le glycocalix est formé 

par des chaînes saccharidiques ramifiées greffées sur des molécules membranaires. La 

membrane plasmique possède une organisation moléculaire dynamique ce qui lui permet 

d’ordonner et de compartimenter ses fonctions surtout au niveau de la transduction des 

signaux. Elle intervient également dans les échanges avec le milieu extérieur, l’adhérence, la 

mobilité cellulaire,... 

1- Le modèle membranaire : la « mosaïque fluide » 

Dans les années 1970, Singer et Nicolson, élaborent le modèle de la « mosaïque fluide » qui 

suggère que la membrane plasmique est composée d'une bicouche lipidique fluide hébergeant 

différentes protéines membranaires diffusant librement (Singer et Nicolson, 1972). Dans ce 

modèle, les lipides et les protéines sont distribués plus ou moins aléatoirement. La bicouche 

de lipides est constituée en grande partie de phospholipides qui sont dans un état liquide à la 

température physiologique et constituent donc une matrice de base très fluide. Ainsi les 

bicouches lipidiques agissent en tant que solvant pour les protéines membranaires, de façon 

similaire à une solution visqueuse, dans laquelle ces protéines possèdent un certain degré de 

mobilité latérale qui permet leur libre diffusion dans la bicouche lipidique et leur distribution 

le long de la surface membranaire dans un arrangement aléatoire (« apériodique »), (Singer et 

Nicolson, 1972). L’absence de liaisons covalentes entre l’ensemble des constituants 

membranaires, rende leurs interactions faibles et la membrane peut être considérée comme un 

fluide bidimensionnel, formant une structure très dynamique, (figure 1) 
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Ce modèle de la mosaïque fluide reste le modèle de référence, bien qu’il ait subi quelques 

«améliorations». En effet, l’hypothèse selon laquelle les molécules s’ordonnent aléatoirement 

dans la membrane a été rapidement remise en question. De nombreux travaux montrent que la 

membrane serait composée d’un certain nombre de domaines lipidiques ayant des 

compositions et des organisations différentes, en mouvement les uns par rapport aux autres 

(Katoh et al., 2009 ; Simons et Sampaio, 2011). Ainsi la plupart des protéines membranaires 

ne diffuseraient pas aussi librement que le suppose le modèle de Singer et Nicolson et 

pourraient être localisées dans des environnements différents. De telles différences 

d’organisation sont supposées provenir de conformations moléculaires différentes et de la 

spécificité de certaines interactions moléculaires Ces observations ont donné lieu à 

l’émergence de plusieurs modèles d’organisation dynamique des membranes, proposant 

différentes origines au confinement.  Ces phénomènes impliqueraient particulièrement le 

cytosquelette pour son éventuel rôle dans le confinement des protéines, ou sur les 

hétérogénéités de composition moléculaire dans la membrane, donnant lieu au modèle des 

radeaux lipidiques (Simons et Sampaio, 2011). 

2- L’organisation de la membrane plasmique 

2.1- Les lipides membranaires 

Les lipides sont les composants majoritaires de la membrane plasmique et de l'ensemble des 

membranes biologiques. Pour chaque membrane d'organites, la proportion des différents types 

de lipides est variable, ce qui leur confère des propriétés fonctionnelles spécifiques. Les 

lipides membranaires sont caractérisés par leur caractère amphiphile.  

Figure 1: Modèle de la 

mosaïque fluide de la 

structure membranaire 

selon Singer–Nicolson 

(1972). 

INTRODUCTION-LA MEMBRANE PLASMIQUE - 



Page | 21  

 

Ils possèdent une tête polaire, qui présente un caractère hydrophile, reliée à des chaînes 

aliphatiques hydrophobes (Bagatolli et al., 2010 ; Mouritsen, 2011). Chaque espèce lipidique 

est répartie sur les deux feuillets et participe à l’asymétrie lipidique si importante pour la 

physiologie cellulaire.  

Les lipides de la membrane cellulaire dans les cellules animales se composent principalement 

de glycérophospholipides (les GPLs), de sphingolipides (SL) et de cholestérol  (Bagatolli et 

al., 2010 ; Mouritsen, 2011). Les lipides amphipathiques tels que les GPLs et SL sont les 

principaux lipides structuraux qui forment la matrice de base, de toutes les membranes 

cellulaires chez les eucaryotes.  Cela est dû à leurs propriétés d'agrégation, c'est à dire, la 

tendance de leurs parties hydrophobes de s'associer ensemble et d’exclure les molécules d'eau 

et de la tendance de leurs parties hydrophiles d'interagir avec les environnements aqueux 

extra- et intra-cellulaires. Parmi les GPLs, la phosphatidylcholine (PC), représente 

généralement plus de 50% des phospholipides de la membrane cellulaire, et est le principal 

lipide formant la bicouche lipidique. Les SLs sont des composants mineurs des membranes 

cellulaires. Les complexes glycosphingolipides (GSLs), incluant des gangliosides (GSLs 

contenant de l'acide sialique), ne sont pas des lipides formant des bicouches; en solution 

aqueuse, ils ont tendance à former des agrégats micellaires en raison de la grande taille de 

leurs groupes de tête polaires. Cependant, les GSL peuvent être insérés dans la bicouche 

lipidique par leur partie céramide (hydrophobe). Bien que les SLs soient des composants 

mineurs des membranes cellulaires, leur concentration locale peut être élevée. Ils sont 

associés au feuillet externe de la membrane plasmique et sont particulièrement abondants 

dans certaines cellules et tissus tels que la gaine de myéline et les neurones (Shevchenko et 

Simons, 2010 ; Klose et al., 2013). 

Les lipides dans la bicouche diffusent, ils se déplacent continuellement de façon latérale et 

rotationnelle (rotation et courbure des chaines acides gras), et dans des conditions 

particulières, de façon transversale (ils bougent d’un feuillet à l’autre de la membrane par un 

mouvement de « flip-flop »). Il y a peu d'échanges de lipides d’un feuillet à l'autre de la 

membrane, ce qui permet l'obtention de distributions asymétriques des différents lipides et 

confère ainsi des fonctions discriminatives aux feuillets membranaires selon qu'ils sont 

orientés vers l'extérieur ou vers le cytosol (Simons et al., 2011). 

La fluidité membranaire intervient dans différentes fonctions cellulaires : absorption, 

sécrétion, protection, adhérence, communication, interaction avec la matrice, etc. Différents 

facteurs peuvent influencer les propriétés membranaires, des facteurs externes comme la 

température (une augmentation de la température entraîne la fluidification de la membrane), et 
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aussi des facteurs internes (Klose et al., 2013). En effet,  le degré de saturation des chaînes acyl, 

mais aussi leur longueur et leur hydroxylation influencent les propriétés de la bicouche. La 

fluidité est favorisée par les lipides avec des acides gras courts et insaturés. Les doubles 

liaisons introduisent des courbures qui diminuent la densité des chaînes acyles. Les 

phospholipides saturés s'apparient typiquement avec un acide gras insaturé (Holthuis et 

Menon, 2014).  

L’épaisseur est favorisée par la longueur des chaînes acyles et la présence de stérols qui 

étirent ces chaînes ainsi les acides gras longs et le cholestérol entrainent des membranes plus 

épaisses. Le cholestérol renforce la solidité et la rigidité membranaire et représente jusqu’à 

50% des lipides totaux de la membrane (Roduit et al., 2008).   

La charge de surface est déterminée par les propriétés chimiques des groupements des têtes 

lipidiques, par exemple la présence de lipides anioniques comme la phosphatidylsérine et les  

phosphoinositides.  

La courbure de la membrane est déterminée par la forme des lipides. La forme des lipides est 

déterminée par le rapport de la taille de la tête polaire et de la surface couverte par les chaines 

hydrocarbonnées. Les lipides dont la surface de la tête est plus petite que celle de la chaîne 

acyle (en créant une forme de cône) induisent une courbure négative, les lipides avec une 

surface de la tête égale à la surface des chaînes (création d'une forme de cylindre), sont 

neutres. Les lipides avec une tête beaucoup plus grande par rapport à la surface de la chaîne 

acyle (en créant une forme de cône inversé) induisent une courbure positive (Holthuis et 

Menon, 2014).  

2.2- Les protéines membranaires 

De nombreuses protéines sont insérées dans les bicouches membranaires. Elles y jouent un 

rôle physiologique majeur, et sont responsables pour l'essentiel des activités caractéristiques 

des membranes : transport, reconnaissance, communication, adhérence. Les protéines sont 

associées à la membrane de différentes manières. Les protéines peuvent être soit intégrées à la 

membrane (intrinsèques ou trans-membranaires) ou encore accolées à la membrane 

(extrinsèques ou périphériques) par des interactions électrostatiques ou des ancrages 

(lipidiques et glyco-lipidiques) et se déplacent constamment dans la membrane (Nicolson, 

2014).  Selon le modèle de la « mosaïque fluide », ces protéines membranaires diffusent 

librement dans une bicouche lipidique fluide sauf si elles sont compartimentées par des 

interactions protéine-protéine (Singer et Nicolson, 1972).  

Les protéines membranaires intégrales ont leur importance dans la structure de base de la 

membrane cellulaire, certaines semblent traverser la membrane sous forme de tonneau en 
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feuillet-β (Krogh et al., 2001). Les protéines membranaires périphériques ont également un 

rôle important, mais pas nécessairement dans le maintien de la structure. Elles semblent être 

plus importantes pour les activités enzymatiques, comme sites de fixation des protéines, de 

protéines échafaudages, d’attachement ou des structures pour le support membranaire, comme 

composants de maintien de courbure membranaire et de points de fixation pour les enzymes 

solubles et les molécules de signalisation. La plupart des protéines extrinsèques sont associées 

à un segment hydrophobe permettant leur insertion dans la partie transmembranaire des 

bicouches. Il s'agit le plus souvent d'associations covalentes avec un acide gras. Selon la 

nature de la chaîne lipidique, on parle de myristoylation, d'isoprénylation, de palmitoylation, 

et de glypiation (Staubach et Hanisch, 2011 ; Zhang et al., 2010 ; Pike, 2009). 

- La N-myristoylation : modification qui ajoute un acide myristique (acide gras saturé en C14, 

(activé sous forme de myristoyl-CoA) sur une glycine en position N-terminale par une liaison 

amide. Il s’agit d’un processus co-traductionnel.  

- L’isoprénylation : ajoute un lipide isoprénoïde, farnesyl (C15) ou géranylgéranyl (C20), via 

une liaison thioether (C-S-C), sur une cystéine en position C-terminale ou proche de cette 

extrémité. La protéine est ensuite clivée juste après la cystéine modifiée et un groupement 

méthyl y est ajouté en position C-terminale. Il s’agit d’un processus co-traductionnel. 

- La palmitoylation : dans la grande majorité des cas, un acide palmitique (acide gras saturé 

en C16) est ajouté sur 1 à 4 cystéine(s) juxtamembranaire(s) d'une protéine membranaire, via 

une liaison thioesther (R-C(=O)-S-R'), (la sérine et la thréonine peuvent aussi, mais plus 

rarement, être palmitolylées). Il s’agit d’un phénomène post-traductionnel.  

A l'inverse de la prénylation et de la myristoylation, la palmitoylation est en général réversible 

du fait de la nature chimique de la liaison thioester établie entre l'acide gras et l'acide aminé. 

Les protéines myristoylées, palmitoylées ou isoprénylées sont toujours en contact avec le 

milieu intracellulaire. La palmitoylation augmente l'hydrophobicité de la protéine et donc son 

aptitude à s'associer aux membranes. Les liaisons à la membrane par myristoylation ou 

palmitoylation sont réversibles. Dès lors, elles sont souvent impliquées dans des processus de 

signalisation cellulaire. Dans l'isoprénylation, la protéine est attachée par une cystéine 

terminale qui est carboxyméthylée. Ceci confère aux protéines un caractère hydrophobique 

plus marqué que la myristoylation ou la palmitoylation. Les protéines formeront donc des 

complexes membranaires plus stables.  
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- La glypiation est la modification qui ajoute un groupement glycosyl-phosphatidylinositol 

(glycosylphosphatidyl-éthalanolamine : GPI ou ancre GPI) sur un acide aminé en position C-

terminale des protéines fixées à la membrane du réticulum endoplasmique. Avant glypiation, 

la protéine est fixée à la membrane via une partie hydrophobe. Cette partie est hydrolysée. 

Aprés glypiation, la protéine reste fixée ou ancrée à la membrane via une partie du GPI qui a 

remplacé la partie hydrophobe. Du fait qu'elles contiennent des phospholipides, les structures 

des ancres GPI confèrent une grande mobilité aux protéines membranaires ainsi ancrées. Les 

protéines à ancres GPI sont par contre localisées du côté extérieur ; elles vont donc jouer un 

rôle dans différents phénomènes de signalisation avec des éléments du milieu extérieur mais 

aussi lors de l'adhérence et dans la reconnaissance cellulaire (Caudron et Barral, 2009 ; 

Nicolson, 2014). 

2.3- Les interactions lipide-lipide et lipide-protéine à la membrane 

plasmique 

L'existence de zones de différentes phases dans les bicouches lipidiques affecte également 

l'organisation latérale des protéines membranaires. Une phase est définie comme étant une 

région de l'espace tout au long de laquelle toutes les propriétés physiques d'un matériau sont 

uniformes. "Phase" est synonyme de "état de la matière". Par exemple l'eau peut exister dans 

les états solides, liquides ou sous forme de vapeur. Les phases sont des concepts 

thermodynamiques, c'est à dire des entités imaginaires à laquelle des objets réels ressemblent 

plus ou moins. La condition d'uniformité inclue dans la définition doit être comprise de façon 

macroscopique, au moins à l'échelle du micromètre, dans le contexte des lipides 

membranaires (Goñi, 2014). Des travaux utilisant les membranes artificielles suggèrent que 

les protéines comprenant une ou plusieurs chaînes aliphatiques saturées présentent une plus 

forte tendance à se séparer en phases lipidiques ordonnées (bicouches lipidiques composée de 

cholestérol). C'est notamment le cas pour les protéines à ancres-GPI, (Brown et al., 1992; 

Schroeder et al., 1994) et d'autres protéines acylés tels que les kinases Src (Shenoy-Scaria et 

al., 1994). 

Cependant, les membranes cellulaires sont saturées de protéines membranaires qui pourraient 

organiser spécifiquement la distribution des lipides (Lingwood et Simons, 2010 ; Hunte et 

Richers, 2008). Les lipides qui sont le mieux adaptés pour correspondre à la longueur des 

domaines transmembranaires ont une probabilité accrue d'être proche de l'interface de 

protéines-lipides. Un nombre croissant de protéines présenteraient des capacités spécifiques 

de liaison et/ou d’interaction avec les lipides, avec de possibles implications structurelles et 

régulatrices. Plusieurs protéines interagissent avec le cholestérol par une liaison directe, 
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comme la cavéoline et les récepteurs β-adrénergiques étant d’excellents exemples (Murata et 

al., 1995 ; Hanson et al., 2008). Bien que le nombre d'interactions protéines-lipides référencé 

augmente régulièrement, les mécanismes structurels sous-jacents précis de la régulation des 

protéines et des liaisons spécifiques dans les membranes restent indéterminés (Shevchenko et 

Simons, 2010). 

2.4- Les interactions des protéines membranaires avec le cytosquelette 

De nombreux procédés fondamentaux (tels que la division cellulaire et la migration 

cellulaire), dépendent des changements de forme de la cellule. Ces changements de forme 

reposent sur la communication entre deux acteurs majeurs: le cytosquelette et la membrane 

cellulaire. De nombreuses études dans des cellules eucaryotes ont montré que des 

modifications de la forme de la cellule dépendent fortement des interactions entre le 

cytosquelette d'actine et la membrane cellulaire, souvent à l'aide de protéines motrices.  Les 

filaments d’actine (et spectrine) sont liés à la surface de la membrane cellulaire interne et 

constituent le squelette de la membrane (Morone et al., 2006). Cette organisation pourrait 

influencer la diffusion des lipides et des protéines dans la membrane (Sheetz et al., 1980 ; 

Kusumi et Suzuki, 2005 ; Kusumi et al., 2005 ; Saxton, 1989 ; Lenne et al.,2006). Le maillage 

de l'actine pourrait empêcher la séparation de phase à l'échelle micrométrique, comme indiqué 

par des données expérimentales (Baumgart et al., 2007 ; Heinemann et al., 2013) et des 

données théoriques (Ehrig et al., 2011).  

Des études récentes sur les filaments d'actine, en interaction avec les bicouches ont dévoilé 

que la contribution du cytosquelette d'actine est complémentaire, mais non dominante et que 

le contenu de la membrane peut jouer un rôle majeur (Carvalho et al., 2013 ; Vogel et al., 

2013). Il existe deux types d’assemblage des filaments d’actine : 

- Les fibres de stress (les câbles de tension), sont des faisceaux parallèles serrés : orientés 

avec la même polarité, les filaments sont espacés régulièrement grâce à une liaison avec la 

fimbrine. Ces fibres traversent la cellule et la rigidifient. 

- Les réseaux d’actine sous-corticale, ou cytocortex, animent la membrane plasmique. Ces 

réseaux forment des mailles : les filaments sont organisés en un arrangement lâche, avec 

beaucoup d’interconnexions orthogonales formées par la filamine Au niveau du cytocortex, 

les filaments d’actine peuvent en outre former des protrusions en longs faisceaux, soit 

perpendiculaires à la membrane, les filopodes, soit en feuillets membranaires, les lamelles. 

Ces deux formes d’organisation sont dynamiques et leur activité est contrôlée non seulement 

par la concentration en calcium, mais aussi par un grand nombre de protéines régulatrices.  
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Les filaments d'actine s'accumulent sous agrégés aux composants de la membrane plasmique.  

Des études suggèrent que l'agrégation des molécules de la membrane favorise la séparation de 

phase et la polymérisation de l'actine. La topographie de la membrane joue un rôle important 

dans la diffusion (Adler et al., 2010) et est susceptible d'être altérée par des drogues modifiant 

la dynamique de l'actine. En revanche la façon dont la topographie de la membrane est liée à 

la signalisation cellulaire pourrait aider à expliquer certains résultats récents sur le 

comportement des molécules  membranaires (Eggeling et al., 2009 ; Goswami et al., 2008).  

Les mécanismes sous-jacents sont loin d'être compris et il très souvent difficile de déterminer, 

à partir des approches in vivo comme les manipulations génétiques et biochimiques, la 

prépondérance de l'actine ou la myosine et ne sont souvent pas possible (Rivas et al., 2014). 

Cependant, ce qui a changé par rapport aux propositions antérieures sur les éléments du 

cytosquelette associés aux membranes cellulaires et leur influence sur la structure et la 

dynamique de la membrane est que ces systèmes complexes sont soigneusement disséqués et 

leurs multiples composants sont identifiés. Par exemple, certains composants interagissant 

avec la membrane, comme les septines, les GTPases, et d'autres composants, sont impliqués 

dans la cytocinèse et peuvent former des faisceaux d'ordre supérieur, des filaments et des 

structures cycliques qui se lient à des filaments d'actine et aux microtubules (Hagiwara et al., 

2011 ; Mostowy et Cossart, 2012). Ces structures forment probablement des échafaudages à 

la surface interne de la membrane cellulaire qui interagissent avec des éléments du 

cytosquelette.  

2.5- La dynamique moléculaire des membranes lipidiques : les 

membranes artificielles 

L’état physique des lipides dans les bicouches change de façon très importante selon leur état 

physicochimique et les conditions physiques extérieures. Des changements correspondant à 

des transitions de phase peuvent avoir lieu. La transition de phase correspond à un 

changement dans l’organisation (la forme et la surface) et la mobilité des chaines d’acides 

gras à l’intérieur de la bicouche (Bagatolli et al., 2010 ; Contreras  et al., 2011).  

Quelques années après le concept de « la mosaïque fluide », des études concernant les effets 

thermiques sur le comportement des lipides membranaires ont suggérés que le comportement 

des lipides, dans les différentes phases, est responsable de l'organisation latérale dans les 

membranes biologiques. Ces observations suggèrent que les propriétés d'agrégation des 

lipides membranaires constituent une des forces motrices principales menant à la création de 

la distribution latérale et de niveaux d’organisation dans la membrane (Wunderlich et al., 

1978).  
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La plupart des informations concernant la séparation de phase des lipides a été obtenue à 

partir d'études des systèmes membranaires artificiels notamment à l'aide des diagrammes de 

phase (Goñi et al., 2008). Cependant, de tels systèmes sont amenés à l'équilibre par des 

conditions expérimentales spécifiques utilisées pour l'extraction par des détergents. La 

séparation des phases en raison de la solubilité limitée des lipides dans des mélanges  

lipidiques a été observée dans tous les modèles membranaires qui reproduisent les autres 

propriétés de base des membranes cellulaires (Linder et al., 2010 ; Elson et al., 2010). 

Toutefois, un certain nombre d'autres phases se sont avérées présenter un intérêt 

physiologique. 

On distingue généralement les phases suivantes : la phase ordonnée (ou phase gel), la phase 

désordonnée (ou phase fluide ou cristal liquide), la phase liquide-ordonnée (Bagatolli et al., 

2010 ; Contreras et al., 2011). 

- La phase gel : la bicouche se présente comme un gel compact (phase gel ou Lβ) avec des 

chaine d’acide gras, régulièrement ordonnées, et proches les unes des autres. Dans cet état les 

chaînes hydrocarbonées affichent une configuration anti (en position tout-trans) les chaines 

sont alors parallèles entres elles et sont allongées au maximum, donnant naissance à un réseau 

de lipides extrêmement compact. Par conséquent, la diffusion latérale des lipides est 

fortement réduite (CD ~ 10-11 cm
2
.s

-1
). La surface occupée par un lipide est minimale et 

l’épaisseur de la bicouche est maximale. 

- La phase fluide : la mobilité des chaines des acides gras est intermédiaire. Dans cet état plus 

fluide, appelé phase liquide ou état de cristal liquide (Lα) ou Liquide désordonné (Ld), les 

liaisons C-C des chaines lipidiques adoptent de préférence la configuration gauche donnant 

lieu à des chaînes de lipides beaucoup moins allongées. En conséquence, la diffusion latérale 

(CD ~ 10-8 cm
2
.s

-1
) et la diffusion rotationnelle des lipides sont favorisées dans ces bicouches 

lipidiques fluides. La surface occupée par un lipide s’en trouve accrue et l’épaisseur de la 

bicouche est réduite de 10 à 15%. Dans les conditions physiologiques la membrane plasmique 

existe généralement sous cette forme.  

- La phase liquide ordonnée : en présence de cholestérol, des bicouches lipidiques peuvent 

adopter une phase supplémentaire lamellaire, appelée phase liquide-ordonnée (Lo), qui 

partage les caractéristiques des phases de gel et de fluide. L'incorporation du cholestérol dans 

une phase lamellaire ordonnée solide perturbe le réseau latéral et réduit en conséquence 

l’organisation des chaînes lipidiques. A l'inverse, dans une phase lamellaire liquide-

désordonnée, la portion hydrophobe rigide du cholestérol est intercalée entre les chaînes 

lipidiques et favorise une conformation des chaînes en trans. En conséquence, la phase 
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liquide-ordonnée affiche une diffusion des lipides latérale et rotationnelle qui sont proches de 

ceux de la phase liquide-désordonnée mais un ordre de conformation similaire à celle de la 

phase ordonnée (Eeman et al., 2009). 

L'idée que l'existence de plusieurs phases dans l'environnement lipidique des membranes 

entraine une "organisation des composants lipidiques  membranaires dans les domaines " a été 

clairement établis. En revanche l'utilisation des modèles de membranes artificielles est 

insuffisante pour approfondir un phénomène qui est basé sur le maintien des propriétés 

collectives et pour éclaircir le concept de compartimentation (Mouritsen, 2011). Ces dernières 

années, l’augmentation des techniques de microscopie à super-résolution, tels que le NSOM, 

le STED et la localisation microscopique, se sont avérées être capables de cartographier les 

molécules à la surface cellulaire à l'échelle nanométrique (Toomre et Bewersdorf 2010 ;  

Lidke et Lidke, 2012). 

3- Représentation actuelle de la membrane plasmique 

Le modèle de « la mosaïque fluide » proposé par Singer et Nicholson il y a 40 ans a permis à 

une meilleure compréhension de la façon dont les constituants moléculaires peuvent être 

disposés dans la membrane cellulaire, considérée comme un fluide équilibré bidimensionnel. 

Fondamentalement, le modèle de « la mosaïque fluide » suggère que la membrane de la 

cellule à plusieurs composants dans une phase homogène et mixte. Depuis, de nombreuses 

études ont été réalisées sur l'architecture de la membrane plasmique et ont fourni une vision 

de l'organisation de la surface cellulaire plus complexe (figure 2), (Edidin, 2003; Simons et 

Vaz, 2004). La membrane semble être répartie en domaines spécifiques avec des 

compositions définies de protéines et de lipides selon des échelles spatiales et temporelles. Par 

exemple, la cellule construit des régions différenciées de sa membrane à des fins 

fonctionnelles spécifiques, par exemple, les adhésions focales (Patla et al., 2010), les 

synapses immunologiques des lymphocytes-T (Grakoui et al., 1999 ; Springer et Dustin, 

2012), l'endocytose (Slepnev et Camilli, 2000 ; Howes et al., 2010), et de nombreuses autres 

structures fonctionnelles telles que les cils et les microvillosités (Kusumi et al., 2012a ; 

Kusumi et al., 2012b  ; Rao et Mayor, 2014). 
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Grâce aux travaux réalisés ces dernières années, de nombreuses fonctions de la membrane 

plasmique ont été mise en évidence pour dépendre essentiellement de sa structure dynamique 

(Campelo et al., 2010 ; Dustin et Depoil, 2011; Engelman, 2005 ; Groves et Kuriyan, 2010, 

Lingwood et Simons, 2010 ; Platta et Stenmark, 2011 ; Sens et al., 2008). Des études récentes 

ont montré que la transduction du signal, la migration cellulaire et l'endocytose et l'exocytose 

des protéines et des lipides dépendent tous de la dynamique moléculaire et de leurs arrêts 

temporaires dans la structure à deux dimensions de la membrane plasmique (Grecco et al., 

2011 ; Harding et Hancock, 2008 ; Kholodenko et al., 2010 ; Prior et Hancock, 2012 ; 

Sengupta et al., 2011, Simons et Gerl 2010). La façon dont la membrane plasmique exerce sa 

fonction, est non seulement dépendante des molécules impliquées dans une fonction 

particulière, mais aussi la façon dont ces molécules se déplacent, entrent et sortent de ces 

microdomaines dynamiques et transitoires de la membrane plasmique. 

4- La diffusion latérale et les restrictions de mouvement dans la 

membrane plasmique : les domaines membranaires 

La propriété de fluidité des bicouches lipidiques permet une distribution latérale non 

homogène et rapide des lipides et des protéines nécessaires pour un mélange continu des 

composants de la membrane. Cela conduit à la création de « structures ordonnées qui diffèrent 

en composition lipidique et/ou protéique de la membrane environnante » ou «domaines 

membranaires » (Lindner et Naim, 2009). En 1972, le modèle de « la mosaïque fluide » décrit 

la membrane plasmique comme une matrice à deux dimensions (2D) de lipides assez simple 

dans un état fluide avec une mosaïque de protéines intégrées.  

Figure 2 : Représentation 

actuelle du modèle de la 

mosaïque fluide.  

Les différents lipides sont 

indiqués dans des couleurs 

différentes formant des 

domaines spécialisés autour 

de protéines membranaires 

intégrales en plus d'être 

distribués à travers la 

membrane asymétrique, 

(D’après Escribá et al., 2008).  

INTRODUCTION-LA MEMBRANE PLASMIQUE - 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);


Page | 30  

 

Le développement de la technique de suivi de particule unique, (Single Particle Tracking ou 

(SPT) ou Single Molecule Tracking (SMT)) permettant la détection et le suivi de molécules 

individuelles avec une résolution spatiale nanométrique, a permis de révéler une grande 

diversité des modes de diffusion non seulement entre molécules différentes, mais aussi au sein 

d’un échantillon de molécules identiques dans une même cellule (Kusumi et al., 2014). 

La capacité des cellules individuelles à différencier leur membrane plasmique pour former des 

domaines spécialisés avec des compositions lipidiques et protéiques distinctes est cruciale 

pour de nombreux processus biologiques cellulaires. Il s'agit notamment de l'adhérence 

cellulaire, la signalisation, la migration, la division cellulaire asymétrique et la détermination 

du destin cellulaire, le développement de réseaux de neurones, et le développement de 

l'épithélium fonctionnel et des barrières endothéliales (Nelson, 2003; Wodarz et Näthke, 

2007). Des mécanismes distincts ont été impliqués pour contribuer à la différenciation de la 

membrane plasmique. Un certain nombre de travaux suggèrent que les interactions lipides-

protéines et lipides-lipides dans la membrane plasmique contraignent le mouvement des 

protéines membranaires et facilitent leur localisation (Engelman et al., 2005, Kusumi et al., 

2005 ;  Kusumi et Suzuki, 2005). Ces mécanismes sont susceptibles d’agir ensemble et 

permettent aux cellules d'établir et de maintenir les domaines de la membrane plasmique 

rendu possible par l'existence d'interactions latérales qui stabilisent les différents domaines 

membranaires. Alors que la plupart des types cellulaires forme des domaines de surface 

cellulaire de façon transitoire, d'autres, comme les neurones polarisés (caractérisés par la 

présence de macrodomaines somato-dendritique, axonale et de membrane synaptique), 

(Arimura et al., 2007), les oligodendrocytes (Maier et al., 2008), les cellules polarisées 

épithéliales (Yeaman et al., 1999) maintiennent une séparation des protéines et des lipides 

membranaires, de la membrane plasmique, plus stable. Les compositions lipidiques de ces 

domaines membranaires sont également différentes, démontrant que les cellules peuvent 

contrôler également la répartition.  

Le phénomène de compartimentation membranaire est particulièrement bien illustré par les 

cellules épithéliales dans lesquelles on identifie un pôle apical, un pôle basal et des faces 

latérales (figure 3). Certaines protéines sont strictement localisées coté apical (les 

transporteurs de Na
+
/glucose), d'autres se trouvent coté latéral (les occludines des jonctions 

serrées) et d'autres enfin se trouvent au pôle basal (intégrines liant la lame basale). Au sein de 

ces domaines membranaires l’hétérogénéité latérale de la structure membranaire notamment 

le cloisonnement de protéines spécifiques s’effectue également à l'échelle sub-micrometrique 
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et nanométrique, et semble être un principal moyen pour compartimenter les différents 

processus cellulaires (Giepmans et Ijzendoorn, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La récente accumulation rapide des connaissances sur la dynamique et la structure de la 

membrane plasmique a suscité d'importantes modifications du modèle de « la mosaïque 

fluide ». Les travaux de ces dernières années ont permis de fournir de nouveaux principes 

d'organisation fondamentale de cette structure qui est à la base de chaque mécanisme 

moléculaire. De nos jours, cette description de la membrane plasmique apparait plus fine 

(Vereb et al., 2003), elle est supposée inclure des nano-domaines lipidiques (rafts) (Simons et 

Gerl, 2010), des encombrements protéiques (Engelman, 2005), et des interactions de la 

membrane avec le cytosquelette (Sheetz et al., 1980). Une conséquence possible de cette 

complexité, est la différence de diffusion : les coefficients de diffusion latérale dans les 

membranes cellulaires sont généralement de 5 à 50 fois réduits, par rapport à des coefficients 

de diffusion déterminés dans les membranes reconstituées (Kusumi et al., 2005).  

L’équipe de Kusumi (Kusumi et al., 2011 ; Kusumi et al., 2012a ; Kusumi et al., 2012b ; 

Kusumi et al., 2014) a suggéré une action coopérative de ces structures à trois niveaux 

hiérarchiques potentiellement établi sur une échelle de 2 à 300 nm : les domaines délimités 

par le cytosquelette d’actine (40-300 nm), (Edidin, 1992), les domaines lipidiques (rafts) (2-

20 nm), et des complexes dynamiques de protéines (3-10 nm). Cette coopération serait 

essentielle pour la fonction de la membrane (figure 4).  

Figure 3 : Schéma représentant les jonctions cellulaires et les différents domaines de la membrane 

plasmique dans les cellules épithéliales.  

La position des domaines des surfaces apicale et basale/latérale par rapport à l'autre n'est pas 

stricte. Dans la catégorie des microdomaines membranaires sont évoqués les radeaux lipidiques et 

les cavéoles, les puits recouverts de clathrine et les domaines à tétraspanines  (D’après Giepmans 

et Ijzendoorn, 2009). 
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Ce modèle n’inclut pas les domaines visibles en microscopie électronique tels les cavéoles et 

les vésicules recouvertes de clathrine, dont les structures et fonctions sont mieux comprises, et 

donc moins sujets à débat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5- Les microdomaines dans la membrane cellulaire 

L’étude des domaines liquide-ordonnés dans des systèmes modèles permet de cerner leurs 

propriétés physico-chimiques. Toutefois, la pertinence de ces domaines comme modèle des 

domaines cellulaires est une question encore ouverte : si leur existence est pratiquement 

certaine, la composition, la taille et les origines ne sont pas parfaitement définis.  

 

 

 

 

Figure 4: Représentation schématique de l’architecture éventuelle en trois-dimensions de la 

membrane plasmique.  

a) des compartiments membranaires, générés par la séparation de la membrane par le squelette 

d’actine (barrière) et par des protéines transmembranaire (TM) ancrées à la membrane (piquets, 

non représentés sur cette figure).  

b) les domaines lipidiques  ou raft sont enrichis en cholestérol, glycosphingolipides, et protéines à 

ancres-GPI avec des tailles limitées par les compartiments membranaires.  

c) Les domaines protéiques complexes et dynamiques composés de dimères et d’oligomères de 

protéines transmembranaires, qui pourraient exister que de manière transitoire. D’après Kusumi 

et al., 2012)  
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5.1- Les radeaux lipidiques ou « Rafts »  
 

Les premières analyses de la composition des rafts ont été réalisées à la fin des années 80. Ce 

concept a été proposé en 1988 par deux biologistes, K. Simons et G. Van Meer, pour 

expliquer l’asymétrie du transport membranaire (Simons et van Meer, 1988).  

Pour isoler les rafts, la membrane est partiellement solubilisée avec des détergents, tels que le 

Triton X-100. Il reste alors une fraction de la membrane qui est insoluble, les DRM pour 

Detergent Resistant Membrane. Les membranes ne seraient pas solubilisées à cause 

d’interactions internes et donc correspondraient à une phase liquide-ordonnée. Toutefois, 

l’utilisation de détergents différents donne des compositions différentes pour les DRM. 

Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer ces résultats, soit les rafts n’ont pas une 

composition homogène, soit tous les rafts sont homogènes et identiques mais les différentes 

méthodes extraient spécifiquement certains lipides, soit il existe plusieurs types de rafts, 

homogènes mais de compositions différentes, tous n’étant pas extraient par les mêmes 

détergents. Il y aurait au moins deux types de domaines, les deux types principaux sont les 

radeaux lipidiques planaires riches en flotilline et les cavéoles (invaginations de la membrane) 

enrichies en cavéoline. Les protéines flotillines et cavéolines réguleraient la communication 

intercellulaire par la compartimentation et l’interaction avec des protéines de la transduction 

de signal au sein de leurs microdomaines lipidiques respectifs (Head et Insel, 2007 ; Diaz-

Rohrer et al., 2014a; Diaz-Rohrer et al., 2014b). 

Les radeaux lipidiques sont décrits comme étant riches en cholestérol, glycolipides, 

sphingolipides et en phospholipides présentant moins d’insaturations que celles des lipides 

dans la membrane environnante, ce qui permet un meilleur compactage des chaînes saturées 

de sphingolipides (figure 5). Dans cette description, la présence de cholestérol induirait une 

phase liquide ordonnée ayant une fluidité plus faible que le reste de la membrane. Ils sont 

également enrichis en protéines à ancres-glycosylphos-phatidylinositol (GPI). Ces micro-

domaines de quelques dizaines de nanomètres généralement de l'échelle de 2 à 20 nm de 

diamètre, peuvent être aussi grand que la totalité de la membrane apicale des cellules 

épithéliales (Lingwood et Simons, 2010) et serviraient de plates-formes de tri et de 

signalisation, en recrutant des protéines ayant une grande affinité pour eux. Ces domaines 

sont  importants pour la transduction du signal et le trafic moléculaire. 
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5.2- Les domaines délimités par le cytosquelette  

Les compartiments membranaires délimités par le cytosquelette (diamètre de 40 à 300 nm) : 

inspiré du modèle établi pour expliquer les comportements diffusionnels à la surface des 

globules rouges. Ce modèle de « barrières et piquets » (Kusumi et al., 2004, Kusumi et al., 

2005; Kusumi et al., 2011 ; Kusumi et al., 2012) propose que les protéines membranaires sont 

confinées par leur collision, soit avec les filaments d’actine du cytosquelette sous-

membranaire « fence » (barrière), soit avec des protéines liées au cytosquelette ancrées à la 

membrane « pickets » (piquets). Dans le modèle de « piquets » la diffusion des molécules 

autour de protéines immobilisées (région rouge) est plus lente, en raison de l'effet de friction 

hydrodynamique, à la surface de la protéine immobilisée (Figure 6). Cet effet pourrait se 

propager sur des distances équivalentes à plusieurs diamètres de protéines.  

La diffusion latérale de nombreux composants membranaires peut maintenant être 

directement reliée à ces compartiments de diffusion qui sont formés par des « barrières » 

créées par le cytosquelette sous-membranaires et des « piquets » correspondant à des 

protéines transmembanaires immobilisées par le cytosquelette (Kusumi et al., 2011 ; Kusumi 

et al., 2012) 

Ce type de contrôle du cytosquelette peut être plus complexe qu'initialement envisagé, et il y a 

apparemment différent types de structures du cytosquelette associées aux membranes ce qui 

suppose que certaines des interactions membranaires, pourraient être moins sensibles aux 

drogues perturbatrices du cytosquelette. Ces contrôles pourraient être importants dans la 

régulation de la mobilité latérale dans les membranes cellulaires qui conduisent à la 

compartimentation des protéines membranaires à l’intérieur de domaines membranaires 

Figure 5 : Schéma représentant des radeaux lipidiques.  

Les protéines membranaires se lient à certains lipides par des spécificités physiques et chimiques. 

Dans ce schéma, une protéine transmembranaire (bleu clair) interagit spécifiquement avec des 

stérols et avec des glycolipides, une interaction qui induit potentiellement son inclusion et son 

assemblage dans les radeaux (d’après Lingwood et Simons, 2010). 
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(Nicolson, 2014). Ce modèle rend compte de la restriction de la diffusion observée pour les 

protéines ainsi que les lipides. Le concept de domaines délimités par le cytosquelette  semble 

être le domaine le plus fondamental et essentiel car il se distingue du modèle de Singer-

Nicolson, notamment des membranes des liposomes et d'autres membranes simples 

reconstituées artificiellement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3- Les complexes de protéines  ou « Agrégats dynamiques » 

 
Ce modèle de « particules browniennes en interaction », proposé en 2003, fait appel à des 

interactions attractives entre protéines à suffisamment longue portée comme source de leur 

confinement sous forme d’assemblées dynamiques de quelques dizaines de protéines (pas 

nécessairement identiques), (Daumas et al., 2003 ; Meilhac et Destainville, 2011). 

Figure 6 : Représentation schématique du modèle « barrières et piquets » de la membrane 

plasmique.  

La colonne de gauche représente la vue de côté (en coupe longitudinale) de la membrane, la 

colonne de droite représente, en haut la vue de dessous (à partir du cytoplasme), et en bas la vue 

de dessus (à partir de l'extérieur de la cellule), d’après Kusumi et al., 2012 
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 Il s’agit de clusters de protéines formés par des dimères/oligomères et des plus grands 

complexes de protéines associées à la membrane et aux protéines transmembranaires, ayant 

des dimensions généralement entre 3 nm et 10 nm de diamètre (ce qui peut s'étendre à 

quelques centaines de nanomètres, comme dans le cas des puits recouverts de clathrine). La 

différence entre le domaine lipidique «  rafts » et les complexes dynamiques de protéines n'est 

pas dans la taille ou le nombre de molécules impliquées par domaine, mais plutôt dans les 

interactions de base qui forment le domaine: les interactions lipidiques jouent un rôle essentiel 

pour la formation des rafts. Les interactions protéine-protéine sont l'une des principales forces 

motrices de la formation de nombreux domaines, ces complexes protéiques dynamiques 

comprennent non seulement ceux dans la membrane plasmique (c'est à dire, ceux qui sont 

composés de protéines membranaires intégrales), mais aussi ceux induits par les protéines 

d'échafaudage cytoplasmiques et par les protéines d'enveloppe.   

Grâce à l’accumulation d’une variété de travaux, l’équipe de Kuzumi (Kuzumi et al., 2012) 

suggèrent trois types de « domaines protéiques complexes et dynamiques», comme le montre 

la figure 7: 

- des oligomères de protéines ancrées à la membrane et des complexes de protéines (a), 

- des domaines de coat-protein (b), 

- des complexes protéiques induits par des échafaudages protéiques (c), 

 

 

 

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 : Schéma des trois types de « complexes  dynamiques de protéines », (d’après Kusumi et 

al., 2012). 
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Les tétraspanines 
 
 

Dans les années 1990, les premiers clonages des antigènes de la membrane plasmique 

ont mis en évidence des protéines à 4 domaines transmembranaires de fonction inconnue, les 

tétraspanines, avec la découverte de CD63, Tspan8, CD53, CD37, CD81 et CD9 (Hotta et al., 

1988 ; Boucheix et Rubinstein, 2001; Charrin et al., 2009a; Hemler, 2003; Maecker et al., 

1997; Yáñez-Mó et al., 2009). Les tétraspanines sont exprimées chez tous les métazoaires et 

certains champignons pluricellulaires (Rubinstein, 2011 ; Charrin, et al., 2009a ; Yáñez-Mó et 

al., 2009 ; Hemler 2008, Huang et al., 2005b ; Fradkin et al., 2002). Il existe 33 tétraspanines 

chez les mammifères (figure 8), 37 chez la drosophile (dont la moitié est codée par un cluster 

spécifique de tétraspanines sur les chromosomes 2) et 20 chez le nématode, Caenorhabditis 

elegans (Garcia-España et al., 2006 ; Garcia-España et al., 2008 ; Hemler et al., 2003 ; Todres 

et al., 2000). Chez les plantes des protéines tetraspanine-like sont retrouvées (Cnops et al., 

2006 ; Wang et al., 2012). En revanche, les champignons unicellulaires tels que 

Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe ne possèdent pas de gène codant 

les tétraspanines. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 : Arbre des distances 

entre les séquences des 

différentes tétraspanines de 

mammifères.  

L’arbre est généré en utilisant 

le programme ClustalW à 

partir de l’allignement des 

séquences des 33 tétraspanines 

humaines. La plupart des 

tétraspanines possèdent six 

résidus cysteine dans leur 

grand domaine extracellulaire 

(LED). En revanche pour 

treize d’entre-elles le nombre 

de cystéine varie entre 4, 7 ou 

8 comme indiqué à droite sur 

la figure. D’après Charrin et 

al., 2009a 
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L'analyse phylogénétique indique que la famille des tétraspanines se compose de quatre 

grandes familles :  

1) la famille CD, contenant de nombreuses tétraspanines communes aux vertébrés et aux 

invertébrés tels que CD9, CD81 et CD151,  

2) la famille CD63, qui contient donc CD63 et plusieurs tétraspanines de drosophile, 

3) la famille uroplakine et  

4) la famille RDS qui contient RDS, ROM-1, TSPAN10, TSPAN5, TSPAN14 et TSPAN15 

entre autres (Garcia-España et al., 2008).  

Plusieurs tétraspanines retrouvées chez les plantes (tetraspanines-like), les champignons, les 

amibes ne font pas partie des quatre grandes familles (Garcia-España et al., 2008 ; Huang et 

al., 2005b), mais proviendraient d'un gène ancestral par divergence dans la séquence. 

Les tétraspanines sont codées dans le génome humain par autant de gènes sur des 

chromosomes différents, d’après la nomenclature établie par HGNC [HUGO (Human 

Genome Organization) Gene Nomenclature Commitee] il existe 33 gènes répertoriés (tableau 

1). La variabilité de séquences et la conservation de certains résidus entre les espèces ainsi 

que l'organisation des gènes des tétraspanines laissent penser que ces molécules dérivent d'un 

ancêtre commun par duplication (Wright et al., 1993) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Tableau 1 : Nomenclature de la famille des Tétraspanines (d’après HGNC)  
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Un certain nombre de travaux ont mis en évidence les rôles physiologiques clés pour certaines 

de ces tétraspanines (par exemple CD9, CD63, CD81, CD82, CD151), en particulier le 

déclenchement des réponses immunitaires, la fusion cellulaire, le trafic, la prolifération et la 

différenciation cellulaire, l’adhérence et la migration (Hemler, 2005 ; Charrin et al., 2009a). 

Des travaux ont révélés le rôle des tétraspanines dans le cancer (Yáñez-Mó et al., 2011a), 

notamment dans la progression tumorale (Richardson et al., 2011 ; Romanska et 

Berditchevski, 2011) et le ciblage des tumeurs (Stipp, 2010, Sala-Valdés et al., 2012 ; Hemler  

2008 ; Haeuw et al., 2011 ; Hemler, 2014). Les tétraspanines sont également impliquées dans 

le processus métastatique (par exemple CD151 et TSPAN8), (Stipp, 2010 ; Tsai et Weissman, 

2011; Zoller, 2009). D’autres tétraspanines (par exemple CD81) sont impliquées dans les 

processus infectieux tel que l'infection des cellules hépatocytaires par deux pathogènes 

majeurs, le virus de l'hépatite C et le parasite du paludisme (Veenbergen et van Spriel, 2011 ; 

Jones et al., 2011 ; Levy et al., 2014). 

Il est également nécessaire de mentionner que les tétraspanines sont capables de s’associer à 

d’autres protéines transmembranaires engendrant la formation de réseaux de tétraspanines et 

d’interaction moléculaires, le « tetraspanin web ». Certaines de ces protéines partenaires sont 

exprimées sur presque tous les types cellulaires alors que d’autres sont limitées (Hemler,  

2008 ; Charrin et al., 2009a). 

 
1- Structure des tétraspanines   

Les tétraspanines sont des glycoprotéines transmembranaires dont la taille varie entre 204 

(Tspan13) et 355 acides aminés (Tspan10) et le poids moléculaire entre 25 et 80KDa. Les 

structures secondaires et tertiaires sont conservées (Kovalenko et al., 2005 ; Seigneuret et al., 

2006). Les tétraspanines sont composées de (figure 9):  

1) quatre domaines transmembranaires (TM-1, -2, -3 et -4),  

2) deux domaines extracellulaires : un petit SED (Small Extracellular Domain) ou nommé 

EC1 est un petit domaine qui se compose de moins de trente acides aminés, et un grand LED 

(Large Extracellular Domain), appelé aussi EC2 qui contient entre 76 et 131 acides aminés et 

dépasse de quelques nanomètres de la membrane (par exemple : 3,5 nm pour CD81 et 5 nm 

pour les uroplakines UPIa et UPIb), (Seigneuret et al., 2006 ; Min et al., 2006).  

3) une courte séquence cytoplasmique entre les TM2 et TM3 ;  

4) deux courts domaines cytoplasmiques N- et C-terminaux, contenant généralement moins de 

vingt résidus.  

 

 

INTRODUCTION-LES TÉTRASPANINES -  



Page | 40  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

1.1- Les domaines transmembranaires  

 
L’analyse des séquences d’acides aminés des quatre hélices transmembranaires des 

tétraspanines montrent une forte homologie de séquence soulignant l'importance fonctionnelle 

de ces régions. Les premier, troisième et quatrième domaines transmembranaires contiennent 

souvent des résidus polaires. Ces acides aminés conservés, asparagine (Asn), acide 

glutamique (Glu) et glutamine (Gln) seraient impliqués dans l’emballage (packing) des 

domaines transmembranaires (Stipp et al., 2003) en stabilisant la structure tertiaire des 

tétraspanines par des liaisons hydrogènes (Seigneuret et al., 2006).  

 

1.2- Les domaines extracellulaires  

 
La structure cristallographique du LED de CD81 et la modélisation de la structure du CD81 

ont permis d’éclaircir les aspects structuraux des tétraspanines. (Kitadokoro et al., 2001a ; 

Kitadokoro et al., 2001b ;  Seigneuret et al., 2006 ; Rajesh et al., 2012).  

Figure 9 : Schéma de la structure d’une tétraspanine.  

La protéine est repliée sous forme d’une tige serrée qui possède quatre hélices 

transmembranaires, TM, (numérotée 1 à 4). Le grand domaine extracellulaire, LED, 

reliant les domaines TM3 et TM4 contient une région hélicoïdale conservée (contenant 

trois hélices étiquetées A, B et E, en bleu) et une région variable (rouge foncé; entre les 

hélices B et E). Dans ce domaine les ponts disulfures conservés (entre deux à quatre) 

stabilisent généralement la région variable ne sont pas représentés. Le petit domaine 

extracellulaire, SED, rejoint les domaines TM1 et TM2. Les tétraspanines possèdent deux 

extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques ainsi que d'une petite boucle intracellulaire.  

Les lignes en zigzag orange indiquent les sites de palmitoylation. D’après Hemler, 2014 
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Ce domaine est composé de cinq hélices-α (A, B, C, D et E) formant la structure en 

champignon caractéristique, les hélices A et E représentent le pied et les hélices B, C, et D 

(repliées par deux ponts disulfures) le chapeau (figure 10). 

 

 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Le LED contient une région constante et une région variable. Le domaine constant peut varier 

dans sa séquence mais pas dans sa structure, il est composé des hélices A, B et E. Plusieurs 

résidus cystéines conservées, (motif GCC) sont situés après l'hélice B et au début de l'hélice 

E, et contribuent à la spécificité de chaque tétraspanine et au maintien de la structure du LED. 

Alors que la plupart des tétraspanines ont six résidus cystéine dans leur LED d’autres en 

possèdent seulement quatre, sept ou huit (Fig.8) impliquant la formation de pont disulfures 

responsable du repliement de la tétraspanine. Pour CD81, par exemple, les hélices C et D 

constituent la région variable.  

En revanche, le petit domaine extracellulaire (SED), est moins bien connu. D’après les 

travaux de Seigneuret (Seigneuret et al., 2006) il semblerait que le SED possède un petit 

feuillet-β riche en résidus hydrophobes, sa longueur prédite est variable allant de trois à sept 

résidus. Celui-ci pourrait interagir avec les hélices A, B et E du LED grâce à leurs résidus 

Figure 10 : Structure de la tétraspanine CD81.  

a) Deux vues différentes de la structure modélisée du CD81. Les régions transmembranaires sont 

en bleu, le SED est en rouge, le LED est coloré en vert,  la région variable de ce domaine est en 

rose foncé. Les ponts disulfures du LED sont en jaune. Les résidus cystéines intracellulaires qui 

sont des sites probables de la palmitoylation sont indiqués par des astérisques rouges. Les 

différentes régions transmembranaires sont indiquées en bleu (TM1 à TM4), ainsi que les 

différents sous-domaines du LED (A-E). D’après Seigneuret, 2006  

b) Représentation schématique du CD81 montrant les cystéines cytoplasmiques (C) qui sont des 

sites de palmitoylation, et ceux dans le domaine variable du domaine LED (en rouge) contenant le 

motif GCC responsables de la formation des ponts disulfures. D’après Levy, 2014. 
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hydrophobes permettant la stabilisation de la molécule par des liaisons hydrophobes. Des 

travaux réalisés chez les plantes révèlent la présence d’un résidu cystéine supplémentaire  

présent dans la petite boucle extracellulaire, suggérant que ce résidu cystéine pourrait être 

impliqué dans la liaison avec les résidus cystéine du LED (DeSalle et al., 2010). 

 

1.3- Les domaines cytoplasmiques  

 
Les domaines N- et C-terminaux sont deux autres régions variables en dehors de la région 

variable du LED. À l'exception de l’extrémité N-terminale de Tspan-10 et des extrémités C-

terminales de Tspan-10, Tspan-12, Tspan-15, Tspan-32, Tspan-33, périphérine/RDS et Rom-

1, les extrémités cytosoliques des tétraspanines font généralement moins de vingt résidus 

(Boucheix et Rubinstein,  2001).  

Ces domaines cytoplasmiques sont modifiés de façon post-traductionnelle par la 

palmitoylation (addition de palmitate sur les cystéines cytoplasmiques juxtamembranaires), 

(CD9, CD63, CD81, CD151 et CD82, Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 2002; Yang 

et al., 2002), l’ubiquitination (CD82, Tsai et al., 2007 ; CD81 et CD151, Lineberry et al., 

2008) ; et dans un cas exceptionnel, la phosphorylation (CD37, Lapalombella et al., 2012). 

 

2- Distribution tissulaire et localisation subcellulaire des 

tétraspanines 

Si on retrouve la plupart des tétraspanines à la surface des cellules, elles peuvent également 

être localisées dans des compartiments intracellulaires. Plusieurs tétraspanines tels que CD9, 

CD81 et CD151 ne sont pas ubiquitaires mais sont très largement répandues. D'autres 

tétraspanines, telles que les uroplakines UPIa et UPIb, ont une distribution plus restreintes 

elles sont retrouvées dans des structures spécialisées notamment comme constituant des 

membranes de l'urothélium (couche de cellules formant un épithélium tapissant les voies 

urinaires), (Sun et al., 2006). C’est également le cas pour les tétraspanines périphérine/RDS et 

Rom-1 impliquées dans l’architecture des photorécepteurs (Goldberg, 2006). La tétraspanine 

CD37 s'exprime à la membrane plasmique des cellules lymphoïdes T et B et la tétraspanine 

CD53 est exprimée presque exclusivement à la surface les leucocytes (Tarrant et al., 2003 ; 

van Spriel et al., 2004 ; Tohami et al., 2004 ; Wright et al., 2004a).  En ce qui concerne la 

localisation subcellulaire, la tétraspanine CD63 semble majoritairement exprimée dans les 

endosomes tardifs (Boucheix et Rubinstein, 2001). D’autres tétraspanines (CD9, CD81,…) 
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sont également retrouvées dans les exosomes (van Niel et al., 2006 ; Berditchevski et 

Odintsova, 2007 ; Zoller, 2009). 

3- Organisation des tétraspanines à la membrane plasmique 

3.1- Le réseau de tétraspanines  

Les études biochimiques de la membrane cellulaire et des complexes à tétraspanines par 

l’utilisation d’une variété de détergent suivi d’une immunoprécipitation ont permis de mettre 

en évidence, suite aux analyses par western-blot et spectrométrie de masse, que les 

tétraspanines sont associées à différents types de molécules protéiques. Ainsi, il a été défini 

comme « protéines partenaires » les protéines qui restent associées à une tétraspanine donnée 

dans des conditions qui perturbent les interactions tétraspanine-tétraspanine. (Charrin et al., 

2009a). Les protéines les plus importantes sont : des intégrines (en particulier α3β1, α4β1, 

α6β1 et α6β4) et d'autres molécules d'adhérences (EpCAM,…), des membres de la 

superfamille des immunoglobulines (CD9P1,…), les ectoenzymes (ectopeptidases et 

métalloprotéases), des précurseurs de facteurs de croissance (TGFα,…) et des molécules de 

signalisation intracellulaires (tels que des protéines G hétérotrimériques), (Boucheix et 

Rubinstein, 2001 ; Levy et Shoham, 2005a ; Hemler, 2005 ; Charrin et al., 2009a).  

La plupart de ces interactions sont indirectes, elles ont été principalement identifiées par co-

immunoprécipitation en utilisant des détergents doux (les Brij® ou le CHAPS), préservant les 

interactions tétraspanine-tétraspanine. Certains détergents (la digitonine et, dans certains cas, 

le Triton X-100) permettent l'identification de petits complexes directs tétraspanine-protéine 

partenaire (Serru et al., 1999; Yauch et al., 1998) suggérant un modèle dans lequel divers 

complexes primaires s'assemblent par des interactions tétraspanine-tétraspanine pour former 

un réseau dynamique d’interactions d’ordre supérieur appelé le réseau de tétraspanines ou 

« tetraspanin web » (Boucheix et Rubinstein, 2001), (figure 11). 
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Les paires tétraspanine-partenaire bien établies sont : CD81-CD19, CD151-intégrine α3β1 et 

CD151- intégrine α6β1. Les tétraspanines CD9 et CD81 possèdent 45% identité et partagent 

deux partenaires, EWI-2 et CD9P-1 (appelé aussi EWI-F ou FPRP), qui sont des molécules à 

domaines Ig de fonction inconnue (Boucheix et Rubinstein, 2001 ; Levy et Shoham, 2005b ; 

Hemler, 2005 ; Charrin et al., 2009), (tableau 2 et 3). D’autre part des techniques 

microscopiques comme le FRET (transfert d'énergie par résonance de fluorescence), ont 

permis de mettre en évidence certaines interactions spécifiques dans le réseau de tétraspanines 

Figure 11: Les interactions moléculaires du réseau de tétraspanines. 

Les interactions directes : l’association se fait entre tétraspanine et une protéine partenaire et est 

appelé « complexe primaire ». L’interaction est robuste est conservée lors de la lyse cellulaire en 

condition stringente  (digitonine et, dans certains cas le Triton X-100). Ces interactions pourraient 

impliquer le grand domaine extracellulaire (LED) ou les domaines transmembranaires des 

tétraspanines. 

Les interactions indirectes : les associations se font entre les tétraspanines des « complexes 

primaires » pour former le réseau de tétraspanines. Elles sont identifiées en utilisant des 

détergents doux (les Brij® ou le CHAPS). Ces interactions sont stabilisées par la palmitoylation 

des cystéines juxtamembranaires des tétraspanines, par le cholestérol membranaire et par les 

gangliosides. 
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comme CD9-ICAM1 (InterCellular Adhesion Molecule 1) ou CD151-VCAM1 (Vascular Cell 

Adhesion Molecule 1), (Barreiro et al., 2008 ; Charrin et al., 2009).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tetraspanines Partenaires

Confirmé par 

pontage 

chimique

Référence Commentaire
Autre tétraspanine interagissant dans des 

conditions moins stringentes

UP1a UPII Oui  (Sun, 2006) Le couple UP1b/UPIII sert de contrôle

UP1b UPIII Oui  (Sun, 2006) Le couple UP1a/UPII sert de contrôle

EWI-2/CD316 Oui
(Charrin et al., 2003a; 

Stipp et al., 2001a)
Complexe spécifique qui résiste à la digitonine

CD53, CD82, CD151 (Charrin et al., 2003a; 

Zhang et al., 2003)

Pro-HB-EGF Oui (Iwamoto et al., 1994) Seul CD9 parmi les tétraspanines peut augmenter son activité CD63, CD81, CD82 (Nakamura et al., 2000)

ICAM-1 Non
(Barreiro et al., 2005; 

Barreiro et al., 2008)

Des analyses de FRET suggèrent que CD9 est proche 

d’ICAM1 alors que CD151 ne l’est pas
CD151 (Barreiro et al., 2005)

Claudin-1 Oui (Kovalenko et al., 2007)
La Claudine-1 a été identifiée dans une immunoprécipitation 

CD9 après lyse en Triton X-100, par spectrométrie de masse

CD81 and CD151 (Harris et al., 2008; 

Kovalenko et al., 2007)

Pro-TGFα Non (Shi et al., 2000)
Co-immunoprécipitation en Triton X-100. Pas d’autres 

tétraspanines testées

integrin α2β1 Non (Cailleteau et al., 2010)
Interaction identifée par split-ubiquitine et confirmée par co-

immunoprécipitation en Brij58
CD151 (Sincock et al., 1999)

CD19 Non

(Bradbury et al., 1992; 

Horváth et al., 1998; 

Matsumoto et al., 1993; 

Shoham et al., 2003)

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine; Le CD21 est 

supposé interagir avec le CD81 grâce à son association avec le 

CD19

CD9, CD81 (Horváth et al., 1998)

Integrin α4b1 Non (Serru et al., 1999) Complexe spécifique qui résiste à la digitonine
CD9, CD53, CD63, and CD82 (Mannion et al., 

1996; Rubinstein et al., 1996)

CD9P-1/EWI-

F/FPRP
Oui

(Charrin et al., 2001; 

Stipp et al., 2001b)
Complexe spécifique qui résiste à la digitonine

CD82, CD151, CD63, Tspan8 (Charrin et al., 

2001; Claas et al., 2005)

EWI-2/CD316 Oui

(Charrin et al., 2003a; 

Clark et al., 2001; Stipp 

et al., 2001a)

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine
CD53, CD82, CD151 (Charrin et al., 2001; 

Claas et al., 2005)

Claudin-1 Non
(Harris et al., 2008; 

Kovalenko et al., 2007)
Des experiences de FRET indiquent une proximité CD9 CD151 (Kovalenko et al., 2007)

Integrin α3β1 Oui

(Serru et al., 1999; 

Sincock et al., 1999; 

Yauch et al., 1998; 

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine, au NP-40 et au 

Triton X-100

CD9, CD81, CD82, CD63, Tspan4 

(Berditchevski et al., 1995; Berditchevski et 

al., 1996; Tachibana et al., 1997)

Integrin α6β1 Oui

(Kazarov et al., 2002; 

Serru et al., 1999; 

Sincock et al., 1999)

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine et au NP-40

CD9, CD81, CD82, CD63, Tspan4 

(Berditchevski et al., 1995; Berditchevski et 

al., 1996; Tachibana et al., 1997)

Integrin α6β4 Non

(Chometon et al., 2006; 

Sterk et al., 2000; Sterk 

et al., 2002)

Une association directe est suggérée par l’adressage de CD151 

aux hémidesmosomes par cette intégrine et par l’absence de 

marquage des hémidesmosomes avec un anticorps anti-CD151 

qui détecte uniquement la fraction de CD151 non associée aux 

intégrines.

CD9 (Baudoux et al., 2000)

Integrin aIIbb3 +/- (Lau et al., 2004)

Interaction observée en Triton X-100 mais aucune autre 

tétraspanine n’a été testée en parrallèle. Des experiences de 

pontage chimique n’apportent pas d’information sur la taille du 

complexe;  les fonctions de l’intégrine aIIbb3 sont perturbées sur 

les plaquettes déficientes en CD151

CD9, CD63 (Indig et al., 1997; Israels et al., 

2001; Slupsky et al., 1989)

MT1-MMP Non (Yanez-Mo et al., 2008)

Des experiences de FRET indiquent une proximité de MT1-

MMP avec CD151 mais pas CD9. Effets spécifiques de la 

depletion du CD151 sur les fonctions de MT1-MMP

CD9, CD81, CD63, Tspan12 (Lafleur et al., 

2009; Yanez-Mo et al., 2008)

Oui (Le Naour et al., 2006) Complexe spécifique qui résiste à la digitonine Tspan-8 (Claas et al., 2005)

CD81

CD151

VCAM-1 Non
(Barreiro et al., 2005; 

Barreiro et al., 2008)

Des experiences de FRET indiquent une proximité de VCAM1 

avec CD151 mais pas avec CD9
CD9 (Barreiro et al., 2005)

CD9

CD9P-1/EWI-

F/FPRP/CD315
Oui

(Charrin et al., 2001; 

Stipp et al., 2001b)

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine, est partiellement 

resistant au TritonX100

CD82, CD151, CD63, Tspan8 (Charrin et al., 

2001; Claas et al., 2005)

EpCAM
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Tetraspanines Partenaires

Confirmé par 

pontage 

chimique

Référence Commentaire
Autre tétraspanine interagissant dans des 

conditions moins stringentes

CD53 ADAM10 Non
Complexe spécifique qui résiste à la digitonine (données non 

publiées du laboratoire)

CD9, CD63, CD81, CD82, CD151, Tspan12 

(Arduise et al., 2008; Xu et al., 2009)

H
+
K

+
ATPase Non (Duffield et al., 2003)

Interaction observée en Triton X-100 mais aucune autre 

tétraspanine testée en parrallèle

CXCR4 Non (Yoshida et al., 2008) Le CD63 modifie le trafic de CXCR4

Synaptotagmin VII (Flannery et al., 2010)
Le CD63 régule la localisation sub-cellulaire 

de la synaptotagmine VII

Tspan12 Frizzled 4 Non (Junge et al., 2009)

Des experiences de pontage chimique ont déterminé que 

Tspan12 fait partie du complexe composant le récepteur à la 

norrine et régule son activité. Un grand nombre de tétraspanines 

a été testé et n’a pas d’effet sur l’activité du récepteur à la 

norrine.

Tspan8 E-cadherin (Greco et al., 2010)

Des expériences de pontage chimique ont révélées l’existence 

d’un complexe dont la taille est compatible avec une interaction 

proximale ; pas de detection d’une interaction CD9/E-cadhérine 

dans les mêmes conditions ; l’association de la E-cadhérine n’est 

généralement pas observée dans les expériences de co-

immunoprécipitation

TspanC8 

(Tspan5, 10, 

14, 15, 17, 33)

ADAM10 Oui

(Prox et al., 2012); 

(Dornier et al., 2012); 

(Haining et al., 2012)

Complexe spécifique qui résiste à la digitonine; Les 6 TspanC8 

permettent la sortie d’ADAM10 du Réticulum Endoplasmique, et 

4 permettent l’augmentation de la quantité d’ADAM10 à la 

surface cellulaire

CD9, CD63, CD81, CD82, CD151, Tspan12 

(Arduise et al., 2008; Xu et al., 2009)

CD63

Tableau 2: Associations tétraspanine-protéine partenaire potentielles ou établies. 

Molécules associées
Tetraspanine associées 

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

intégrine α1β1 CD9 Brij97 (Lozahic et al., 2000)

intégrine α5β1 CD9,CD151 CHAPS ; Brij58; interaction pas observée en Brij97 (Rubinstein et al., 1994; Sincock et al., 1999)

intégrine α7β1 CD151, CD9 CHAPS (Sterk et al., 2000) 

intégrine αLβ2 CD82 Brij96 (Shibagaki et al., 1999)

intégrine αMβ2 CD63 Brij58 (Skubitz et al., 1996)

intégrine αvβ5 CD81 Brij97 (Chang and Finnemann, 2007)

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

CD44 CD9*, Tspan8, Tspan12*
Brij97 (Le Naour et al., 2006; Xu et al., 2009); Pontage chimique avec le CD9 après 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)

MHC-I CD82, CD81, CD53, CD9*

Brij 97 (CD9) (Lagaudriere-Gesbert et al., 1997b; Le Naour et al., 2006) ; Pontage chimique avec le CD9 

après dépalmitoylation (Kovalenko et al., 2007); l’interaction avec CD53 et CD81 est seulement supposée par 

des experiences de FRET (Szöllösi et al., 1996)

MHC-II 
CD9*, CD53, CD81, CD82, 

CD37

CHAPS (Angelisova et al., 1994; Rubinstein et al., 1996); mAb FRET (Szöllösi et al., 1996); Basé sur le profil 

de protéines précipitées en marquage biotine, l’interaction est probablement conservée en Brij 97 (Horváth et 

al., 1998)

CD2 CD9, CD53
CHAPS (Bell et al., 1992; Toyo-Oka et al., 1999); dans une autre étude, pas d’interaction de CD2 avec CD81 

ou CD82 n’a pu être observée en CHAPS ou Brij97 (Imai et al., 1995; Imai and Yoshie, 1993)

CD3 CD9, CD81, CD82 CHAPS (Toyo-Oka et al., 1999). Associations pas observées 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 étude, l’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)

Molécules d'adhérences

Proteines à domaines immunoglobulines
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Les interactions tétraspanine-protéine partenaire semblent impliquer le grand domaine 

extracellulaire (LED) ou les domaines transmembranaires des tétraspanines (Charrin et al., 

2009a ; Hemler, 2003; Yáñez-Mó et al., 2009). Les interactions entre tétraspanines pourraient 

ne pas impliquer une interaction entre les squelettes peptidiques, mais pourraient être régulées 

par des lipides, comme les groupements palmitates liés sur les tétraspanines, le cholestérol 

membranaire et les gangliosides, c’est le cas notamment de CD9 qui s’associe directement 

avec le GM3 (Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 2002; Charrin et al., 2003 ; Odintsova 

et al., 2006; Yang et al., 2002). La palmitoylation de plusieurs résidus cystéines 

juxtamembranaires influe sur les interactions protéine-protéine et la liaison avec les domaines 

riches en cholestérol des membranes (Linder et Deschenes, 2003).  

Molécules associées
Tetraspanine associées 

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

EGFR CD82, CD9, Tspan12* Brij98 (Odintsova et al., 2000), CHAPS CD9 (Murayama et al., 2008), Brij 96/97 Tspan12 (Xu et al., 2009)

GPR56 CD9, CD81* Brij96 (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 être observée dans d’autres études (Sridhar and Miranti, 2006)

CD71 (transferrin receptor) CD81, Tspan12* Brij 97 (Abache et al., 2007; Xu et al., 2009)

AMPA receptor Tspan7 (Bassani et al., 2012)

CD26/ dipeptidyl peptidase IV CD9*
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 à co-immunoprécipiter les 

tétraspanines reconnaît CD13 et a été utilise pour confirmer la presence de CD13 dans les IP 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/ g-glutamyltransferase 1
CD9*, CD37, CD81, CD53, 

CD82
Brij97 (Le Naour et al., 2006; Nichols et al., 1998)

g-secretase CD9, CD81 CHAPSO (Wakabayashi et al., 2009)

Choline Transporter Like Protein 

1 (CTL1)/CDw92 
CD9* Brij97 (Andre et al., 2006; Le Naour et al., 2006)

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

L6 CD81, CD63, CD151, 0.8% Brij98/0.2% Triton X-100 (Lekishvili et al., 2008)

CD47 CD9 CHAPS (Longhurst et al., 1999)

CD46 CD9*, CD81, CD82, CD151 Brij97 (Lozahic et al., 2000); interaction avec les tétraspanines probablement indirecte, via les intégrines 

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

Aggrus/podoplanin CD9
Brij97. L’expression du CD9 dans des lignées de carcinomes retardant l’activation plaquettaire grâce à la 

podoplanine (Nakazawa et al., 2008)

SCIMP CD37, CD53, CD81 CHAPS, Brij98 (Draber et al., 2011)

Autres

Autres recepteurs 

Enzymes associés à la membrane

Proteines à passage transmembranaires

Tableau 3: Protéines interagissant avec les tétraspanines sans candidat pour la tétraspanine 

partenaire. 

L’astérisque (*) indique l’identification de la protéine associée à une analyse protéomique (mais 

pas nécessairement la première identification). L’interaction a pu être observée dans d’autres 

expériences. 
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La palmitoylation s’effectue dans de nombreuses tétraspanines, dont CD9, CD63, CD81, 

CD151 et CD82 (Charrin et al., 2003 ; Yang et al., 2002 ; Zhou et al., 2004 ; Levy et al., 

1991 ; Seehafer et al., 1988 ; Delandre et al., 2009). Grâce aux approches biochimiques il a 

été mis en évidence que les molécules palmitoylées ont une capacité d’interaction réduite. Par 

exemple, la mutagenèse des cystéines palmitoylées de CD9, diminue son interaction avec 

CD81 dans des conditions particulières (Charrin et al., 2002). L’ensemble des travaux montre 

que la palmitoylation joue un rôle dans  l'association entre tétraspanines et leurs partenaires 

dans le « tetraspanins web » (Charrin et al., 2009).  

De façon similaire aux composants des microdomaines lipidiques (les rafts) les tétraspanines 

partitionnent dans une certaine mesure dans des fractions de faible densité après lyse 

cellulaire et ultracentrifugation en gradient de saccharose (Berditchevski et al., 2002; Charrin 

et al., 2002; Claas et al., 2001). Cela indique que les tétraspanines sont présentes dans un 

environnement membranaire lipidique particulier, résistant aux détergents (DRM). Ces 

résultats ont conduit à l'idée que les tétraspanines s’assemblent dans des microdomaines 

enrichis en tétraspanines, les TEMs (Berditchevski et al., 2002; Hemler, 2003). De 

nombreuses données suggèrent que les tétraspanines et les radeaux lipidiques sont des entités 

différentes. Un certain nombre de propriétés les distinguent des rafts notamment leur 

résistance vis-à-vis des détergents. Effectivement les TEMs ne sont pas résistants au Triton X-

100 à 4°C contrairement aux rafts. A l'opposé, les TEMs sont résistants au Brij97 à 37°C, une 

condition qui entraine la dissociation des rafts. De plus, les rafts contiennent toujours des 

protéines à ancrage GPI et ces protéines ne sont jamais retrouvées dans les TEMs (Charrin et 

al., 2009 ; Hemler, 2003; Yáñez-Mó et al., 2009). Cela n'exclut pas la possibilité que ces deux 

types de « structures » membranaires peuvent coopérer dans des circonstances particulières 

(Hogue et al., 2011 ; Kuzumi et al., 2012). 

A partir du modèle tétraspanine-partenaire, il semble qu’une tétraspanine relie ses protéines 

partenaires à d'autres complexes tétraspanines-partenaires. C’est le cas des interactions entre 

CD151 et les intégrines, et entre CD9 et CD9P-1  (Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 

2003b; Takeda et al., 2007). Il semblerait que les tétraspanines  pourraient avoir un rôle 

spécifique dans la régulation de leurs partenaires et un rôle non spécifique dans la 

contribution à la stœchiométrie de toutes les interactions moléculaires à l'intérieur du réseau 

de tétraspanines (Charrin et al., 2014). Ces observations suggèrent un rôle des tétraspanines à 

la membrane plasmique comme organisateurs membranaires. 
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3.2- La dynamique du réseau de tétraspanines  

Le comportement dynamique des tétraspanines a été abordé dans plusieurs études récentes. 

Par exemple, l'analyse de la tétraspanine CD9 au niveau de la molécule unique à l'aide de la 

microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRF, Total Internal Reflection 

Fluorescence microscopy), ou la microscopie à onde évanescente, a révélé que CD9, à la 

surface basale de la cellule, cycle entre des zones enrichies en tétraspanines (TEAs : 

Tetraspanin-Enriched Areas) et le reste de la membrane (Espenel et al., 2008). Dans ces zones 

enrichies, CD9 a un mouvement limité (confiné) et une vitesse de diffusion plus faible, ce qui 

suggère que ces zones correspondent à des régions de la membrane dans lesquelles plusieurs 

molécules sont confinées en même temps. A l’extérieur des TEAs, les molécules CD9 ont un 

mouvement brownien. Les TEAs ne sont pas équivalents aux microdomaines enrichis en 

tétraspanines (TEMs : Tetraspanin-Enriched Microdomains) car les interactions tétraspanine-

tétraspanine ont lieu à l'intérieur et à l'extérieur de ces structures (figure 12). Cette situation 

est similaire au modèle actuel des radeaux lipidiques, qui sont maintenant décrits comme 

« des assemblages à l'échelle nanométrique alternants des sphingolipides, du cholestérol et 

des protéines qui peuvent être stabilisés pour se regrouper » (Lingwood et Simons, 2010). 

La fonction des TEAs, qui contiennent également plusieurs molécules associées aux 

tétraspanines, est inconnue, mais ils rappellent les plates-formes adhésives endothéliales 

(EAPs : Endothelial Adhesive Platforms) qui se forment par l'interaction des leucocytes avec 

les cellules endothéliales dans lesquelles la molécule d'adhérence intercellulaire-1 (ICAM1) et 

la molécule d'adhérence de cellules vasculaires-1 (VCAM1) sont recrutées. Plusieurs 

tétraspanines telles que CD9 et CD151, sont également recrutées et possèdent un taux de 

diffusion plus faible dans ces plates-formes (Barreiro et al., 2008). En effet la tétraspanine 

CD151 limite la diffusion de l'intégrine α6 dans la membrane plasmique, ce qui rend les 

intégrines plus disponibles pour leur fonction dans l'adhérence et la migration (Hemler, 2008). 

Des travaux récents mettent en évidence que CD151 affecte le mode, plutôt que le taux de 

diffusion de l'intégrine α6 (Yang et al., 2012). Lors de l'engagement avec l'antigène, le 

récepteur des cellules lymphoïdes B (BCR) recrute des molécules de CD19 qui sont 

maintenues en place par leur interaction avec CD81 dans le réseau de tétraspanines. La 

compartimentation du BCR est un mécanisme permettant l’amplification du signal (Mattila et 

al., 2013). Un autre exemple avec la protéine d’enveloppe GAG du virus de 

l'immunodéficience humaine (VIH). Cette protéine recrute plusieurs tétraspanines au site de 

bourgeonnement du virus, conduisant à un confinement des tétraspanines dans ces sites 

(Krementsov et al., 2010 ; Potel et al., 2013; Feneant et al., 2014). En revanche bien que les 
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tétraspanines et leurs partenaires peuvent affecter mutuellement la diffusion de l'autre il reste 

à déterminer si les tétraspanines recrutent leurs protéines partenaires dans des TEAs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3- L’implication des domaines intracellulaires des tétraspanines 

dans la formation du réseau de tétraspanines 

Il a été démontré que plusieurs protéines intracellulaires co-immunoprecipitent avec les  

tétraspanines. Dans de nombreux cas, par exemple pour la PI4-kinase, la protéine Kinase-C 

activée ou les protéines G hétérotrimériques (Berditchevski et al., 1997; Le Naour et al., 

2006; Little et al., 2004; Zhang et al., 2001), on ne sait pas si ces protéines s'associent 

directement avec une tétraspanine particulière.  

Figure 12 : Représentation schématique du « tetraspanins web ». 

Pour plus de clarté,  les tétraspanines sont en rouge (T)  et les partenaires sont en bleu (P), les 

différentes traces correspondent à leur mouvement. 

Gauche: des petits groupes de tétraspanines (T1, T2, ...), associées spécifiquement à un partenaire 

moléculaire (P1, P2, ...), patrouillent dans la membrane plasmique, interagissent fréquemment 

avec d'autres groupes et échangent  certains de leurs constituants, ce qui contribue à la diversité 

des interactions.  

Droite: dans des conditions particulières, qui restent largement à définir, certaines tétraspanines 

restent confinées dans des zones de la membrane plasmique où des interactions plus stables ont 

lieu. Le modèle des TEAs présenté ici est basé sur le transfert d'une tétraspanine vers les domaines 

particuliers enrichis en tétraspanines (en jaune), tel que les EAPs (Endothelial Adhesive Platform), 

les plateformes d’adhérences endothéliales. D’après Charrin et al., 2009. 
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Conformément au modèle des paires tétraspanine/protéine partenaire, la phosphorylation des 

résidus sérine de l'intégrine β4 par la PKC pourrait être régulées par CD151 (Deng et al., 

2012 ; Li et al., 2013).  

En revanche, l'extrémité C-terminale de CD63 contient un motif d'internalisation de type 

tyrosine YXXφ (où φ représente un acide aminé hydrophobe et X est un acide aminé), qui 

confère à CD63 un taux d’endocytose important. Ce motif est précédé d'un résidu glycine, 

présent uniquement chez CD63 et crucial pour l’agencement du CD63 dans les endosomes 

tardifs et les lysosomes grâce à une interaction avec les sous-unités du complexe protéique 

adaptateur (AP : Adaptator Protein) (Berditchevski et Odintsova, 2007; Pols et Klumperman, 

2009). Ce motif interagit également avec le domaine de liaison PDZ de la protéine syntaxine 

suggérant une autre voie possible d'adressage. Certaines interactions au sein du réseau de 

tétraspanines à la membrane plasmique pourraient se produire par le biais du motif PDZ des 

protéines (Latysheva et al., 2006). La présence du motif potentiel d'internalisation (YXXΦ) 

est retrouvée chez douze autres tétraspanines, cependant leur rôle n’a pas été clairement établi 

chez celles-ci. En revanche il a été mis en évidence que des mutations de ce site dans la 

tétraspanine CD151 empêchent son accumulation dans les vésicules intracellulaires et réduit 

l'endocytose (Pols et Klumperman, 2009).  

D’autres protéines, tels que l’ezrine et la GTPase Rac1, pourraient interagir avec le domaine 

C-terminal de CD81 (Sala-Valdés et al., 2006 ; Tejera et al., 2013), suggérant une potentielle 

relation entre les tétraspanines et le cytosquelette. 

4- Fonction des tétraspanines: de la physiologie à la régulation des 

protéines partenaires 

4.1- Enseignement des maladies génétiques et des souris knock-out 

Le rôle fondamental des tétraspanines est soutenu par certains phénotypes marquants qui ont 

été observés lors de déficience des tétraspanines chez l’homme, la souris, la drosophile, le 

nématode, les champignons et les plantes. Chez l'homme, des mutations de la tétraspanine 

spécifique de la rétine, péripherine/RDS, entraînent la dégénérescence rétinienne menant à la 

cécité résultante de la désorganisation des segments extérieurs, qui sont les régions 

photosensibles des cellules de la rétine, les bâtonnets et les cônes (Goldberg, 2006). La 

mutation de la tétraspanine Tspan12 conduit également à la perte de la vision, une maladie 

appelée vitréorétinopathie exsudative familiale, due à un défaut de la vascularisation 

rétinienne (Nikopoulos et al., 2010 ; Poulter et al., 2010).  
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De plus, une mutation de la tétraspanine CD151 conduit à des problèmes cliniques graves, 

telle qu’une insuffisance rénale et une maladie de la peau formant des cloques, connue sous le 

nom d’épidermolyse bulleuse prétibiale, probablement due à un défaut d’adhérence des 

cellules épithéliales (Karamatic et al., 2004). D’autre part, la mutation du CD81 provoque un 

syndrome de déficit immunitaire due à une altération de l'activation des récepteurs des 

cellules B (van Zelm et al., 2010).  

Plusieurs tétraspanines ont été délétées expérimentalement chez la souris. Il existe neuf souris 

Knock-out pour des tétraspanines : CD9, CD81, CD37, TSSC6, CD151, Tspan33, CD63, 

Tspan8 et Tspan12 (tableau 4). Les phénotypes des souris déficientes pour périphérine/RDS 

(Goldberg, 2006), Tspan12 (Junge et al., 2009), CD151 (Baleato et al., 2008 ; Sachs et al., 

2006) et CD81 (Levy et Shoham, 2005) sont compatibles avec ceux des maladies humaines, 

avec des phénotypes supplémentaires observées chez les souris déficientes en CD151 tels 

qu’un défaut dans l’angiogenèse pathologique (Takeda et al., 2007). Les résultats des 

différents knock-outs des tétraspanines affichent des phénotypes communs représentant l'un 

des nombreux indices suggérant que certaines tétraspanines coopèrent dans certaines 

fonctions. 

Malgré ces phénotypes intéressants, les travaux avec les souris knock-out pour les 

tétraspanines n'ont pas révélés leurs fonctions au niveau moléculaire. En effet, les mécanismes 

responsables de la plupart des phénotypes observés ne sont pas clairs. De plus, il existe de 

nombreux cas pour lesquels la suppression de la tétraspanine a donné des phénotypes qui sont 

soit très faibles ou non détectables. Par exemple dans la souris KO pour CD9, une 

tétraspanine qui est relativement exprimée dans un large éventail de types cellulaires. A 

l'exception d’un défaut dans la fusion spermatozoïde-ovocyte (Kaji et al., 2000 ; Le Naour et 

al., 2000 ; Miyado et al., 2000), et des défauts des jonctions paranodales des fibres 

myélinisées (site d'ancrage et lieu d'interactions) et également une fusion accrue des 

monocytes (Ishibashi et al., 2004 ; Takeda et al., 2003), et des myoblastes (Charrin et al., 

2013) les souris déficientes pour CD9 apparaissent normales. 
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4.2- La compartimentation membranaire 

Il est important de noter que les tétraspanines ne possèdent pas de ligand ou de capacité 

interne à transduire un signal, en revanche, elles interagissent avec un certain nombre de 

molécules partenaires à l’intérieur du réseau de tétraspanines. La dissection biochimique de ce 

réseau à défaut d’autres résultats a conduit à l’hypothèse de l’implication des tétraspanines 

dans la compartimentation membranaire. Par exemple, le rôle des tétraspanines CD9/CD81 

consiste à inciter la fusion des gamètes (Rubinstein et al., 2006). Les tétraspanines sont 

impliquées dans une variété de fonctions cellulaires mises en évidence par des études qui ont 

utilisées les souris Knock-Out, l’ARN interférence, la surexpression, des anticorps anti-

tétraspanine et/ou la mutation des régions extracellulaires, mais peu d'études ont identifiées 

les mécanismes fonctionnels des tétraspanines. Cependant, des mécanismes fonctionnels 

spécifiques émergent, dans certains cas il est possible de relier le rôle physiologique des 

tétraspanines avec le rôle de leurs protéines partenaires. Pour d’autres il n’y a pas encore 

d’explications moléculaires c’est le cas notamment du rôle de CD81/CD9 dans la fusion des 

gamètes ou du rôle de CD81/CD37 dans l’immunité. Les données les plus récentes restent 

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

Nom Systèmes affectés Phénotype Référence

CD151 immunitaire, rénal

augmentation de la prolifération des cellules-T, défaut 

dans l’angiogenèse pathologique, morphologie et 

fonction rénale anormales

(Takeda et al., 2007b; Wright et al., 

2004b; Sachs et al., 2006)

CD37 immunitaire perturbation de la réponse immunitaire (Knobeloch et al., 2000)

CD63 rénal, métabolisme
défaut dans le métabolisme de l'eau (polydipsie et 

polyurie), homéostasie urinaire anormale
(Schröder et al., 2009)

périphérine/RDS vision
dégénérescence de la rétine (anomalies et diminution du 

nombre de photorécepteurs et de batonnets)
(McNally et al., 2002)

Rom1 vision
lente dégénérescence de la rétine avec morphologie 

anormale des batonnets
(Clarke et al., 2000)

Tspan12 cardiovasculaire, vision
vascularisation anormale de la rétine avec des 

hémorragies et des microanévrismes de la rétine
(Junge et al., 2009)

Tspan32 immunitaire augmentation de la prolifération des cellules T (Tarrant et al., 2002)

Tspan33 hématopoïétique, immunitaire anémie, splénomégalie, réticulocytose (Heikens et al., 2007)

(Miyazaki et al., 1997; Maecker and 

Levy, 1997; Tsitsikov et al., 1997; 

Charrin et al., 2013)

(Le Naour et al., 2000; Kaji et al., 2000; 

Miyado et al., 2000; Charrin et al., 2013)

CD81
hématopoïétique, immunitaire, nerveux, 

musculaire

défauts dans la réponse immunitaire et la fusion des 

gamètes, anomalies dans l'organisation de structures 

cérébrales, augmentation de la fusion des monocytes, 

augmentation de la fusion  des myoblastes

CD9 reproduction, hématopoïétique, musculaire

défauts dans la fusion des gamètes, augmentation de la 

fusion des monocytes, augmentation de la fusion  des 

myoblastes
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cohérentes avec l’hypothèse selon laquelle elles fonctionnent comme des organisateurs de 

complexes protéiques à la membrane cellulaire par la formation d’un réseau de tétraspanines. 

4.3- Les tétraspanines régulent le trafic de leurs protéines partenaires 

Il y existe quelques exemples où la fonction principale d’une tétraspanine est de contrôler le 

trafic de sa protéine partenaire. Par exemple, une fonction clé de la tétraspanine CD63 

pourrait être de faciliter l'internalisation des protéines partenaires et/ou leur adressage vers les 

endosomes tardifs/lysosomes, ce qui est compatible avec la présence du motif d'internalisation 

de type tyrosine chez CD63 (Pols et Klumperman, 2009). Les protéines dont le trafic semble 

être régulé par CD63 comprennent la protéine partenaire synaptotagmine VII, une protéine 

qui régule l'exocytose des lysosomes et la réparation de la membrane (Flannery et al., 2010), 

également le CXCR4 co-récepteurs de CXCL12 (SDF-1, stromal cell-derived factor 1) et du 

VIH (Yoshida et al., 2008) ; la sous-unité β de la pompe à protons H
+
K

+
-ATPase (Codina et 

al., 2005; Duffield et al., 2003) et PMEL17 (également connu sous le nom PMEL), qui est 

impliqué dans la mélanogénèse, (van Niel et al., 2011). La tétraspanine CD63 induit 

également la relocalisation de la pompe à protons H
+
K

+
-ATPase gastrique dans un 

compartiment intracellulaire CD63 positif (Duffield et al., 2003). 

La tétraspanine de drosophile Sunglasses (Tsp42Ej) est un autre exemple de tétraspanine 

régulant le trafic d'une protéine partenaire de la membrane plasmique. Principalement 

exprimée dans les yeux, et enrichie dans les lysosomes, elle s’associe avec la rhodopsine (un 

récepteur couplé aux protéines-G), et régule son trafic vers les lysosomes pour sa dégradation. 

L'altération de ce processus dans les mouches déficientes en tétraspanine Sunglasses mène à 

une dégénérescence rétinienne liée à l'âge (Xu et al., 2004). 

4.4- Régulation fonctionnelle des complexes multimoléculaires à la 

membrane plasmique 

Les tétraspanines régulent la fonction d'un large éventail de protéines membranaires. Deux 

études récentes combinant des analyses biochimiques et génétiques ont mis en évidence la 

capacité des tétraspanines à réguler la fonction de complexes oligomériques sans influence 

apparente sur le trafic de leur partenaire.  

La première étude a montré que la tétraspanine TSP-15 chez C. elegans joue un rôle essentiel 

dans le fonctionnement de l'épiderme et dans la formation de la cuticule, l'exosquelette du 

nématode (Moribe et al., 2004).  
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Après une sélection de mutants avec des phénotypes similaires à TSP-15, les mêmes auteurs 

ont démontré que cette tétraspanine régule la voie DUOX (dual oxidase) qui joue un rôle clé 

dans le processus de réticulation du collagène à travers les résidus tyrosyl et donc dans 

l'intégrité de la cuticule (Moribe et al., 2012). Dans cette voie, la protéine intégrale BLI-3, une 

NADPH oxydase (membre de la famille NOX/DUOX, orthologue de DUOX1 chez les 

mammifères) génère des espèces réactives de l'oxygène (ROS : Reactive Oxygen Species) 

requis pour la réticulation de la tyrosine, qui nécessite une interaction avec DOXA-1. La 

tétraspanine TSP-15 associée à la fois avec BLI-3 et DOXA-1, est essentielle pour la 

production de H2O2 régulée par BLI-3, mais elle ne régule pas l’expression de surface de  

BLI-3 ni l'association de BLI-3 avec DOXA-1. 

Dans le deuxième exemple, l'absence de Tspan12 a été mise en évidence dans un crible 

génétique chez la souris pour causer des malformations vasculaires rétiniennes (Junge et al., 

2009). Ce phénotype est similaire à ceux rapportés après la perturbation des gènes NORRIN, 

FZD4 et LRP5 (Ye et al., 2010). Chez l'homme, des mutations dans ces trois gènes et des 

mutations dans Tspan12 provoquent la vitréorétinopathie exsudative familiale (FEVR), une 

maladie héréditaire caractérisée par un arrêt prématuré de la vascularisation de la rétine 

(Nikopoulos et al., 2010; Poulter et al., 2010). Norrin est un activateur atypique de la voie de 

signalisation -caténine à travers sa liaison spécifique au récepteur Frizzled-4 et au 

corécepteur LRP5 (Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5). Ainsi Tspan12, 

(mais pas d'autres tétraspanines) augmente la voie de signalisation -caténine en réponse à 

Norrin en favorisant  la multimérisation de son complexe de récepteurs, FZD4 et LRP5 

(Junge et al., 2009.)  

4.5- La régulation de la fonction des intégrines par CD151 et d'autres 

tétraspanines est importante dans l'adhérence 

Les tétraspanines sont connues depuis longtemps pour s’associer à une variété d’intégrines 

(récepteurs de la matrice extracellulaire). Parmi celles-ci, les intégrines liant la laminine 

(dimères contenant les sous-unités 3 et/ou 6) α3β1, α6β1 et α6β4 s’associent directement 

avec la tétraspanine CD151 (Serru et al., 1999; Yauch et al., 1998). De façon générale, 

CD151 n'affecte que très peu l'adhérence ou la distribution des protéines de la matrice 

auxquelles ces intégrines se lient. Il a été démontré que CD151 régule l'activation de plusieurs 

molécules de signalisation en aval de ces intégrines dont Akt, Src, la kinase de l'adhérence 

focale (FAK), p130CAS (également connu sous le nom BCAR1), la paxilline et les GTPases 

de la famille Rho (Hong et al., 2012; Takeda et al., 2007; Yamada et al., 2008; Yang et al., 
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2008). Fait important, aucune de ces molécules ne voit son activation modifiée de façon 

systématique en absence de CD151 dans toutes les études publiées à ce jour. Cela indique que 

l'effet de CD151 en aval de la signalisation des intégrines dépend du contexte cellulaire, et 

que CD151 ne fonctionne pas comme une molécule adaptatrice pour une voie de signalisation 

particulière.  Il n'existe aucune indication que la tétraspanine CD151 pourrait réguler la liaison 

des laminines solubles aux intégrines. En revanche, plusieurs études suggèrent un rôle de 

CD151 dans le phénomène de renforcement de l'adhérence (Lammerding et al., 2003; 

Nishiuchi et al., 2005; Sachs et al., 2012), un processus dynamique qui accompagne 

l'adhérence initiale (régulée par les intégrines) et dépend des regroupements des récepteurs, 

des interactions avec le cytosquelette et de l’activation des molécules de signalisation (Puklin-

Faucher et Sheetz, 2009). 

La perte de CD151 a un effet important in vivo, à la fois chez la souris et l'homme, et présente 

des phénotypes rappelant ceux dus aux déficiences en intégrines liant la laminine. En effet, 

des mutations dans le gène de CD151 ont été décrites chez trois patients présentant un 

syndrome néphrotique évoluant vers l'insuffisance rénale (Karamatic et al., 2004). Deux 

d'entre eux présentent plusieurs autres symptômes, y compris des lésions bulleuses prétibiales 

de la peau. L'insuffisance rénale a également été observée dans les souris knock-out CD151 

(au patrimoine génétique particulier), et a été associée à une glomérulosclérose, et à des 

défauts ultra-structuraux des podocytes et de la membrane basale glomérulaire (Baleato et al., 

2008; Sachs et al., 2006). La délétion de l'intégrine α3β1 dans les podocytes (cellules 

épithéliales différenciées et ramifiées composant le feuillet viscéral de la capsule de Bowman, 

au niveau du glomérule rénal) provoque un phénotype similaire (Sachs et al., 2012). Les 

anomalies que l'on observe en l'absence de CD151 s'aggravent avec l'âge et sont influencées 

par la pression sanguine, ce qui est compatible avec un défaut dans le renforcement de 

l'adhérence dans les podocytes  (Sachs et al., 2012).  

La tétraspanine CD151 peut également réguler le renforcement de l'adhérence accompagnant 

l'engagement du récepteur du fibrinogène des plaquettes, de l'intégrine aIIbβ3 (Lau et al., 

2004).  Les tétraspanines CD81 et CD37 régulent l'adhérence des cellules lymphoïdes B aux 

ligands de l'intégrine α4β1 (Feigelson et al., 2003 ; van Spriel et al., 2012). Dans le cas de 

CD37, il a été démontré que ce phénomène est associé à un changement dans la répartition 

membranaire de l'intégrine. 
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4.6- CD9 et CD81 dans la fusion cellule-cellule et d'autres processus: 

un exemple de coopération entre deux tétraspanines 

Les tétraspanines CD9 et CD81 sont étroitement associées, elles partageant 45% d'identité et 

deux protéines partenaires communes : les deux molécules à domaine Immunoglobuline EWI-

F/CD9P-1 et EWI-2 (également connu sous le nom IGSF8) (Charrin et al., 2003a; Charrin et 

al., 2001; Stipp et al., 2001a; Stipp et al., 2001b). Ces deux tétraspanines pourraient réguler 

plusieurs processus de fusion membranaire. Des expériences montrent que les ovocytes de 

souris qui n'ont pas de CD9 sont hautement déficients dans leur capacité à fusionner avec les 

spermatozoïdes (Kaji et al., 2000; Le Naour et al., 2000; Miyado et al., 2000), ce défaut est 

atténué par l'expression de CD81 (Kaji et al., 2002; Rubinstein et al., 2006). La forme des 

microvillosités des ovocytes est également modifiée en l'absence de CD9 (Runge et al., 2007). 

En outre, CD9 et CD81 coopèrent dans la fusion des macrophages et dans la fusion des 

cellules musculaires, mais en tant que régulateurs négatifs de ces procédés (Takeda et al., 

2003 ; Charrin et al., 2013). L'augmentation de la fusion des cellules musculaires observée en 

leur absence peut être reproduit par des expériences d’extinction de CD9P1 par interférence 

par ARN (ARNi), montrant à nouveau l'importance des molécules associées aux tétraspanines 

(Charrin et al., 2013). Enfin, les souris inactivées à la fois pour CD9 et CD81 présentent 

également un certain nombre de pathologies qui ne sont pas, ou seulement très peu, observées 

chez les souris mutées pour une seule de ces tétraspanines, telles qu’un emphysème 

pulmonaire (une composante pathologique majeure de la maladie pulmonaire obstructive 

chronique) (Takeda et al., 2008), une ostéopénie (Takeda et al., 2008) ou des défauts de 

vaisseaux sanguins et lymphatiques (Iwasaki et al., 2013). 

4.7- Les tétraspanines régulent la réponse immunitaire 

Il a récemment été démontré qu’une mutation de la tétraspanine CD81 serait la cause de 

l'immunodéficience d'un enfant présentant une réponse humorale défectueuse (van Zelm et 

al., 2010). Cette mutation entraîne une forte diminution des niveaux de CD19 à la surface 

cellulaire, une molécule de co-stimulation indispensable aux cellules lymphoïdes B et un 

partenaire de CD81 bien caractérisé. L'absence de CD81 chez la souris a un effet plus faible 

sur l'expression de CD19, et en conséquence pas de forte altération de l'activation des 

lymphocytes B (Levy, 2014). Néanmoins, des études utilisant des souris knock-out CD81 ont 

montré un rôle crucial de CD81 dans les interactions des cellules B avec des cellules T 

conduisant à une réponse « Th2 » (orientée vers une réponse humorale), (Levy, 2014). CD81 

s’accumule à la synapse immunologique au cours des interactions des cellules B avec les 
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lymphocytes T, et régule la maturation de la synapse, engendrant une signalisation 

défectueuse dans les cellules T (Rocha-Perugini et al., 2013).  

La tétraspanine CD81 est connue depuis longtemps pour induire, comme d'autres 

tétraspanines, un signal de co-stimulation lorsqu'elle est ciblée par des anticorps monoclonaux 

(Boucheix et Rubinstein, 2001; Levy, 2014) ou par la glycoprotéine E2 de l'enveloppe du 

virus de l'hépatite C (Wack et al., 2001). De plus, les lymphocytes T des souris knock-out 

CD81 sont hyper-prolifératifs in vitro, de façon similaire aux cellules T dépourvues de 

tétraspanines CD37, CD151 ou TSSC6 (Jones et al., 2011). L'explication la plus simple de 

l'effet de co-stimulation commun est que les anticorps induisent une activation semblable 

d’une ou plusieurs molécules du réseau de tétraspanines ayant une activité de co-stimulation 

pour les lymphocytes T. L’hyper-prolifération des cellules T en l'absence de tétraspanines 

pourrait souligner l'importance de la stoechiométrie des différents tétraspanines et/ou des 

complexes primaires au sein du réseau de tétraspanines.  

Contrairement à la tétraspanine CD81 qui est largement exprimée, l'expression de CD37 est 

limitée aux cellules du système immunitaire, et est plus abondante dans les lymphocytes B. La 

tétraspanine CD37 joue un rôle dans de nombreux aspects de la réponse immunitaire (Jones et 

al., 2011; van Spriel, 2011). Il a été démontré que les souris knock-out CD37 ont une 

production d’anticorps IgG1 altérée en réponse aux antigènes dépendants des lymphocytes T. 

Cette altération a été attribuée à un rôle essentiel de CD37. La tétraspanine CD37 à la 

membrane des cellules B (secrétant des anticorps à longue durée de vie) contrôle étroitement 

la voie de signalisation de l’intégrine α4β1/AKT responsable de la survie cellulaire. En 

absence de CD37 le regroupement au sein de la membrane plasmique de l’intégrine α4β1est 

altéré entrainant un défaut de la voie signalisation AKT et donc un défaut fonctionnel des 

cellules (van Spriel et al., 2012). 

4.8- Les tétraspanines dans les maladies infectieuses  

La tétraspanine CD81 joue un rôle spécifique dans deux maladies humaines majeures. Elle est 

essentielle pour l'entrée du parasite du paludisme dans les hépatocytes, la première étape du 

cycle de vie du Plasmodium chez les mammifères et est un récepteur essentiel pour la protéine 

d'enveloppe E2 du virus de l'hépatite C (Dubuisson et al., 2008; Silvie et al., 2003). 

L'interaction de CD81 avec la protéine claudine, un autre facteur d'entrée, peut jouer un rôle 

clé dans l'infection par le VHC (Harris et al., 2008). De façon intéressante, la capacité de la 

tétraspanine CD81 à contribuer à ces processus infectieux est régulée négativement par 
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CD9P-1 (Plasmodium), ou par un fragment de clivage d’EWI-2 (VHC), (Charrin et al., 

2009b; Rocha-Perugini et al., 2008). 

La tétraspanine CD81 et d'autres tétraspanines participeraient à d’autres processus viraux 

(virus de l'immunodéficience humaine (VIH), virus de la maladie de Carré (CDV), virus de 

l'immunodéficience féline (FIV) ...) et à des infections bactériennes (Listeria, N.Meningitidis, 

...), (Monk et Partridge, 2012). Les tétraspanines sont recrutées sur le site de bourgeonnement 

du VIH (Krementsov et al., 2010) qui intègrent plusieurs tétraspanines (Monk et Partridge, 

2012), et la présence de tétraspanines sur les sites de sortie et dans les particules virales inhibe 

dans une certaine mesure la fusion membranaire induite par le virus (Gordón-Alonso et al., 

2006; Krementsov et al., 2009). Récemment les tétraspanines CD81 et Tspan9 ont été 

identifiées dans un criblage fonctionnel par ARN interférence à l’échelle du génome, comme 

des facteurs de l'hôte régulant respectivement les étapes précoces de virus de la grippe et des 

infections par les alphavirus (Karlas et al., 2010; Konig et al., 2010; Ooi et al., 2013). Elles 

pourraient réguler la fusion virale dans les endosomes (He et al., 2013; Ooi et al., 2013). La 

tétraspanine CD151 pourrait contribuer à l'endocytose du papillomavirus HPV16, responsable 

de cancers du col utérin (Scheffer et al., 2013). Cette fonction de CD151 nécessite 

l'interaction avec les intégrines (l'intégrine  a été  identifiée auparavant comme un récepteur 

pour le papillomavirus humain (HPV) et la palmitoylation de ses cystéines juxtamembranaires 

et donc probablement des interactions avec d'autres tétraspanines. Il faut noter que l'entrée de 

HPV16 dans les cellules est indépendante de la clathrine, de la cavéoline, de la dynamine et 

des radeaux lipidiques. 

4.9- Les tétraspanines régulent la progression du cancer: rôles des 

intégrines, des protéases et des récepteurs de facteurs de croissance 

La faible expression des tétraspanines CD9 et CD82 a été régulièrement associée à un 

mauvais pronostic et/ou à la présence des métastases dans divers cancers, dont ceux du 

poumon, du sein et de la prostate (Hemler, 2014; Romanska et Berditchevski, 2011; Zoller, 

2009). En revanche, un haut niveau d’expression des tétraspanines CD151 ou Tspan8 dans les 

tumeurs est corrélé avec un mauvais pronostic. Ces résultats sont cohérents avec plusieurs 

études qui suggèrent que CD9 et CD82 sont des suppresseurs de métastases, alors que CD151 

et/ou Tspan8 favorisent leur développement (Hemler, 2014; Romanska et Berditchevski, 

2011; Zoller, 2009). Cela a récemment été validé par l’utilisation des modèles génétiques de 

cancer du sein (CD151) et de cancer la prostate (CD9 et CD151) (Copelet et al., 2013a; 

Copelet et al., 2013b; Deng et al., 2012).  
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Dans plusieurs études, les changements des niveaux d’expression de plusieurs tétraspanines 

n'ont pas modifiés la croissance des xénogreffes (Hemler, 2014; Romanska et Berditchevski, 

2011; Zoller, 2009), au contraire l'absence de CD151 a réduit la croissance des xénogreffes de 

lignées cellulaires de cancer du sein (Sadej et al., 2009; Yang et al., 2008). Cependant, la 

suppression de CD151 chez la souris, dans le modèle MMTV-ERB2 de cancer du sein, 

retarde l'apparition de tumeurs mais la croissance des tumeurs est très peu affectée (Deng et 

al., 2012). La phosphorylation de FAK est réduite dans ces tumeurs, suggérant un défaut 

potentiel dans la voie de signalisation en aval des intégrines. De plus, la suppression de 

CD151 dans des souris, induit une sensibilité réduite à la carcinogenèse de la peau, et cela 

pourrait être lié à sa capacité à réguler les intégrines  ou  (Li et al., 2013; Sachs et 

al., 2014). 

Il existe plusieurs mécanismes potentiels à travers lesquels les tétraspanines peuvent réguler la 

progression du cancer. Au départ, cela était lié à l'interaction des tétraspanines avec les 

intégrines, et leurs capacités à réguler la migration cellulaire et/ou l’invasion in vitro 

(Boucheix et Rubinstein, 2001; Hemler, 2014; Zoller, 2009). Une autre explication réside 

dans leur capacité à s’associer avec et/ou réguler les précurseurs de facteurs de croissance tels 

que TGF ou HB-EGF (Higashiyama et al., 1995 ; Imhof et al., 2008) ou aux protéases 

membranaires (ADAM10, ADAM17, MT-MMP1, l'activateur du plasminogène de type 

urokinase, (Arduise et al., 2008 ; Bass et al., 2005 ; Danglot et al., 2010; Gutiérrez-López et 

al., 2011; Lafleur et al., 2009; Shiomi et al., 2005; Xu et al., 2009; Yañez-Mó et al., 2008). 

Plusieurs tétraspanines, en particulier CD9, CD82 et CD151 sont associées avec et/ou 

modulent en aval la voie de signalisation des récepteurs tyrosine-kinase tels que les récepteurs 

EGFR, ErbB2 et/ou c-MET (Franco et al., 2010; Murayama et al., 2008; Novitskaya et al., 

2014; Odintsova et al., 2003; Sridhar et Miranti, 2006; Takahashi et al., 2007). A ce jour, il 

n’y a aucune preuve qu'une tétraspanine particulière s’associe directement avec ces 

récepteurs. En revanche plusieurs données expérimentales indiquent que les mécanismes 

sous-jacents, au moins pour CD82, pourraient être indirects (Odintsova et al., 2006). L'effet 

de CD151 sur ces récepteurs pourrait être la conséquence d'un couplage fonctionnel ou 

physique avec les intégrines liant la laminine (Franco et al., 2010; Novitskaya et al., 2014). 
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La famille ADAM et la métalloprotéase 

ADAM10 
 

 

Les métalloprotéases de la famille ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease 

domain),  sont des protéines transmembranaires (type 1) qui clivent les parties extracellulaires 

des protéines transmembranaires ciblées et qui provoquent donc la libération de leurs 

ectodomaines. Elles sont qualifiées sous le terme anglophone de « sheddases » et le 

mécanisme est communément appelé le « shedding ». Les ADAMs sont impliquées dans la 

libération protéolytique des protéines liées à la surface des cellules (RIP : Regulated 

Intramembrane Proteolysis), processus par lequel elles régulent le clivage de l’ectodomaine 

de divers substrats ce qui affecte la fonctionnalité de nombreuses protéines telles que des 

récepteurs, des molécules d'adhérences, des facteurs de croissance et des cytokines comme le 

TNF-alpha (Rosendahl et al., 1997; Lunn et al., 1997 ; Hikita et al., 2009; Mezyk-Kopeć et 

al., 2009).  

Les métalloprotéases constituent une grande famille de protéases dont l’activité catalytique 

est dépendante d’un ion métallique (notamment l’ion zinc, ou l’ion cuivre, manganèse, etc). 

Elles possèdent également dans le site actif une méthionine caractéristique, strictement 

conservée formant le « Met-turn »  d’où le nom de metzincine. Ces zinc-métalloprotéases ou 

super-famille des Metzincines, sont exprimées de façon ubiquitaire (Bodé et al., 1993, Tallant 

et al., 2010). Cette famille regroupe : les métalloprotéases matricielles (MMPs), les 

métalloprotéases à domaine désintégrine et métalloprotéase (ADAMs), les ADAMs protéases 

avec des motifs de thrombospondine (ADAMTSs), la serralysine bactérienne et des protéases 

comme l'astacine (y compris les meprines). Je développerais ici uniquement les 

métalloprotéases avec un domaine de type désintégrine, les protéines ADAMs  représentées 

sur la figure 13. 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Représentation 

schématique des domaines 

structuraux des Metzincines. 

D’après Noël et al, 2012. 
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1- La famille ADAM : origine  

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires multifonctionnelles d'environ 750-800 acides 

aminés. Elles ont été découvertes dans les années 1990 lors de travaux portant sur la 

fécondation. Le fertiline (appartenant à la famille des protéines ADAMs) est synthétisée dans 

les testicules sous forme de précurseur mais nécessite un clivage protéolytique de son 

domaine métalloprotéase (dans l’epidyme) libérant ainsi le site désintégrine qui devient 

fonctionnel. Cette protéine serait impliquée dans la liaison à la membrane plasmique via les 

intégrines de l’ovocyte (Blobel et al., 1992). Quelques années plus tard, des études concernant 

les venins de certains serpents, mettent en évidence des protéines possédant un domaine 

protéolytique et un domaine de liaison aux intégrines, les SVMPs (Snake Venom 

MetalloProtease), (Wolfsberg et al., 1995). Ces travaux sont à l’origine de leur appellation : 

protéines à domaine Désintegrine et domaine Métalloprotéase, (ADAMs).  

Plus de trente-cinq ADAMs différentes ont été identifiées dans une variété d'espèces allant 

des champignons filamenteux, en passant par la levure (S. pombe), le nématode (C.elegans), 

la drosophile (D.melanogaster), aux vertébrés (Huxley-Jones et al., 2007 ; Edwards et al., 

2008 ; Reiss et Saftig, 2009). En revanche, elles sont absentes chez la levure S. cerevisiae et 

chez les plantes. Dans le génome humain, vingt-et-une ADAMs ont été décrites, chez les 

souris trente-sept protéases ont été identifiées, beaucoup d’entre-elles sont exprimées 

spécifiquement dans les testicules. La moitié d’entres elles, ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 

20, 21, 28, 30 et 33 ont une activité protéolytique (c’est-à-dire un domaine métalloprotéase 

actif). Parmi ces ADAMs protéolytiques ADAM10 et ADAM17 sont les plus étudiées. Leur 

rôle est essentiel pour activer ou inhiber une grande variété de voies de signalisation (Bode et 

al., 1993). 

2- La famille ADAM : localisation  

Les ADAMs sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique rugueux et la forme mature 

est obtenue après leur passage dans l’appareil de Golgi (Lum et al., 1998; Roghani et al., 

1999; Hougaard et al., 2000; Kang et al., 2002). La majeure partie des protéines ADAMs 

réside dans une région périnucléaire, certaines co-localisant avec des marqueurs du Golgi 

(Lum et al., 1998 ; Lammich et al., 1999 ; Hougaard et al., 2000 ; Kang et al., 2002 ; Edwards 

et al., 2008). Dans de nombreux cas (par exemple : ADAMs 9, 10, 15, 17 et 28), la forme 

protéique à la surface cellulaire est catalytiquement active (Black et al., 1997; Lum et al., 

1998; Lammich et al., 1999; Howard et al., 2000; Schlondorff et al., 2000). Toutefois, 

certains membres de la famille ADAMs peuvent être actifs dans le compartiment 
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intracellulaire. Par exemple, la plupart des protéines matures ADAM15 résiste au traitement 

de la trypsine, indiquant une prédominance intracellulaire de la protéine (Lum et al., 1998 ; 

Howard et al., 2000). Pour d’autres (ADAMs 10, 17 et 19), l'activité de la métalloprotéase 

peut intervenir dans les compartiments intracellulaires (Skovronsky et al., 2000 ; Shirakabe et 

al., 2001). Les différentes localisations subcellulaires des ADAMs et la variabilité de leur 

activité et dépendante du type de cellule, du types d’ADAMs et du type de substrat impliqué. 

3- La famille ADAM : structures et fonctions des domaines 

Les protéines ADAMs possèdent plusieurs domaines protéiques fonctionnels. Un pro-

domaine permettant de maintenir le précurseur sous forme inactive. Un domaine 

métalloprotéase (maturation de récepteurs et de facteurs de signalisation et dégradation de la 

matrice extracellulaire. Un domaine désintégrine (adhérences cellulaires). Un domaine riche 

en cystéines. Chez certaines ADAM, un domaine EGF-like. Un domaine transmembranaire. 

Enfin, un domaine cytoplasmique (Seals et Courtneige, 2003). Afin d’éclaircir les différentes 

fonctions relatives des ADAMs je vais reprendre en détail chaque domaine protéique (figure 

14) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Représentation schématique de la disposition des domaines modulaires des ADAMs et 

de leur agencement potentiel. 

Le pro-domaine (PRO), le domaine métalloprotéase (MP), Le domaine désintégrine 

(DISINTEGRIN) est subdivisé en deux sous-domaines, le domaine « shoulder » (Ds) et le domaine 

« arm » (Da). Le domaine riche en cystéines (CYS-RICH) est aussi subdivisé en deux sous-

domaines, le domaine « wrist » (Cw) et le domaine « hand » (Ch). Les domaines Ds, Da et Cw 

façonnent la molécule dans son ensemble et prend la forme d'un «C »  avec une partie du domaine 

riche en cystéine en contact étroit avec le site catalytique du domaine de métalloprotéase. Le 

domaine EGF (EGF-LIKE). Le domaine cytoplasmique (CYTO TAIL) D’après Takeda et al., 2006; 

Hartmann et al., 2013. 
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3.1- Le Prodomaine 

L'extrémité N-terminale des ADAMs contient une séquence signal qui dirige les protéines 

dans la voie de sécrétion. Après la synthèse protéique et la translocation dans le réticulum 

endoplasmique les ADAMs sont sous forme de précurseur protéique latent (non actif). Il a été 

montré pour certaines des protéases ADAMs que le pro-domaine joue un rôle dans leur 

maturation en maintenant le site métalloprotéase inactif, via une cystéine conservée (Loechel 

et al., 1999 ; Milla et al., 1999). Ce résidu cystéine chélate l’ion zinc présent dans le site actif 

du domaine métalloprotéase, qui est ainsi séquestré dans une conformation qui le maintien à 

l’état inactif. Ainsi, la dissociation de la cystéine de l’atome de zinc est considérée comme le 

« switch » qui conduit à l'activation du domaine métalloprotéase. Le mécanisme de « 

cystéine-switch » est commun à la famille MMPs (Sahin, 2004 ; Edwards, 2008), et n’est pas 

le seul impliqué dans l’inhibition des ADAMs. 

Pour la majorité des ADAMs, l'étape essentielle pour la suppression du pro-domaine, et donc 

l'activation du zymogène, est le traitement protéolytique par des pro-protéines convertases 

(PCs) tels que la furine ou la PC7 dans le réseau trans-Golgien. Les ADAMs passent ensuite  

dans la voie sécrétoire : le réseau trans-Golgien, les endosomes et la surface cellulaire (Endres 

et al., 2003 ; Seals et Courtneidge, 2003). L'exécution du clivage du pro-domaine par la furine 

dépend de la reconnaissance du motif de quatre acides aminés: Rx (K/R) R, (Nakayama, 

1997 ; Tian et al., 2012).  

Le passage des ADAMs  dans  l’appareil de Golgi révèle donc une protéine mature. Une fois 

les protéines ADAMs glycosylées, le pro-domaine est clivé du précurseur le libérant 

efficacement, l’ion zinc est accessible rendant le domaine métalloprotéase disponible pour 

l'activité catalytique.  

Le pro-domaine de certaines ADAMs peut agir comme un chaperon intramoléculaire 

facilitant le repliement correct des protéines et  particulièrement du domaine métalloprotéase 

et maintenir ainsi la protéine dans un état latent. Les pro-domaines isolés de certaines 

ADAMs peuvent être des inhibiteurs sélectifs de la forme mature (et donc active) des 

enzymes (Moss et al., 2007; Gonzales et al., 2004). L'importance de la fonction du pro-

domaine comme chaperon est soulignée par des études montrant que la délétion du pro-

domaine chez ADAM10 entraîne une enzyme protéolytiquement inactive. Alors que la co-

expression en trans du pro-domaine avec une protéine ADAM10 déletée de son pro-domaine 

restaure l'activité enzymatique (Milla et al., 1999 ; Eters et al., 2001). De plus, une autre étude 

sur ADAM12 met en évidence qu’une protéine ADAM12 tronquée de son pro-domaine 

(ADAM12-S) à la différence des protéines de type sauvage, n'est pas sécrétée à la membrane, 

mais est retenue dans le système endomembranaire (Loechel et al., 1999).  
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C’est également le cas pour les ADAMs 9, 17 et 19 (Roghani et al., 1999 ; Kang et al., 2002 ; 

Milla et al., 2006). Il apparait donc que le pro-domaine est nécessaire pour le maintien à l’état 

inactif de ces enzymes, il participe au repliement adéquat des ADAMs et à l’activité du site 

protéolytique permettant un trafic correct des ADAMs tout au long de la voie de sécrétion. 

3.2- Le domaine métalloprotéase  

Le domaine métalloprotéase est très conservé parmi les membres de la famille ADAMs. Le 

mécanisme de l’activité protéolytique est certainement le mieux étudié des fonctions des 

protéines ADAMs, et est hautement homologue à celui des métalloprotéases matricielles 

(MMP), (Turk et al., 2001). L’analyse cristallographique des domaines métalloprotéases et 

des domaines catalytiques des ADAM 8, ADAM17 et ADAM33 a révélée un motif conservé 

de liaison au zinc avec trois résidus histidine et une méthionine formant le « Met-turn » : un 

coude serré bêta-1,4 formant une niche hydrophobe pour l’installation du zinc dans le site 

actif de l'hélice, (figure 15), (Maskos et al., 1998; Orth et al., 2004 ; Janes et al., 2005 ; Hall 

et al., 2012). La partie catalytique des ADAMs est caractérisée par une structure globulaire 

divisée en deux sous-domaines, avec la cavité du site actif entre les deux (Gomis-Ruth, 2003). 

Cette cavité contient l’atome de zinc catalytique responsable de la spécificité de clivage. Le 

sous-domaine N-terminal supérieur se compose de cinq feuillets β, qui sont disposés 

parallèlement les uns aux autres dans lesquels le substrat vient se loger (figure 15A).  

Plusieurs hélices-α créent également des caractéristiques structurelles, notamment l’hélice-α 

B qui contient le motif consensus HExxHxxGxxH lequel combiné à l’ion zinc constitue le site 

catalytique. Les deux histidines de cette séquence constituent les deux premiers ligands de 

l’atome de zinc, alors que le glutamate polarise la molécule d’eau impliquée dans l’hydrolyse 

de la liaison peptidique (Bode et al., 1993). Toutes les ADAMs humaines ne possèdent pas la 

séquence consensus HExxHxxGxxH associée à un ion zinc au site catalytique du domaine 

métalloprotéase. Parmi les vingt-deux ADAMs connues seules douze (ADAM 8, 9, 10, 12, 

15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 et 33) sont équipées pour exercer l’activité endopeptidase (Edwards 

et al., 2008). 

L’autre activité définissant les metzincines est le résidu méthionine strictement conservé 

créant un coude β-1,4 appelé aussi le « Met- turn » (Bode et al., 1993) permettant alors le 

positionnement correct du sous-domaine inférieur pour créer la cavité catalytique (figure15B). 

Ce sous-domaine inférieur a relativement peu de fonctionnalités, il se compose d'une hélice-α 

et de l'extrémité C-terminale.  
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Le fond de la cavité contenant l’ion zinc, contient également les séquences d’acides aminés 

responsables de la spécificité de clivage, à ce jour il n’y a pas de motifs précis, mais il existe 

des acides aminés privilégiés. Comme schématisé dans la figure 15C, les séquences 

particulières d'acides aminés (S3S2S1S1’S2’S3’) dans la cavité déterminent spécifiquement la 

séquences (P3P2P1P1’P2’P3’) dans le substrat, le clivage se produit entre les résidus P1 et 

P1’. Des travaux effectués par Caescu (Caescu et al, 2009) illustre cette spécificité de clivage 

entre ADAM10 ET ADAM17 (Tableau 5). 

 

 

 

 

Figure 15: Structure du domaine métalloprotéase des ADAMs.  

A) le schéma représente les caractéristiques structurales des ADAMs déterminées par analyse 

cristallographique (d’après Gomis-Ruth, 2003).   

B) représentation du domaine catalytique, les hélices α sont indiquées en orange, les feuillets β en 

turquoise et le Met-turn est coloré en vert, en bleu les motifs de la séquence consensus 

HExxHxxGxxH associés à un ion zinc en rose. (d’après Tallant et al., 2010) 

C) le schéma représente les séquences d'acides aminés dans le site de clivage du substrat (P) et 

ceux du site actif de la protéase (S), le clivage se produit entre les résidus de P1 et P1’ (d’après 

Edwards et al., 2008). 
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3.3- Le domaine désintégrine  

Le domaine désintégrine qui suit le domaine métalloprotéase est subdivisé en 2 sous-

domaines, le domaine « shoulder » (l'épaule, Ds, résidus 396–440) et  le domaine « arm » (le 

bras, Da, résidus 441–487). La région N-terminale du domaine riche en cystéines qui suit est 

appelé domaine « wrist » (poignet, CW, résidus 488–505), et l’ensemble des domaines Ds, Da 

et Cw façonne la molécule dans son ensemble et prend la forme d'un « C » avec une partie du 

domaine riche en cystéine en contact étroit avec le site catalytique du domaine 

métalloprotéase. Cette région semble être importante pour la spécificité de substrat et pour la 

régulation de l'activité de la protéase (Takeda et al., 2006), (Fig.14). Cette structure 

secondaire est stabilisée par des ponts disulfures et deux sites de liaison au calcium (Ca
2+

). 

Plus important encore, dans cette structure, la boucle désintégrine est largement considérée 

comme responsable des interactions entre les ADAMs et les intégrines. La modélisation 

structurelle du domaine désintegrine-métalloprotéase des SVMP a démontré que ce motif est 

protégé par le domaine riche en cystéine et peut être inaccessible pour la liaison à l'intégrine 

Tableau 5 : Acides aminés présents dans la cavité catalytique responsable du clivage S2. 

A) résidus spécifiques retrouvé dans le site actif (S) des protéases ADAM10 et ADAM17. Le 

numéro correspond à la position de l’acide aminé dans la séquence d’ADAM17.  

B) résidus spécifiques retrouvés dans la séquence P des substrats d’ADAM10 et d’ADAM17. Dans 

ce tableau sont donnés les résidus avec des valeurs de sélectivités hautes : plus la valeur de 

sélectivité est grande plus le substrat contenant ce résidus à cet emplacement sera clivé 

préférentiellement. Les valeurs de sélectivités entre parenthèses déterminent les préférences du site 

de clivage pour les deux protéases. Ces données ont été normalisées de telle sorte que pour une 

valeur de 1 corresponde à la quantité moyenne par acide aminé donné dans un cycle de 

séquençage et indique aucune sélectivité, alors que les résidus ayant une valeur supérieure à 1 

sont positivement sélectionnés par la protéase (Caescu et al., 2009). 
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(Takeda et al., 2006). Cela pourrait réguler l’activité catalytique, et peut-être également la 

reconnaissance du substrat (Milla et al., 1999 ; Smith et al., 2002 ; Janes et al., 2009).   

Le domaine désintegrine tire son nom de sa très grande similarité de séquence avec des 

désintégrines de venin de serpent (Niewiarowski et al., 1994). Ces protéines courtes, solubles, 

dont la plupart contiennent un motif de liaison aux intégrines consensus : Arg–Gly–Asp 

(RGD), se lient à l'intégrine plaquettaire et, par conséquent fonctionnent comme de puissants 

inhibiteurs compétitifs de l'agrégation plaquettaire (Blobel et al., 1992 ; Niewiarowski et al., 

1994). La taille du domaine désintégrine des protéines ADAMs est d’environ 90 acides 

aminés. Structurellement, il est peu connu, bien que l’on ait pu recueillir des informations 

grâce à des travaux de cristallographie des protéines SVMP et d’autres ligands des intégrines 

(Gomis-Ruth et al., 1994). Les désintégrines de venin de serpent grâce à leur domaine 

désintegrine inhibent de manière compétitive, via les intégrines en imitant le site ligand, 

l'adhérence des plaquettes aux séquences RGD du fibrinogène, ce qui induit des hémorragies. 

Comme la fibronectine, beaucoup de protéines ont une séquence consensus RGD sur une 

région de treize acides aminés (à la fin de la boucle désintégrine), qui s’expose à la surface et 

confère la liaison aux intégrines (α2bβ3 et α5β3), (Blobel et al., 1992). A l'exception de 

l’ADAM15 humaine, les ADAMs ne possèdent pas de séquence RGD dans leur boucles 

désintégrine, en revanche, elles possèdent des résidus cystéines supplémentaires absents des 

désintégrines de venin (Evans, 2001).   

Le travail sur l’ADAM-15 humaine a fourni des indications intéressantes concernant le motif 

unique RGD dans la boucle désintégrine. Ce travail a permis de comprendre les différences 

entre la liaison dépendante de la séquence RGD pour l'intégrine αVβ3 par rapport à la liaison 

indépendante de la séquence RGD pour l'intégrine α9β1. Le site d’interaction α9β1 ce fait au 

motif R(x)6DLPEF (résidus 481-492 dans l’ADAM-15 humaine, le motif RGD se situe au 

niveau des résidus 484-486) qui est conservée dans toutes les ADAMs sauf ADAM-10 et -17. 

Il a été démontré que les domaines désintégrines de plusieurs ADAMs sont associés à 

l’intégrine α9β1, mais pas ceux de ADAM-10 et -17 (Eto et al., 2002 ; Seals et Courtneige, 

2003). La présence d'un domaine désintegrine dans les ADAMs est unique parmi les protéines 

de surface cellulaire, il permet d’induire les interactions cellule-cellule et cellule-matrice en 

liant les intégrines. D’autres ADAMs (ADAM-9 et -23) sont capables de se lier aux intégrines 

grâce à l'interaction avec la séquence Glu-Cys-Asp (ECD) dans le domaine désintégrine, une 

observation qui corrobore l'importance cruciale du résidu acide aspartique dans le site 

d’interaction désintegrine-intégrine (Lu et al., 2007).  
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3.4- Le domaine riche en cystéines  

Les protéines ADAMs sont capables de liées plusieurs constituants de la matrice 

extracellulaire (ECM-extracellular matrix) indépendamment de l'interaction désintégrine-

intégrine. Le domaine riche en cystéine peut avoir un rôle important dans la liaison des 

protéoglycanes comme décrit pour ADAM12 (Iba et al., 2000). Les études portant sur 

ADAM13 chez le Xenope ont révélées un rôle important du domaine riche en cystéine et ses  

interactions avec la fibronectine (Gaultier et al., 2002). D’autres travaux ont révélé la 

présence d'un tronçon hydrophobe dans le domaine riche en cystéine de plusieurs ADAMs, 

qui affiche une similarité importante des séquences avec des peptides de la fusion virale 

(Blobel, 1992) ce qui suggère un rôle du domaine riche en cystéine dans la fusion 

membranaire mais aucune donnée expérimentale confirme cette hypothèse (Klein et Bischoff, 

2011).  

3.5- Le domaine EGF-LIKE   

Les domaines riches en cystéine et EGF-like dans l'étude des protéases ADAMs ne sont pas 

très bien caractérisés. Il a été mis en évidence que la plupart des ADAMs ont un domaine 

« EGF-like », et qu’il est absent dans ADAM-10 et -17 (Janes et al., 2005). Le domaine de 

l'EGF-like contribue à la régulation du substrat lié au domaine riche en cystéine et à la liaison 

des protéoglycanes à la surface cellulaire (Zolkiewska, 1999 ; Iba et al., 2000 ; Janes et al., 

2005). Les domaines membranaires correspondants d’ADAM17 sont impliqués dans 

l’assemblage multimérique des protéases et dans la reconnaissance de certains substrats 

(Lorenzen et al., 2011 ; Lorenzen et al., 2012; Weber et al., 2011). Cette région C-terminale 

courte et assez souple, est suivie de la région hydrophobe transmembranaire permettant 

l’ancrage des ADAMs à la membrane plasmique et est suivie d’un domaine cytoplasmique. 

3.6- Le domaine cytoplasmique  

Les protéases ADAMs possèdent des domaines cytoplasmiques qui varient en longueur, en 

séquence, compris entre 11 résidus (ADAM11) et 231 résidus (ADAM19), ainsi que dans leur 

capacité à lier des protéines cytoplasmiques (Seals et Courtneidge, 2003). De nombreuses 

ADAMs possèdent un ou plusieurs motifs riches en proline (PxxP) et des résidus sérine, 

thréonine et tyrosine qui sont des sites potentiels de phosphorylation par diverses kinases et 

qui peuvent servir de site de reconnaissance de certaines protéines par l’intermédiaire de leurs 

domaines SH3 et SH2. Ainsi, les domaines cytoplasmiques pourraient jouer un rôle important 

dans la régulation de la fonction des protéases en réponse à des événements de signalisation 

intracellulaires.  
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Il existe un grand nombre de protéines capables d’interagir via le domaine cytoplasmique des 

ADAMs (Edwards et al., 2008, Marcello et al., 2010). C’est le cas de certaines protéines de 

signalisation intracellulaires, par exemple l'activation d'ADAM9 par les esters de phorbol via 

l'interaction avec la PKCδ (Izumi et al., 1998).  

Le domaine cytoplasmique joue éventuellement un rôle dans la fonction des ADAMs, soit en 

régulant l'activité catalytique, en couplant l'activité des ADAMs à la signalisation soit en 

transportant la protéine vers un emplacement cellulaire correct. La translocation régulée 

d’ADAM12 à la membrane plasmique nécessite le domaine cytoplasmique et dépend de la 

PKCε (Sundberg, 2004). PACSIN3 est un exemple d'une protéine contenant un domaine SH3 

qui est capable d'interagir avec les domaines cytoplasmiques de plusieurs ADAMs y compris 

ADAM-9, -10, -12, -15 et -19 (Mori et al., 2003). Cette interaction peut réguler l'endocytose 

des protéases ADAMs. Des travaux récents mettent en évidence chez ADAM10, la présence 

de deux régions riches en prolines (PRRs) comprises entre les résidus 708-717 

(PKLPPPKPLP) et 722–728 (RRRPPQP). Ces sites PRRs intracellulaires sont 

potentiellement capables de se lier aux domaines SH3 des molécules de signalisation. Cela 

suggère que les interactions protéine-protéine induite par les PRRs pourraient exercer des 

fonctions caractéristiques pour moduler le transport, la localisation et/ou la régulation de 

l'activité des différents membres de la famille ADAM (Ebsen et al., 2014). 

Le domaine cytoplasmique des ADAMs peut réguler l'activité protéolytique en contrôlant la 

localisation subcellulaire et/ou l'activation du domaine protéase. La protéase ADAM10 subit 

un clivage protéolytique par le processus de protéolyse intramembranaire régulée (RIP). Il 

s’agit d’un processus par lequel certaines protéines sont clivées à l’intérieur de leurs domaines 

transmembranaires pour libérer un domaine cytoplasmique actif. Ce processus se produit à 

travers les actions séquentielles d’ADAM15 (qui clive le domaine extracellulaire 

d’ADAM10) et de la γ-sécrétase qui libère le domaine intracellulaire de 6kDa (ICD) 

(Tousseyn et al., 2009). L’ICD d’ADAM10 possède également un signal de localisation 

nucléaire (NLS) classique : KRRR,  situé entre les deux régions riches en proline, qui est 

potentiellement impliqué dans le transport du VIH-1 vers le noyau (Endsley et al., 2014). 

La phosphorylation ou d’autres modifications du domaine cytoplasmique peuvent influencer 

les interactions des ADAMs avec des protéines adaptatrices ou des protéines de trafic qui 

interagissent directement avec le substrat ou influencent la localisation des sous-domaines 

membranaires ou d’autres localisations cellulaires spécifiques.  
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4- La métalloprotéase ADAM10 

La métalloprotéase ADAM10 a été isolée et caractérisée en 1989 à partir de préparations de 

membranes cérébrales myéliniques de cerveaux bovins, dans lesquelles les chercheurs 

détectent une enzyme avec une activité métalloprotéase qui dégrade la protéine basique de la 

myéline (MBP : Myelin-Associated Metalloproteinase) (Chantry et al., 1989).  La séquence 

peptidique de cette métalloprotéase purifiée a servi par la suite à synthétiser une sonde 

oligonucléotidique et à cribler une banque d’ADNc de cerveaux bovins, permettant ainsi le 

clonage de la première désintegrine-métalloprotéase dérivée d’un mammifère ayant une 

similitude avec les protéines précurseurs de venin de serpent (hémorragique). La protéine 

mature possède 534 acides aminés et est disposée ainsi : un domaine métalloprotéase et un 

domaine désintegrine extracellulaire, une hélice transmembranaire et un domaine 

cytoplasmique riche en proline C-terminal (Howard et al., 1996). La protéine bovine a été 

nommée MADM (MAmmalian Disintegrin-Metalloprotease), ou ADAM10.  

D'un point de vue évolutif, les protéases ADAMs  les mieux étudiées chez les mammifères 

sont ADAM10 et ADAM17, qui sont légèrement éloignées des autres ADAMs (Edwards et 

al., 2008). Chez l'ascidie C.intestinalis, l'invertébré le plus proche de l'homme, deux sous-

groupes de protéases ADAMs ont été identifiés, un sous-groupe (ADAMa, ADAMb) 

représentant les orthologues d’ADAM17 et d’ADAM10 et l'autre sous-groupe (ADAMc1, 

ADAMc2) apparait correspondre aux ADAMs humaines 2, 7, 8, 9, 11, 12, 15, 17, 19, 22, 23, 

28, 32 et 33. Les ADAMs non citées pourraient être apparues plus tard au cours de l'évolution 

des vertébrés (Huxley-Jones et al., 2007). Chez le nématode C.elegans, des expériences 

génétiques ont permis de mettre en évidence la protéine SUP-17/ADAM (Tax et al., 1997 ; 

Wen et al., 1997). Chez la drosophile, les gènes codant  kuzbanian et kuzbanian-like (Kuz et 

Kul) correspondent à la protéase ADAM10,  il y a un gène orthologue (Tace) pour ADAM17 

et deux (Neu3, mmd) pour les autres membres ADAMs (Meyer et al., 2011).  

4.1- Structure d’ADAM10 

Chez l’Homme la protéine ADAM10 est codée par un gène situé sur le bras long du 

chromosome 15 en position q21.3-q23 et sur le chromosome 9 chez la souris (Yamazaki et 

al., 1997a ; Yamazaki et al., 1997b).  Le gène ADAM10 chez l'homme, la souris et le rat, 

mesure environ 160 kb. La partie codante est divisée en 16 exons séparés par 15 introns, un 

seul transcrit mature est observé, les 2247 nucléotides codent une protéine de 748 acides 

aminés qui s'exprime de façon ubiquitaire sous forme de glycoprotéine membranaire de type I 

(Wolfsberg, et al., 1995 ; Howard et al., 1996 ; Endres et Fahrenholz, 2012). 
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La forme mature d’ADAM10 est N-glycosylée et sa taille est de 56-58 kDa (Dallas, et al., 

1999 ; Eters et al., 2001). La structure typique de la protéine est la suivante : un peptide signal 

(environ 30 résidus), un prodomaine (avec un seul résidu cystéine et une séquence de 

reconnaissance de la proprotéine convertase, Rx(K/R)R)), un domaine catalytique contenant 

le domaine métalloprotéase (avec le motif de liaison au zinc de la famille reprolysines, 

HExxGxxGxxHD), un domaine désintégrine (dépourvu de la séquence RGD mais possédant 

la séquence ECD), un domaine riche en cystéine, un domaine  transmembranaire et un 

domaine cytoplasmique (possédant des sites potentiels de phosphorylation), (Seals et 

Courtneidge, 2003 ; Edwards et al., 2008), (voir figure 16).  

ADAM10 possède quatre sites de N-glycosylation potentiels : N267, N278 et N439 dans le 

domaine métalloprotéase et N551 dans le domaine désintegrine (Escrevente et al., 2008) 

(fig.16). D’après les travaux d’Escrevente les quatre sites de N-glycosylation de la protéine 

ADAM10 (bovine) sont occupés avec un oligosaccharide riche en mannose ou un 

oligosaccharide dit complexe. Des expériences effectuées avec des mutants dont les sites de 

glycosylation ont été modifiés, mettent en évidence une baisse d'activité catalytique. Ces 

données suggèrent un rôle régulateur de l'attachement des résidus mannose et glycanes de 

type complexe dans le trafic et la maturation d’ADAM10. La métalloprotéase est retrouvée 

dans les vésicules exosomales (Gutwein et al., 2003), cela semblerait également dépendre de 

N-glycosylation (Escrevente et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Représentation schématique de la protéine ADAM10.  

P : prodomaine, MP : domaine métalloprotéase (catalytique), Dis : domaine désintégrine, Cys : 

domaine riche en cystéine, TM: domaine transmembranaire, C: queue cytoplasmique. Les 

positions des sites de glycosylation sont indiquées par des flèches bleues. 
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4.2- Rôles physiologiques et physiopathologiques d’ADAM10 

 
4.2.1- Les souris Knock-out et Knock-out conditionnelles 

 
L’invalidation du gène ADAM10 chez la souris conduit à une mortalité embryonnaire précoce 

à 9,5 jours de l'embryogenèse (Hartmann et al., 2002). Les conséquences de l’inactivation de 

gène ADAM10 mènent à des anomalies du développement (systèmes nerveux et 

cardiovasculaire) très sévères et sont extrêmement similaires à celles obtenues avec des souris 

dont le gène Notch a été déleté. De nombreuses équipes ont alors générées des souris Knock-

out conditionnelles dans lesquelles le gène ADAM10 est invalidé spécifiquement dans un 

tissu ou à partir d’un stade du développement. L’étude des phénotypes de ces souris ont 

permis de mettre en évidence un rôle d’ADAM10 dans la plupart des tissus et systèmes listés 

ci-dessous : le système nerveux central (Jorissen et al., 2010), le système cardiovasculaire et 

le développement des somites (Hartmann et al., 2002 ), le système immunitaire (Bender et al., 

2010; Gibb et al., 2010; Gibb et al., 2011a ; Gibb et al., 2011b; Yoda et al., 2011), les 

intestins (Solanas et al., 2011), l’endothélium vasculaire (Glomski et al., 2011), l’épiderme/la 

croissance des follicules pileux embryonnaires (Weber et al., 2011), l’épithélium des voies 

respiratoires (Inoshima et al., 2011). 

4.2.2- Les substrats d’ADAM10 

 

L’activité de la protéase ADAM10 a été très étudiée et une quarantaine de protéines 

transmembranaires de natures très diverses ont été décrites comme étant ses substrats, 

reflétant son implication dans de nombreux processus physiologiques : le développement, la 

modification de l'adhérence cellulaire, la migration des cellules, et la signalisation 

intracellulaire.  

La fonction d’ADAM10 est donc étroitement liée avec la fonction de ses substrats ce qui 

explique leur appartenance à des catégories différentes : des facteurs de croissance et les 

cytokines, des récepteurs et molécules d’adhérences : le CD44 (Nagano et al., 2004), et L1-

CAM (Maretzky et al., 2005b), les récepteur des produits terminaux de glycation (RAGE : 

Receptor Advanced Glycation Endproducts), (Raucci et al., 2008 ; Zhang et al., 2008). Le 

clivage des N et E-cadhérines, conduit à la rupture de l’adhérence cellulaire et une 

redistribution des β-caténines de la surface de la cellule au noyau pour activer des gènes 

cibles, menant à une transition épithélio-mésenchymateuse dans le cas de la E-cadhérine 

(Maretzky et al., 2005a ; Maretzky et al., 2005b ; Reiss et al., 2005). Le récepteur Notch est 

également un substrat important d’ADAM10, j’y reviendrais dans la partie suivante.  
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Il existe d’autres molécules dont la fonction de protéases d’ADAM10 est essentiel pour la 

fonction de ces molécules : APP (Lammich et al., 1999), la protéine APP-like 2 (Endres et al., 

2005). Le ligand de Fas, induisant le signal de mort cellulaire (Kirkin et al., 2007 ; Schulte et 

al., 2007) ou Bri2, protéine régulant la dégradation de la protéine β-amyloïde (Martin et al., 

2008) sont également clivés par ADAM10. Au moins trois protéines à ancre-GPI sont des 

substrats candidats pour ADAM10 : la protéine associée aux métastases C4.4A, impliquée 

dans l’invasion, a été caractérisée comme substrat d’ADAM10 et d’ADAM17 (Esselens et al., 

2008). La protéine à ancre GPI de guidance neuronale l’éphrine A5 est clivée par ADAM10 

lors de la liaison à son récepteur EphA3, stoppant ainsi l’interaction ligand/récepteur (Janes et 

al., 2005). Des expériences in vitro identifient également la protéine prion PrPc comme 

substrat d’ADAM10 (Cisse et al., 2005 ; Vincent et al., 2001). D’autres substrats sont listés 

dans le tableau suivant (Tab.6): 
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Tableau 6: Différents substrats de la métalloprotéase ADAM10  

Substrats spécifiques d'ADAM10 Références

CX3CL1, CXCL16
Hundhausen et al., 2003; Abel et al., 2004 ; 

Hundhausen et al., 2007

Pro-betacelluline Sahin et al., 2004

Pro-EGF Sahin et al., 2004

TNF-alpha 

Rosendahl et al., 1997 ; Lunn et al, 1997 ; 

Hikita et al., 2009 ; Mezyk-Kopec et al., 

2009; Arduise et al. 2008

Axl Budagian et al., 2005

CD154 (CD40 ligand) Yacoub et al., 2013

CD30 Eichenauer., 2007; Velasquez et al., 2013

CD44 Nagano et al., 2004; Anderegg et al., 2009

Desmoglein-2 Bech-Serra et al., 2006

E-cadhérine Maretzky et al., 2005

N-cadhérine Reiss et al., 2005

NCAM 
Hinkle et al., 2006 ; Brennaman et al., 2013; 

Hildebrandt and Dityatev, 2014

Nectin-1 Kim et al., 2010

Notch 

Pan et Rubin 1997; Brou et al., 2000 ; 

Hartmann et al., 2002 ; Dyczynska et al., 

2007; Gibb et al., 2010 ; Dornier et al., 2012

Protocadhérine γ C3 et B4 Reiss et al., 2006

Protocadhérine-12 Bouillot et al., 2011

RAGE Raucci et al., 2008

Récepteur à l'interleukine-6 Garbers et al., 2011

Récepteur aux IgE, CD23 Weskamp et al., 2006 ; Dhaliwal et al., 2013

Récepteur de la tyrosine phosphatase Anders et al., 2006

Glycoprotéines plaquettaires VI et Ib-IX-V Gardiner et al., 2007

Neuroligin-1 Suzuki et al., 2012 

Collagène XVII Franzke et al.,2009 

enzyme de conversion de l'angiotensine Allinson et al., 2004

éphrine
Janes et al., 2005; Janes et al., 2009; Atapattu 

et al., 2012

Klotho Bloch et al., 2009

ligand de FAS Kirkin et al., 2007

osteoactivine Rose et al., 2010

protéine  prion 

Cisse et al., 2005; Altmeppen et al., 2011; 

Altmeppen et al., 2012; McDonald et al., 

2014

proteine précurseur de l’amyloïde
Slack et al., 2001; Allinson et al., 2003; 

Postina et al., 2004

TIM-1, -2 et -4 Schweigert et al., 2014; Dewitz et al., 2014

Cytokines/ 

facteurs de 

croissances

Autres

Récepteurs et 

molécules 

d'adhérences
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4.2.3- Les fonctions d’ADAM10 

Depuis ces dernières années de nombreuses fonctions biologiques sembleraient attribuées à la 

protéase ADAM10 et la liste des substrats de cesse d’augmenter. La métalloprotéase est 

également impliquée dans des processus physiopathologiques, par exemple en clivant la 

protéine précurseur de l'amyloïde (APP) dans la maladie d’Alzheimer. Dans cette maladie 

l'accumulation du peptide β-amyloïde issu de l’APP provoque la formation de plaques 

amyloïdes responsables de lésions au cerveau irréversibles. APP est une protéine 

transmembranaire d’environ 750-800 acides aminés. La dégradation de l’APP est sous la 

dépendance de plusieurs systèmes protéolytique (figure 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Modification protéolytique du précurseur du peptide amyloïde, l’APP. 

Dans la voie amyloïdogène, APP est clivé par la β-sécrétase BACE1 générant C99, qui est ensuite 

clivé pour former le peptide β-amyloïde (Aß). La voie non amyloïdogène est initiée par le clivage 

de l'APP par l’α-sécrétase (ADAM10) au sein du domaine Aß, empêchant ainsi la production du 

peptide Aß. Les clivages α- et β-sécrétases libèrent les formes solubles de l'APP, sAPPα et sAPPβ, 

respectivement, dans l'espace extracellulaire. Les fragments C-terminaux liés à la membrane 

restant C83 et C99 sont ensuite clivés par le complexe γ-sécrétase générant le peptide non-toxique 

P3 pour C83 ou le peptide amyloïdogène Aβ pour C99. Le peptide Aß est rapidement dégradé par 

plusieurs enzymes. Dans les deux voies le domaine intracellulaire de l'APP (AICD) est libéré dans 

le cytosol. D’après Grimm et al., 2013. 
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Dans la voie amyloïdogène, APP est clivé par la β-sécrétase, BACE-1, générant le fragment 

C-terminal C99, libérant ainsi la fraction soluble sAPPβ dans le milieu extracellulaire et le 

peptide β-amyloïde (Aβ).  

Dans la voie non-amyloïdogène le clivage d’APP est initié par l’α-sécrétase, dans le domaine 

de l'Aβ, empêchant ainsi la production d'Aβ, générant le fragment C-terminal C83 et libérant 

un fragment soluble sAPPα dans l'espace extracellulaire (Lammich et al., 1999; Hooper et 

Turner, 2002). Les fragments membranaires C83 et C99 sont clivés successivement par le 

complexe γ-sécrétase conduisant à la formation du peptide non-toxique P3 pour C83 

(Parvathy et al., 1999; Ehehalt et al., 2003) ou du peptide amyloïdogène Aβ pour C99 

(Grbovic et al., 2003; Carey et al., 2005; Rajendran et al., 2006). Le peptide Aβ est le 

composant néfaste pour le système nerveux. La présence d'agrégat de peptide Aβ  est un signe 

caractéristique et irréversible de la maladie d'Alzheimer (Hardy et Selkoe, 2002). Le peptide 

Aβ peut être dégradé par plusieurs enzymes, par exemple la néprilysine (NEP), l’enzyme de 

dégradation de l’insuline (IDE : Insulin-Degrading Enzyme), l'enzyme de conversion de 

endothéline (ECE : Endothelin-Converting Enzyme) et l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine (ACE : Angiotensin Converting Enzyme).  

Dans les deux voies le domaine intracellulaire d’APP (AICD, APP IntraCellular Domaine) est 

libéré dans le cytoplasme pour réguler l'expression de plusieurs gènes (figure 17), (Haass et 

al., 1992 ; Passer et al., 2000 ; Cao et Südhof, 2004).  

De nombreux travaux ont permis d’identifier ADAM10 comme étant l’alpha-sécrétase 

(Endres et Fahrenholz, 2012 ; Grimm et al., 2013). Des travaux récents montrent que la 

metallothionéine-III (MT-III) augmente l'expression de la PC7, de la furine, de PKCα et de la 

phosphorylation de PKCα, ce qui a pour conséquence d’augmenter l’activité d’ADAM10 et 

donc d’augmenter le clivage d’APP dans le domaine de l'Aβ (Park et al., 2014). 

 

La dérégulation de la protéase et/ou de ses nombreux substrats contribuent également aux 

processus physiopathologiques, tel que le cancer, l’asthme, les infections et les 

inflammations, les troubles cardiovasculaires et neurologiques. Le tableau suivant (Tab.7) 

liste certains de ces processus dans lesquels ADAM10 jouerait un rôle. 
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Tableau 7: L’expression et la fonction d'ADAM10 ont été décrites dans plusieurs processus 

pathologiques et physiologiques. 

Potentiels maladies et/ou mécanismes 

associés
Réferences

Carcinome colorectal Gavert et al., 2005

Adénocarcinome gastrique Yoshimura et al., 2002; Hong et al., 2014

Hémopathies malignes (leucémie, 

érythroleucémie, lymphomes et myélome)
Wu et al., 1997

Adénocarcinome de la prostate McCulloch et al., 2004

Carcinome endométrial Fogel et al., 2003

Carcinome ovarien Fogel et al., 2003

Glioblastome Wolpert et al., 2014

Carcinome épidermoïde (cavité buccale) Ko et al., 2007; Jones et al., 2013

Melanome (tumeur primaire et métastases)
Anderegg et al., 2009; Lee et al., 2010; Lee et al., 

2011

Carcinome hépatocellulaire Yuan et al., 2013; Yue et al., 2013

VIH 
Brass et al.,2008; Friedrich et al.,2011 ; 

Swaminathan et al.,2012; Endsley et al., 2014

ADAM10 recepteur cellulaire de S.aureus Berube and Wardenburg, 2013

Réponse par les IgE et CD23 Morales et al. 2014; Dhaliwal et al., 2013

Régulation de l'hématopoïèse Weber et al., 2013

Processus Inflammation Li et al., 2014b

Effets pro-inflammatoires de la meprin-β via 

A10
Li et al., 2014b

Architecture des tissus lymphoïdes Folgosa et al., 2013

Dermatite atopique Maretzky et al., 2008

Athérosclerose Schulz et al., 2008; Pelisek et al., 2012

Régulation du fer Huang et al., 2014

Développement et progression maladie Reinhardt et al., 2014

Biomarqueurs sanguins Manzine et al., 2014

Trafic Musardo et al., 2014

Localisation synaptique Marcello et al., 2013

Régulation transport axonal Steuble et al., 2012

NOTCH
Croissance et migration cellules muscles lisses 

humaines vasculaires
Yang et al., 2013

Développement post-natal Prox et al., 2013

Lésions artères carotides Pelisek et al., 2012

Cardiomyopathies Lim, 2013

EMT (ADAM10 and ADAM19, ensemble avec la 

γ-secretase, clivent Cad6B)
Schiffmacher et al., 2014

Statines (prévenir l'apparition de la pathogenèse 

induite par RAGE)
Quade-Lyssy et al., 2013

Développement des neurones dopaminergiques Yoon and Baik, 2013

Diabète type 2  (RAGE) Huang et al., 2013

Retinopathie (ADAM8, 9 ET 10) Guaiquil et al., 2013

Diabète Non-insulino-dependent (type 2)/EGRF Sugimoto et al., 2013

Mécanismes compartimentation membranaire Dornier et al., 2012; Haining et al., 2012

AUTRES

ALZHEIMER

IMMUNITE

INFECTIONS

CANCERS
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Selon le contexte de la maladie, la modulation de la fonction des ADAMs est considérée 

comme une option thérapeutique intéressante. Ces dernières années ont été propices aux 

travaux portant sur des stratégies thérapeutiques. Des études récentes suggèrent l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre la poche de reconnaissance du substrat d’ADAM10 comme agents 

thérapeutiques qui agissent en inhibant le clivage des éphrines et potentiellement d'autres 

substrats d’ADAM10 (Atapattu et al., 2012). Récemment il a été proposé que l'association des 

biomarqueurs sanguins, tels qu’ADAM10 et des tests cognitifs peut-être être utile pour un 

diagnostic plus fiable pour les patients atteint ou non de la maladie d’Alzheimer (Manzine et 

al., 2014). 

4.3- Régulation  d’ADAM10 

La régulation de l’activité de la protéase ADAM10 peut se faire le long de la voie secretoire et  

à la membrane plasmique (Lammich et al., 1999; Gutwein et al., 2003). La régulation se fait à 

différents niveaux : l’expression génique (5’UTR, 3’UTR), la transcription (RA,…),  de façon 

post-transcriptionnelle (Tspan,…), traductionnelle. De nombreuses études ont indiquées que 

l'activité protéolytique d’ADAM10 est renforcée par la signalisation du récepteur de l'acide 

rétinoïque, l'expression de la nardilysine, l'appauvrissement en cholestérol, la N-glycosylation 

et l’influx calcique (Escrevente et al., 2008, Hiraoka et al., 2007, Kojro et al., 2001, Seterson 

et al., 2005, Skovronsky et al., 2000 ; Tippmann et al., 2009).  

 

4.3.1- Régulation de son expression  

- La région 5’UTR : Le gène Adam10 possède une région 5’UTR très riche en GC et a été 

identifiée comme un répresseur traductionnel fort (Lammich et al., 2010). À l'aide de 

l'algorithme de prédiction secondaire G-quadruplexe Quadfinder, l’équipe de Lammich a 

identifiée un motif entre les nucléotides 66 et 94. Cette région est une séquence spécifique 

capable de former des structures secondaires complexes et qui est impliquée dans la 

régulation traductionnelle d’ADAM10 (Lammich et al., 2011). Cette région riche en G entre 

les nucléotides 66 et 94 forme une structure secondaire de G-quadruplexes (G4) extrêmement 

stable. Les structures ARN G-quadruplexe de la région 5′-UTR sont des répresseurs 

traductionnels puissants qui bloquent la formation ou le balayage du complexe de pré-

initiation sur la séquence de son ARN messsager. Les G-quadruplexes sont des structures 

secondaires à quatre brins que peuvent adopter les acides nucléiques (ADN ou ARN) riches 

en guanines. Cette structure repose sur des appariements de base de type Hoogsteen par des 

liaisons faibles, formant un plateau de quatre guanines (G), aussi appelé « quartet ». 
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L’empilement parallèle et ininterrompu d’au moins deux quartets, intercalés par un cation 

monovalent (sodium ou potassium) stabilisant la structure, constitue le G4 (figure 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Les micro-ARNs : quelques miRNA a ont expérimentalement identifiés pour réguler 

ADAM10 par l'intermédiaire de sa séquence 3’UTR. Des cellules de carcinome 

hépatocellulaire primaire, dans lesquelles la quantité de miR-122 est diminuée, ont montrées 

une augmentation significative de l’ARN messager et de la protéine ADAM10 (Bai et al., 

2009). Des travaux portant sur l’expression des miRNA dans la maladie d’Alzheimer ont mis 

en évidence un nouvel miRNA régulant ADAM10. Les expériences montrent que la 

surexpression de miR-144 induit au moins partiellement la répression de la protéine 

ADAM10 en présence de peptide bêta-amyloïde. Il a également été constaté que miR-451, 

(miR-451 est transcrit conjointement avec miR-144 à partir d'un seul locus et est censé se lier 

au 3′-UTR d’ADAM10), est également impliqué dans la régulation de l'expression 

d’ADAM10. Ces données suggèrent que le miR-144/451 pourrait être un régulateur négatif de 

la protéine ADAM10 et serait impliqué dans la pathogenèse de la maladie d’Alzheimer 

(Cheng et al., 2013). D’autres travaux suggèrent que miR-140-5p, qui serait impliqué dans la 

tumorigénèse, pourrait cibler directement ADAM10 dans l’oncogénèse (Kai et al., 2014).  

- L’acide rétinoïque : Le gène ADAM10 humain, de souris et de rat contient deux sites 

accepteurs des récepteurs rétinoïdes X (RXR) dans leurs régions 5’UTR (Prinzen et al., 

2005). Des travaux mettent en évidence que l'acide rétinoïque améliore la transcription 

d’ADAM10 grâce à la formation d’un dimère RARα/β-RXR. Ce qui pour conséquence 

d’augmenter la production, in vitro, des peptides alpha-APPs par rapport aux beta-APPs.  

Figure 18: Représentation schématique des structures G-quadruplex s’associant sur les régions 

UTRs.  

a) Structure d'un G-quadruplexe. Gauche: G-quartet ; droite: G-quadruplexe intramoléculaire.  

b) La structure secondaire en G-quadruplex se fixe sur la séquence 5’UTR  et bloque la traduction 

des protéines. D’après Lammich et al., 2011 
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Les récepteurs de l’acide rétinoïque pourraient agir comme des régulateurs transcriptionels 

d’ADAM10. D’autres expériences effectuées avec des isotypes de l’acide rétinoïque 

spécifiques pour RAR vont dans ce sens (Endres et al., 2005 ; Tippmann et al., 2009).  

-Les sirtuines : Les sirtuines sont des enzymes qui forment une famille conservée d'histones 

désacétylases nicotinamide adénine dinucléotide (NAD)-dépendantes qui affectent le 

métabolisme cellulaire en régulant l'expression de certains gènes (Mai et al., 2005). Une 

d’elles, SIRT1, atténuerait l’action amyloïdogène du précurseur protéique β-amyloïde (APP) 

in vitro et dans des modèles de souris transgéniques de la maladie d'Alzheimer (Donmez et 

al., 2010). En effet, SIRT1 augmente la production d’α-sécrétase (et de son activité) grâce à 

l'activation du gène de l’α-sécrétase, ADAM10. SIRT1 interagie de façon directe avec une 

région spécifique du promoteur d’ADAM10 en position −467 à −30 (site de liaison du RAR 

et d’activation de la transcription (Prinzen et al., 2005), elle pourrait être un activateur positif 

de la transcription d’ADAM10. D’autre travaux mettent en évidence que l’Histone 

désacétylase SIRT1 améliore l’expression du gène ADAM10 par désacétylation du récepteur 

RAR-bêta (Donmez et al., 2010) ce qui pourrait constituer un outil thérapeutique 

supplémentaire pour augmenter la quantité d’ADAM10 et donc augmenter l’activité alpha-

sécrétase (Endres et al., 2012).  

  4.3.2- Régulation du trafic d’ADAM10 

-La région C-terminale : L'extrémité C-terminale d’ADAM10 contient un motif riche en 

arginine qui agit comme un signal de rétention au réticulum (RE) et inhiberait le trafic de la 

protéine à la surface cellulaire. En effet, la mutation d’arginine en alanine permet la sortie 

d’ADAM10 du RE (Marcello et al., 2010). Dans les neurones, la protéines SAP97 (Synapse-

Associated Protein97) via ses domaines de liaison SH3 se lie directement aux régions riches 

en proline du domaine cytoplasmique d’ADAM10 permettant son adressage au compartiment 

post-synaptique après une stimulation avec le NMDA, l’acide N-Méthyl-D-Aspartique, 

(Marcello et al., 2007).  

Une étude récente suggère que l’endocytose d’ADAM10 est dépendante de la clathrine. La 

protéine AP2, (adapter protein-2, adaptateur de clathrine de type 2), a été identifié comme un 

partenaire interagissant avec un motif de liaison, non définis auparavant, dans le domaine C-

terminal d’ADAM10 (Marcello et al., 2012). Chez les patients Alzheimer, le complexe 

ADAM10/AP2 aurait un rôle physiologique sur la plasticité synaptique dû à un défaut de 

liaison d’ADAM10 à SAP97. De plus, il y aurait simultanément dans l'hippocampe des 

patients une augmentation de l’association ADAM10/AP2.  
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Dans les stades précoces de la maladie, la réduction de l'activité α-sécrétase pourrait être dû à 

un défaut dans le processus d'exocytose/endocytose d’ADAM10 (Marcello et al., 2013). Les 

signaux d’adressage basolateraux nécessitant le domaine d’homologie Src-3 de la partie C-

terminale des protéases peuvent également affecter la distribution cellulaire d’ADAM10 dans 

les jonctions cellulaires (Wild-Bode et al., 2006).  

-Les tétraspanines : Par un mécanisme actuellement inconnu, la tétraspanine-12 améliore la 

maturation d’ADAM10 conduisant à une augmentation du clivage α-sécrétase de l'APP (Xu et 

al., 2009). D’autres travaux mettent en évidence que l’association d’ADAM10 et de CD81 

(tétraspanine-28) régulerait le clivage du TNF-α et de l’EGF (Arduise et al., 2008). Il a 

également été mis en évidence que la sous-famille des tétraspanines à huit cystéines (huit 

cystéines dans le grand domaine extracellulaire), les TspanC8 (Boucheix et Rubinstein, 2001 ; 

Huang et al., 2005) interagit directement avec ADAM10. Cette famille est composée de six 

tétraspanines : Tspan5 (NET-4), Tspan10 (occulospanin), Tspan14 (DC-TM4F2), Tspan15 

(NET-7), Tspan17 et Tspan33 (penumbra).  

Des travaux effectués dans les cellules HeLa, mettent en évidence que l’extinction de 

l’expression de Tspan5 et Tspan33, diminue l'activité Notch lors de l'étape de clivage S3 par 

le complexe gamma-sécrétase (Dunn et al., 2010).  

Il a été mis en évidence au laboratoire que les TspanC8 interagissent directement avec la 

métalloprotéase ADAM10, pour réguler sa sortie du réticulum endoplasmique. Quatre d’entre 

elles, Tspan5, Tspan14, Tspan15 et Tspan33, peuvent réguler l'expression d’ADAM10 à la 

membrane plasmique. Chez la drosophile trois gènes TspanC8 (Tsp3A, Tsp86D, et Tsp26D) 

ont été identifiés comme régulateurs de la voie de signalisation Notch. Leur analyse 

fonctionnelle a indiqué que ces gènes agissent de manière redondante pour activer la voie de 

signalisation Notch (Mummery-Widmer et al., 2009). Au cours de l'ovogenèse, les gènes 

TspanC8 sont régulés positivement dans les cellules de la bordure et régulent la distribution 

de Kuzbanian (l’homologue d’ADAM10), l'activité de Notch, et la migration cellulaire. En 

comparaison les TspanC8 humaines Tspan5 et Tspan14 régulent positivement la signalisation 

Notch1 de façon dépendante d’ADAM10. Les tétraspanines TspanC8 ont une fonction 

conservée dans la régulation du trafic et de l'activité ADAM10, et elles pourraient réguler 

l'activation du récepteur Notch (Dornier et al., 2012). Des travaux d’une autre équipe, ont 

permis de mettre en évidence que l’expression de Tspan15 augmente le clivage d’APP et de la 

N-cadhérine par ADAM10 (Prox et al., 2012). 
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D’autres travaux ont confirmé que les TspanC8 interagissent et régulent ADAM10. Ces 

études effectuées sur différents types de cellules mettent en évidence un répertoire distinct de 

tétraspanines TspanC8. Ainsi, les cellules endothéliales, issues de la veine ombilicales 

humaines, expriment des niveaux relativement élevés de Tspan14. Les érythrocytes de souris 

expriment principalement la Tspan33, et l'expression d’ADAM10 a été sensiblement réduite 

en l'absence de cette tétraspanine. En revanche, l'expression d’ADAM10 était normale sur les 

plaquettes de souris déficientes en Tspan33 dans lesquelles la Tspan14 est la principale 

TspanC8 exprimée (Haining et al., 2012). L’ensemble de ces travaux confirment le rôle des 

TspanC8 comme régulateurs essentiels de la maturation d’ADAM10 et de son trafic à la 

surface de la cellule.  

Des travaux récents chez la souris montrent que deux membres de la sous-famille des 

TspanC8, Tspan5 et Tspan10, sont régulés au cours de la différenciation des ostéoclastes. 

L’extinction de leur expression, par utilisation de shRNAs, inhibe très fortement 

l’ostéoclastogenèse in vitro. La perte d’expression de Tspan5 et Tspan10 dans des cellules de 

lignée d’ostéoclastes est associé à la diminution d’ADAM10 mature et à la diminution de 

l'activation de la voie de signalisation Notch. Par conséquent, ces deux tétraspanines semblent 

jouer un rôle essentiel dans la formation des ostéoclastes en modulant ADAM10 et la voie de 

signalisation Notch (Zhou et al., 2014). 

  4.3.3- Régulation de l’activité d’ADAM10 

- Le pro-domaine : La protéase ADAM10 est synthétisée sous forme d’un zymogène inactif 

(environ 100KDa) qui est activé par les pro-protéines convertases la furine et/ou la 

proprotéine convertase subtilisine/kexin type 7 (PCSK7) (Rzymski et al., 2012), dans le 

réseau trans-Golgien. Contrairement à la plupart des autres metzincines, le mécanisme de 

cystéine switch, semble être non fonctionnel chez ADAM10. Le pro-domaine agit donc 

comme un inhibiteur de l’activité de la protéase ADAM10 (Moss et al., 2007). Après le retrait 

du Pro-domaine, la régulation du clivage par ADAM10 dépend de la conformation structurale 

du substrat. Si le site de clivage est exposé, le clivage est censé se produire de façon 

constitutive (Gibb et al., 2011). 

- L’influx de calcium : L’activité d’ADAM10 s'est avérée être inductible par le calcium. Des 

études mettent en évidence que le calcium est un régulateur clé du clivage par ADAM10 de 

nombreux substrats, par exemple les ligands des récepteurs de l'EGF (Horiuchi et al., 2007), 

les chimiokines (Hundhausen et al., 2007) et des molécules d'adhérences (Schulz et al., 2008 ; 

Le Gall et al., 2009). L'extrémité C-terminale d’ADAM10 semblerait nécessaire pour 

l'induction de son l'activité  par le calcium (Horiuchi et al., 2007).  
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- L’expression de la nardilysine : Il a récemment été suggéré que la nardilysine (N-arginine 

dibasic convertase ou NRDc) empêcherait la formation de plaques amyloïdes en améliorant 

l'activité α-sécrétase dans un modèle murin de la maladie d'Alzheimer (Ohno et al., 2014). 

Les travaux mettent en évidence la formation d'un complexe entre la NRDc et ADAM10 par 

co-précipitation après lyse de cellules HEK293-APP. La NRDc  renforcerait  également le 

clivage par ADAM10 de l’ectodomaine de l’HB-EGF, mais aussi du TNF-α et NRG1 

(Hiraoka et al., 2007, Hiraoka et al., 2008, Nishi et al., 2006, Ohno et al., 2009). La NRDc 

pourrait agir comme un activateur d’ADAM10.  

-Les GPCRs : Les récepteurs couplés aux protéines G : Les GPCRs forment la plus grande 

famille de récepteurs membranaires (environ 1500 récepteurs différents). Ils sont composés de 

sept segments transmembranaires (récepteurs serpentine ou 7TM) et participent tous à 

l'élaboration de signaux intracellulaires par l'intermédiaire d'une GTPase hétérotrimérique. 

Les ligands de ces récepteurs sont très variés. Certains récepteurs couplés aux protéines G 

modulent soit l’α-, la β- ou  la γ-sécrétase impliquées dans la modification de l'APP (Thathiah 

et De Strooper, 2011). Dans la plupart des cas, l’activation de l’alpha-sécrétase par les GPCRs 

provoque une augmentation de l’APP (Postina, 2012). Dans certains cas rares, (utilisation 

d’un inhibiteur sélectif et analyse de l'expression), les effets observés ont été attribués à 

ADAM10 (Kojro et al., 2006) ou ADAM17 (Caccamo et al., 2006). Cependant les 

mécanismes d’activation des GPCRs sur l’activité d’ADAM10 et/ou d’ADAM17 ne sont pas 

connus. 

- Le domaine riche en cystéine : Des travaux ont mis en évidence le rôle du domaine riche en 

cystéine d’ADAM10 dans la signalisation éphrine-EPH (Janes et al., 2005 ; Mancia et 

Shapiro, 2005). Les  Éphrines sont des ligands associés aux cellules soit avec des ancres-GPI 

dans le cas des ligands éphrine-A soit transmembranaires pour la classe des éphrine-B. La 

liaison des ephrines aux récepteurs Eph tyrosine-kinase génère une signalisation 

bidirectionnelle dans les cellules adjacentes (Pasquale, 2008). Suite à l’engagement, 

l’activation de la signalisation ephrin-Eph implique une répulsion cellulaire. Ce phénomène 

est important pour l’orientation neuronale ainsi que pour la mise en place des réseaux 

vasculaires artériels et veineux. La répulsion implique le clivage du ligand de l’ephrine après 

liaison à son récepteur EPH (Hattori et al., 2000). Il a été mis en évidence qu’ADAM10 est 

constitutivement associée au domaine de liaison de l’EphA3 et que la formation du complexe 

l'EphA3/ephrin-A5 crée un site de liaison de haute affinité pour le domaine riche en cystéine 

d’ADAM10, qui se lie à aucun composant seul (Janes et al., 2005). Cela se traduit par un 

« switch » conformationnel : le domaine métalloprotéase d’ADAM10 est positionné pour être 
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capable de cliver l'éphrine-A5 en trans. Le domaine riche en cystéine pourrait avoir un rôle 

régulateur de l’activité d’ADAM10. 

- La compartimentation membranaire : Des travaux effectués sur le clivage d’APP suggèrent 

que la plupart des molécules d’ADAM10 semble être exclue des radeaux lipidiques (Harris et 

al., 2009), en effet ADAM10 semble située dans les régions pauvres en cholestérol (Kojro et 

al., 2010). L’appauvrissement en cholestérol de la membrane plasmique conduit à 

l'augmentation de l'activité d’ADAM10 tandis que son adressage par sa fusion avec une 

ancre-GPI artificielle dans les radeaux lipidiques (riches en cholestérol) inhibe son activité. La 

présence de cholestérol augmenterait la voie amyloïdogéne et diminuerait la voie non 

amyloïdogéne. En conséquence, la production et l'agrégation de peptide Aß seraient accrues 

(Grimm et al., 2013). Le mécanisme d’action de la diminution du cholestérol sur 

l’augmentation du clivage par ADAM10 d’autres de ses substrats, tel que le récepteur pour 

l’IL-6, la chimiokine CX3CL1 et le CD44 reste encore à être éclaircir (Hundhausen et al., 

2007, Matthews et al., 2003 ; Murai et al., 2011).  

- Les inhibiteurs : la famille des inhibiteurs tissulaires endogènes des métalloprotéinases, les 

TIMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases), se compose de quatre membres : TIMP-1, -

2, -3 et -4. Ce sont des molécules à deux domaines, un grand domaine N-terminal, 

responsable de l'inhibition et un petit domaine C-terminal, responsable de la spécificité pour 

les interactions protéines/protéines. Ce sont des molécules sécrétées par une variété de types 

cellulaires. Les ADAMs sont sélectivement inhibées par les TIMPs, ainsi ADAM10 peut être 

inhibée par TIMP-1 et-3, mais pas par TIMP-2 et -4 (Edwards et coll., 2008, Murphy, 2011, 

Postina 2012).  

La protéine RECK (Reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kasal motifs) est 

également un inhibiteur endogène d’ADAM10. Les RECKs n’ont aucune homologie de 

structure avec les TIMPs. La protéine RECK est une glycoprotéine membranaire à ancre-GPI 

d'environ 110 kDa. Des travaux ont permis de mettre en évidence la présence de RECK dans 

le cerveau de souris. La présence de RECK permet l’inhibition d’ADAM10 et donc la 

régulation de la voie de signalisation Notch au cours de la neurogenèse (Muraguchi et al., 

2007). Une étude récente a été effectuée sur l'association entre l'expression de RECK et 

l’activation du récepteur NOTCH dans des lignées cellulaires de cancer gastrique. Il en résulte 

que les protéases ADAM10 et ADAM17 sont co-inhibées par RECK ce qui inhibe l'activation 

de Notch et réprime la propriété souches des CCS ce qui atténue leur tumorigénicité in vivo. 

D’autres travaux suggèrent que l'interaction physique entre RECK et les deux protéases 

ADAMs s'effectue à la membrane plasmique (Hong et al., 2014).  
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- Les ions métalliques : La forme cellulaire de la protéine prion (PrP
c
) est clivée de son 

ancrage membranaire GPI par l'action d’ADAM10 (Altmeppen et al., 2011). Chez l’homme, 

une fois libre elle se trouve dans le milieu cellulaire et dans le liquide céphalorachidien. Le 

modèle dominant du clivage de la protéine PrPC suppose que le clivage-α et l’événement de 

« shedding » se font par voie enzymatique et constituent le processus normal. Cependant, le 

clivage-β résulte d'une oxydo-réduction aberrante du cuivre et est associé au développement 

de maladies à prions. Des travaux récents ont permis d’identifier une structure tertiaire axée 

sur l'ion métallique entre les domaines N- et C-terminaux de la protéine PrP
C
, suggérant ainsi 

une évolution des rôles des protéases ADAMs, du cuivre et du zinc dans la protéolyse. Cette 

structure restreint la liberté conformationnelle du motif (résidus 91-125), qui englobe le site 

de clivage (Spevacek et al., 2013). 

Une étude récente portant sur le clivage alpha et beta de la protéine prion a été faite afin 

d'examiner les activités des protéases ADAM8, ADAM10 et ADAM17 dans les souris 

recombinantes avec la protéine prion PrPC (MoPrPC) en absence et en présence d’ions zinc et 

cuivre. (Une distribution anormale de cations métalliques essentiels (Cu
2+

, Fe
2+

, Zn
2+

,...) dans 

le cerveau serait responsable du stress oxydatif. Ce déséquilibre traduit un dérèglement de 

l’homéostasie des ions métalliques et peut entrainer une augmentation de la production de 

radicaux libres également connus sous le nom d’espèces réactives oxygénées ou ROS 

(Reactive Oxygen Species)). Ces travaux démontrent qu’en présence des ROS générées par 

les ions cuivre, ADAM8, ADAM10 et ADAM17 sont toutes capables de cliver la protéine 

MoPrP, mais à des emplacements distincts. Ils ont également observé qu'en l'absence de ROS, 

ADAM8 clive la protéine MoPrP
C
 aux deux sites de clivage alpha et beta d'une manière 

dépendante de l’ion cuivre et de l’ion zinc. En outre, le clivage-α a eu lieu à plusieurs endroits 

proches selon l'enzyme et son état. Ce qui suggèrent un nouveau modèle selon lequel les ions 

métalliques physiologiques réguleraient les enzymes agissant sur le « processing » de la 

protéine PrP
C
, en contrôlant également les clivages alpha et beta effectués par les protéases 

ADAMs (McDonald et al., 2014).  

L’implication des ADAMs dans divers processus pathologiques mène au développement 

d’inhibiteurs synthétiques comme agent thérapeutique. La topologie de la cavité catalytique 

du domaine métalloprotéase, et en particulier sa profondeur et son hydrophobicité, sont 

essentielles pour la conception d'inhibiteurs synthétiques (Caescu et al., 2009). Plusieurs 

inhibiteurs bloquant le clivage ont été identifiés, par exemple la 10-phénanthroline (agent 

chélateur), le GM6001 (galardine ou ilomastat, inhibiteurs réversibles des sites actifs à zinc 

des métallopeptidases), le GI254023X (inhibiteur ADAM10) et GW280264X (inhibiteur 

ADAM17), (Ludwig et al., 2005 ; Edwards et al., 2008 ; Willems et al., 2010). 
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La voie de signalisation NOTCH 
 

Aucune cellule ne vit de manière isolée, les cellules adjacentes communiquent par des 

interactions cellule-cellule définissant un aspect essentiel du développement multicellulaire. 

La morphogenèse des métazoaires dépend d’un nombre limité de mécanismes d'interaction 

cellulaires fondamentaux conservés dont l'un est défini par la voie de signalisation Notch. 

Dans le cas de la voie de signalisation Notch, la protéine réceptrice (le récepteur Notch) est 

insérée dans la membrane plasmique, et la protéine qui interagit avec le récepteur (son ligand) 

se trouve sur une autre cellule. Dans de nombreuses voies de signalisation, la fixation du 

ligand à son récepteur mène à l’activation des facteurs de transcription et donc au contrôle de 

l’activité génique. Cette fonction normale de la voie de signalisation Notch est au cœur de la 

plupart des décisions du développement chez les animaux, et le dysfonctionnement de cette 

voie est impliqué dans de nombreuses maladies, y compris le cancer.  

La voie de signalisation Notch a été mise en évidence lors d’études génétique portant sur la 

morphogénèse embryonnaire et la mutation Notch a ainsi été identifiée chez la drosophile 

dans le laboratoire de Thomas Hunt Morgan dans les années 1930. Les femelles hétérozygotes 

présentent des déchirures caractéristiques à l’extrémité des ailes, à l’origine du nom donné à 

cette mutation, notch signifie « encoche » en anglais (figure 19). La mutation est létale au 

stade embryonnaire chez les femelles homozygotes et les mâles hémizygotes (le gène est 

porté par le chromosome X). La létalité embryonnaire s’explique par des perturbations 

sévères du développement, entraînant notamment la formation incomplète du tube digestif, 

l’absence de différenciation du mésoderme et de l’hypoderme, et l’hypertrophie et la 

désorganisation du système nerveux. Ce fut l’une des premières mutations à mettre en 

évidence l’importance de certains gènes dans le développement embryonnaire (Artavanis-

Tsakonas et Muskavitch 2010).  

 

 

 

 

 

Figure 19: Identification de la mutation 

Notch chez D.melanogaster.  
Sur les ailes des femelles hétérozygotes le 

phénotype peut-être, de gauche à droite, 

moyen, extrême et presque normal. 

D’après T.H.Morgan, The physical basis of 

heredity, 1919. 
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Les signaux transmis par l'intermédiaire du récepteur Notch ont un rôle unique dans le 

développement: la signalisation Notch relie le destin d'une cellule à celle d'un voisin cellulaire 

par des interactions physiques entre le récepteur Notch et les ligands liés à la membrane qui 

sont exprimés dans une cellule voisine générant des évènements de spécification latérale 

(Greenwald, 1998). La spécification latérale décrit le mécanisme par lequel une cellule, qui 

est en train d'adopter un destin cellulaire particulier, influence le destin cellulaire de la cellule 

voisine. En effet, ces différentes fonctions de la signalisation Notch peuvent être regroupées 

en deux types de processus en fonction de l’effet restrictif ou inductif de l’activation de Notch 

sur les destins cellulaires : le premier correspond à la restriction d’un destin cellulaire dans un 

groupe de cellules équipotentes au cours de l’inhibition latérale. Le second correspond à 

l’induction d’un nouveau destin cellulaire à la frontière entre deux populations de cellules. 

Parmi les processus développementaux régulés par la signalisation Notch nous pouvons citer 

chez la drosophile : l’inhibition de la neurogenèse, la régulation de la gliogenèse et des 

lignages neuraux, l’inhibition de la myogenèse, l’induction de la polarité dorso-ventral de 

l’œil, ou encore de la régulation de l’hématopoïèse… Et en ce qui concerne les vertébrés : 

l’inhibition de la neurogenèse, la régulation des destins cellulaires dans l’oreille interne, 

l’inhibition de la myogenèse, l’induction de l’asymétrie droite/gauche, la régulation du 

développement des membres, de la somitogenèse, de la lymphopoïèse, du développement 

vasculaire, du développement des reins, etc… (Hori et al., 2013). 

Les conséquences sur le développement des signaux Notch sont strictement dépendant du 

contexte cellulaire, et peuvent soit influencer la différenciation (Liu et al., 2010 ; Fre et al., 

2011 ; Colombo et al., 2013), soit la prolifération, soit l’apoptose (Pallavi et al., 2012). La 

voie Notch est conservée à travers les espèces (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Bray, 2006; 

Kopan et Ilagan, 2009).  

Chez l'homme le mauvais fonctionnement du récepteur Notch, tels que des activations ou des 

inactivations aberrantes, a été associé à un large éventail de pathologies et plusieurs maladies 

héréditaires liées à des changements dans le destin des cellules et la prolifération cellulaire, y 

compris le cancer  (tableaux 8 et 9), (Louvi et Artavanis-Tsakonas, 2012 ; Hori et al., 2013 ; 

Penton et al., 2012). 
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Tableau 8: Pathologies humaines dues à des mutations des récepteurs NOTCH ou de leur ligand, 

d’après Hori et al., 2013. 

MALADIE GENE PHENOTYPE REFERENCES

le syndrome Alagille JAG1, NOTCH2

caractérisé par des anomalies du développement du cœur, du foie, des 

yeux et du squelette. Un ictère néonatal et une cholestase sont les 

symptomes précoces de la maladie

Li, Krantz et al ,. 1997; 

Oda et al ., 1997

le syndrome CADASIL NOTCH3

(Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarct 

and Leukoencephalopathy), caractérisé par des troubles vasculaires 

autosomaux lié à des accidents vasculaires cérébraux, par des formes 

de démences, par des migraines et par une mort prématurée.

Joutel, et al ., 1996

les leucémies 

lymphoblastiques 

aigue à cellules T

NOTCH1 

(mutation dans le 

domaine HD ou 

PEST)

tumeur derivé des progéniteurs des cellules T. Les symptomes sont 

l'anémie et le grossissement des ganglions lymphatiques dans le foie 

et/ou la rate.

Weng and Aster 2004; 

Ellisen et al ., 1991

certaines formes de 

dysostoses spondylo-

costales 

DLL3, Lunatic 

fringe

caractérisé par des anomalies de la segmentation vertébrale et costale 

parfois accompagnées de malformations costale
Bulman et al ., 2000

GENE 

SUPPOSE
ROLE DE NOTCH MALADIES

NOTCH1 oncogène 

NOTCH2 suppresseur de tumeurs

NCSTN

MAML1

APHA1

NOTCH2

NOTCH1 oncogène leucémie lymphoïde chronique (LLC)

NOTCH activé suppresseur de tumeurs carcinome hépatocellulaire (CHC)

NOTCH1

NOTCH2

NOTCH3

NOTCH suppresseur de tumeurs leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) de type B

NOTCH1 oncogène cancer du poumon non à petites cellules

NOTCH1 oncogène leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) de type T

adénocarcinome ductal pancréatique

suppresseur de tumeurs leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC)

suppresseur de tumeurs Carcinome de la tête et du cou à cellules squameuses.

Tableau 9: Gènes NOTCH impliqués dans les pathologies humaines acquises, d’après Hori et al., 

2013. 

INTRODUCTION-NOTCH - 



Page | 90  

 

1- Les récepteurs Notch et leurs ligands 

 1.1- La structure des récepteurs  

Les récepteurs Notch sont des protéines transmembranaires, d’environ 2500 acides aminés, 

qui communiquent les signaux lors de la liaison aux ligands transmembranaires exprimés sur 

les cellules adjacentes. D. melanogaster possède un seul gène Notch, C.elegans, deux (GLP-1 

et LIN-12) et H.sapiens en possèdent quatre (Notch -1 à -4). Le récepteur Notch est composé 

de domaines distincts qui sont essentiellement conservés dans l'ensemble des espèces (figure 

20). L’ectodomaine du récepteur Notch est composé d’une série de répétions EGF-like N-

terminal qui sont responsables de la liaison au ligand. Le nombre de répétitions EGF-like 

varie selon les espèces et le sous-type du récepteur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Organisation schématique des domaines des récepteurs Notch.  

Les domaines de N- vers C-terminal : EGF (Epidermal Growth Factor), LNR= Lin-12/Notch 

Repeats, HD=Domaine d’Hétérodimérisation, TM= passage TransMembranaire, RAM= RBP-J 

Associated Molecule, ANK= domaine ANKyrine, NLS= Signal de Localisation Nucléaire, TAD= 

Domaine de TransActivation, PEST= domaine riche en Proline, Glutamate, Sérine et Thréonine, 

NRR= Région de Régulation Négative. Les répétitions, EGF-like 11 et 12, responsables de la 

fixation du ligand sont représentées en bleu clair. D’après Kovall et Blacklow, 2010. 
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Le domaine extracellulaire de Notch (NECD) contient entre 29 et 36 répétitions EGF-like 

(Epidermal Growth Factor-like repeats), parmi elles les répétitions EGFr11 et EGFr12 de la 

drosophile (d) et de l’homme (h) sont nécessaires et suffisantes pour l’interaction ligand-

récepteur (Fehon et al., 1990 ; Rebay et al., 1991). Chez la drosophile les répétitions EGFr 24, 

25, 27 ou 29 (mutation Abruptex) régulent négativement ces interactions.  

 

1.2- Modification post-traductionnelle : la glycosylation 

Les répétitions EGF du récepteur Notch sont soumises à des modifications post-

traductionnelles de type : O-glycosylation,  O-fucosylation et  O-N-acétylglucosaminylation 

(O-GlcNAc), (figure 21), (Rana et Haltiwanger, 2011 ; Andersson et al., 2011). Sur les 23 

sites consensus potentiels pour la O-fucosylation de Notch1 humain, 13 ont été conservés au 

cours de l’évolution, y compris la thréonine 466 dans la répétition EGF-12 de la région 

centrale de la liaison au ligand. Plusieurs études ont mis l'accent sur la structure des 

répétitions EGF-11 et EGF-12, la région de liaison au ligand. Notamment sur le site O-fucose 

dans le domaine de liaison au ligand (EGF 12) et les sites O-fucose ou O-glucose individuels 

dans la région de Abruptex (EGF 26, 27 et 28). Ces travaux indiquent que l’O-glycosylation 

de ces sites joue un rôle indispensable dans la fonction du récepteur Notch1 (Rana et 

Haltiwanger, 2011). 

Chez les mammifères, l’interaction de Notch avec ses ligands de la famille DSL 

(Delta/Serrate/LAG-2) est dépendante de leur entité glucidique, notamment de leurs O-

fucosylglycanes et O-glucosylglycanes greffés sur des domaines EGF-like. Ces modifications 

post-traductionnelles sont cruciales pour le repliement adéquat des récepteurs Notch ce qui 

permet la modulation de l'activité des récepteurs Notch en réponse aux différents ligands chez 

la drosophile et chez les mammifères (Kopan et Ilagan, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Structure du récepteur Notch et représentation schématique des glycosylations sur les 

répétitions EGF du domaine extracellulaire.  

Les triangles rouges représentent les O-fucosylations, Les ronds bleus représentent les O-

glycosylations, et les carrés bleus représentent les O-N-acétylglucosaminylation. D’après Hori et 

al., 2013. 
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Après sa traduction, Notch est d’abord fucosylé sur des répétitions EGF par une O-

fucosyltransférase, qui est codée par le gène O-fut1 (POFUT1 dans les mammifères), dans le 

réticulum endoplasmique. La O-fucosyltransférase initie l’O-fucosylglycane par le greffage 

d’un O-fucose sur plusieurs répétitions EGF-like de Notch qui hébergent le motif consensus 

C2-x-x-x-x-(S/T)-C3 (Okajima et Irvine, 2002). C2 et C3 sont les deuxièmes et troisièmes 

cystéines du domaine EGF et S/T est l'acide aminé modifié (Wang et al., 2001 ;  Luo et 

Haltiwanger, 2005), (Figure 22). Il a également été démontré que l’enzyme O-FUT1 chez la 

Drosophile fonctionne comme un chaperon pour promouvoir le repliement et/ou le transit de 

Notch à la membrane plasmique (Okajima et al., 2005 ; Sasamura et al., 2007).  

L’étape de O-fucosylation est indispensable pour l’addition successive de glucose sur le 

fucose par la β1,3-N-acétylglucosaminyltransférase, Fringe. La glycosylation de Notch par 

Fringe, dans son domaine d’interaction avec les ligands, sur les répétitions EGF module son 

affinité pour tel ou tel ligand et donc l’activité du récepteur (Moloney et al., 2000 ; Bruckner 

et al., 2000). Ainsi, l’addition par Fringe d’un résidu N-acétyl-glucosamine (GluNAc) sur 

l’EGFR12 de Notch chez la drosophile est suffisante pour augmenter son affinité pour Delta 

et diminuer son affinité pour Serrate (Xu et al., 2007). Les trois paralogues de la protéine 

Fringe chez les mammifères sont connus comme Lunatic Fringe (Lfng), Manic Fringe (Mfng) 

et Radical Fringe (Rfng). Ils catalysent l'addition de N-acétylglucosamine (GlcNAc) sur le O-

fucose (Rana et Haltiwanger, 2011). Ces modifications par Fringe altérent la sensibilité des 

récepteurs Notch aux ligands DSL. L'extension de ce disaccharide chez les mammifères est 

catalysée par l'action séquentielle d'une β1,4-galactosyl transférase et une α-2, 3 ou - 2,6 

sialyltransférase. Cet allongement supplémentaire de la modification de sucre avec un 

galactose et l'acide sialique a été obervé pour Notch chez les mammifères, mais pas chez la 

drosophile (Rana et Haltiwanger, 2011). Une protéine de réticulum endoplasmatique, une O-

glycosyltransférase appelé Rumi, identifiée chez la drosophile (Acar et al., 2008) ajoute un O-

glucose sur un résidus sérine de la séquence consensus C1-x-S-x-P-C2 dans les répétitions de 

l'EGF de Notch. Le O-glucose peut être allongé par l'addition du xylose, figure 22  (Acar et 

al., 2008 ; Rana et Haltiwanger, 2011). De plus, la perte d'activité de Rumi (dans des 

conditions restrictives dans des mutants thermosensibles) entraine une accumulation 

intracellulaire des récepteurs Notch. L’O-glycosylation de Notch par Rumi semble permettre 

le repliement et/ou le trafic du récepteur à la membrane cellulaire et donc sa signalisation. 
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1.3 - La maturation  des récepteurs 

Le récepteur fonctionnel Notch est exprimé à la surface cellulaire comme un hétérodimère 

avec un grand domaine extracellulaire (NECD) qui est attaché de façon non covalente au 

fragment C-terminal transmembranaire/intracellulaire. L'hétérodimère est généré dans la voie 

sécrétoire (pendant son trafic dans l'appareil de Golgi). Au cours de la maturation, le 

précurseur Notch subit un clivage protéolytique (Kopan et al., 1996) par une furine 

convertase, le clivage S1 (Logeat et al., 1998), ce qui donne deux sous-unités associées de 

façon non covalente (figure 23). Les deux sous-unités associées, appelées Notch 

ExtraCellulaire (NEC) et Notch TransMembranaire (NTM), constituent la forme 

hétérodimérique mature de la protéine présente à la surface cellulaire (Blaumueller et al., 

1997).  

Le domaine NEC est suivi par la région régulatrice négative, NRR (Negative Regulatory 

Region), qui est composée de trois répétitions riches en cystéine LNR (Lin12-Notch Repeat), 

et d’un domaine d’hétérodimérisation. Les motifs LNR sont uniques aux récepteurs Notch et 

empêchent l'activation prématurée des récepteurs (Greenwald et Seydoux, 1990 ; Rand et al., 

2000 ; Sanchez-Irizarry et al., 2004). Le domaine d’hétérodimérisation (HD) de Notch est 

divisé lors de son adressage à la membrane plasmique (par le clivage S1), ainsi sa partie N-

terminale (HD-N) met fin au domaine NEC et sa partie C-terminale (HD-C) constitue le début 

du domaine NTM. Cette région de régulation négative empêche l'accès des métalloprotéases, 

(ADAM10/ADAM17) sur le site de clivage S2 de Notch en l'absence du ligand (Bray, 2006 ; 

Kopan et Ilagan, 2009) et empêche donc l’activation de Notch. Après la région extracellulaire 

HD-C, le domaine NEC possède un segment transmembranaire (NTM) et une région 

intracellulaire (ICN), qui se compose d'un domaine RAM (RBPjk association module, 

Figure 22 : Représentation schématique de la 

structure des répétions EGF-like et des 

glycosylation du récepteur Notch. 

Les répétitions EGF sont des séquences de 40 

acides aminés définies par la présence de six 

résidus cystéines conservés (jaune) qui forment 

les trois ponts disulfures. Les sites potentiels d'O-

glycosylation (C1-x-S-x-P/A-C2), d’O-

fucosylation (C2-x-x-x-x-S/T-C3) et la 

modification O-GlcNAc (aucune séquence 

consensus définie, mais elle est observée dans la 

région entre les cystéine-5 et cystéine-6 sur une 

Serine ou Thréonine suivant une Glycine et un 

résidu aromatique (a) et qui précède une autre 

Glycine) sont indiqués en rouge ou en bleu. Les 

glycosyltransférases responsables de l'ajout de 

chaque sucre sont indiqués par des flèches. 

D’après Kovall et Blacklow, 2010.  
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domaine initialement appelé « RAM23 ») qui constitue un module d’interaction protéique, 

(Tamura et al., 1995). Ce domaine est suivi par sept répétitions ankyrine (ANK) flanquées de 

signaux de localisation nucléaire (NLS), un domaine de transactivation (TAD, Transcriptional 

Activation Domain peu conservé absent de hNOTCH 3 et 4) et une région PEST 

(proline/glutamic acid/serin/threonine-rich) qui participe à la dégradation des protéines et 

régule la stabilité de NICD (Fryer et al., 2004 ; Rechsteiner et Rogers, 1996). Les domaines 

RAM et ANK sont essentiels pour l’interaction avec le complexe transcriptionnel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique des étapes de maturation du récepteur Notch et 

d’activation de la voie de signalisation.  

Au cours de sa maturation dans la voie sécrétoire, le récepteur Notch est clivé au site S1 par une 

furine convertase, générant une molécule hétérodimérique associée de façon non covalente. Lors 

de l'activation de la voie de signalisation par la liaison d’un ligand DSL au récepteur Notch, à la 

surface cellulaire, le site de clivage S2 est accessible et l’hétérodimère est clivé par des protéases 

de la famille ADAM. Le fragment de Notch restant incorporé à la membrane, NEXT (Notch 

EXtracellular Truncation) est ensuite clivé au site S3 par le complexe γ-sécrétase, générant le 

fragment intracellulaire de Notch (NICD), qui transloque vers le noyau, où il participe directement 

à la régulation de la transcription de gènes cibles. 
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 1.4- Les ligands 

  1.4.1- Structure des ligands Notch canoniques 

Les ligands des récepteurs Notch ont été conservés au cours de l’évolution (D’Souza et al., 

2008). La majorité de la signalisation Notch est induite par une famille de ligands qui sont des 

protéines transmembranaires et se caractérisent par la présence d'un domaine DSL (Delta, 

Serrate et Lag2), (Kopan et Ilagan, 2009 ; Rana et Haltiwanger,  2011).  

Les mammifères possèdent trois ligands de type Delta, appelés Delta-like 1 (DLL1), Delta-

like 3 (DLL3), et Delta-like 4 (DLL4) et deux homologues de Serrate, nommée Jagged-1 et 

Jagged-2 (JAG1 et JAG2, respectivement). D. melanogaster possède deux ligands (Delta et 

Serrate). Les différentes catégories de ligands de Notch sont caractérisées par trois domaines 

structuraux (figure 24) : un domaine DSL (Delta/Serrate/LAG-2), un domaine DOS (Delta et 

OSM-11 like protein), (Komatsu et al., 2008) qui correspond à des répétitions EGF en tandem 

spécialisées, et des répétitions EGF-like (liaison du calcium et liaison non-calcique).  

Les motifs du domaine DSL sont conservés et sont requis pour l’interaction avec le récepteur 

Notch. Les ligands DSL peuvent aussi être classés sur la base de la présence (pour 

Jagged/Serrate) ou l’absence (pour Delta) d’un domaine riche en cystéine dont la fonction 

n’est pas connue ; et par la présence ou l'absence d'un domaine DOS également impliqué dans 

l’interaction avec le récepteur. Les ligands Delta et Serrate présentent également un 

arrangement de domaine modulaire, avec un domaine N-terminal MNNL (Module at the N-

terminus of Notch Ligands), suivi du domaine Serrate-Delta-LAG2 (DSL).  

Les domaines intracellulaires de certains ligands canoniques contiennent un motif PSD-

95/Dlg/ZO-1-ligand (PDZL) qui lie les protéines à domaines PDZ (D'Souza et al., 2010). 

Tous les ligands possèdent un nombre variable de répétitions supplémentaires EGF-like avant 

le segment transmembranaire et la queue cytoplasmique C-terminale. La famille des ligands 

Serrate se distingue des ligands Delta par un plus grand nombre de répétitions EGF et par la 

présence d'un domaine riche en cystéine supplémentaire qui précède immédiatement la région 

transmembranaire. 
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  1.4.2- Structure des ligands Notch non-canoniques 

En plus de la modification de la voie de signalisation Notch canonique par diverses protéines, 

de nombreux travaux indiquent que les voies non-canoniques existent et sont capables 

d'activer les gènes cibles, mais pas par l'activation traditionnel du récepteur Notch (et le 

clivage du NICD),  (Martinez Arias et al., 2002). Ces voies non-canoniques peuvent faciliter 

le dialogue avec d'autres voies de signalisation intracellulaire.  

Figure 24 : Organisation schématique des domaines des ligands de Notch. 

Les domaines de N- vers C-terminal :Domaine N-terminal MNNL (Module at the N-terminus of 

Notch ligands), domaine Serrate-Delta-LAG2 (DSL), deux variants de répétitions EGF-like 

également dénommées le domaine  DOS (OSM-11-like proteins, important pour la signalisation), 

en bleu clair, EGF( Epidermal Growth Factor-like), CYS-rich=domaine riche en cystéines, TM= 

passage TransMembranaire, PDZL= PSD-95/Dlg/ZO-1-ligand. D’après Kovall et Blacklow, 2010 
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Par exemple dans le développement, avec hedgehog et Wnt  pour intégrer des signaux 

environnementaux dans les réponses cellulaires organisées (D'Souza et al., 2010). 

Par contraste avec les ligands canoniques, les ligands non canoniques n'ont pas le domaine 

DSL et regroupent des protéines de structures diverses, par exemple des protéines 

membranaires à ancre-GPI qui sont supposées moduler l'activité des récepteurs Notch ainsi 

que des protéines sécrétées. La fonction et la structure des ligands non-canoniques sont moins 

bien caractérisées. Ils sont retrouvés dans le système nerveux central et dans les cellules 

cultivées (par exemple, F3/Contactin1, NB-3/Contactin6, DNER, MAGP1 et MAGP2), 

(D'Souza et al., 2010). Toutefois, ces activités ont été en grande partie inexplorées, et les 

fonctions physiologiques de ces protéines dans la voie Notch restent à élucider. 

2- La voie de signalisation Notch  

La signalisation NOTCH est une voie ancestrale hautement conservée qui est essentielle dans 

le développement (Hartmann et al., 2002). Le récepteur Notch est synthétisé sous la forme 

d’un précurseur (300-350 KDa) dans le réticulum endoplasmique (figure 25). Le récepteur est 

ensuite glycosylé et subit un clivage protéolytique au niveau du site 1 (S1) dans l’appareil de 

Golgi, ce qui donne un hétérodimère formé de deux parties qui sont maintenues ensemble par 

une interaction non covalente et est exprimé sur la membrane cellulaire d'une cellule 

« réceptrice du signal ». Le récepteur fonctionnel Notch est alors formé d’un grand domaine 

extracellulaire, le NECD (Notch ExtraCellular Domain) qui est attaché de façon non 

covalente au fragment C-terminal intracellulaire, le NICD (Notch IntraCellular Domain).  

La signalisation est initiée quand un ligand présenté par la cellule « émettrice du signal » 

interagit avec les répétitions EGF-like du récepteur (Bray, 2006 ; Kopan et Ilagan, 2009). 

L’activation du récepteur Notch par la liaison du ligand induit des changements de 

conformation et expose le site 2 (S2) du récepteur Notch pour le clivage par des 

métalloprotéases ADAM (ADAM10/ADAM17), générant le fragment NEXT (Notch 

EXtracellular Truncation), qui reste attaché à la membrane jusqu'à l’action du complexe 

gamma-sécrétase. La γ-sécrétase clive ensuite NEXT au site 3 (S3) pour libérer un fragment  

intracellulaire soluble de Notch le NICD (Mumm et al., 2000 ; Brou et al., 2000). Le 

fragment NECD est trans-endocyté dans la cellule émettrice du signal avec son ligand 

(Gordon et al., 2008).  

Le fragment NICD soluble est transloqué dans le noyau où il s’associe avec la protéine se 

liant à l’ADN, le complexe CSL (appelé aussi RBPJ), (Hori et al., 2013).  
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Le co-activateur transcriptionnel MAM reconnaît CSL/NICD et ce complexe protéique 

recrute des co-activateurs supplémentaires pour activer la transcription des gènes cibles. En 

l'absence de NICD, CSL peut s’associer à des co-répresseurs et des histone-désacétylases 

pour réprimer la transcription des gènes cibles (Kopan et Ilagan, 2009).  

Des modifications telles que l’ubiquitination ou l’adressage vers les endosomes jouent un rôle 

important en régulant l'activité des récepteurs Notch et en régulant l’activation indépendante 

du ligand (Hori et al., 2013 ; Vaccari  et al., 2009). Plusieurs études ont démontré l'existence 

d’autres voies alternatives d’activation des récepteurs Notch, en particulier lorsque le 

récepteur est trié dans des compartiments d’endocytose (Fortini  et al., 2009 ; Yamamoto et 

al., 2010 ; Wilkin et al., 2008). Dans certaines circonstances un récepteur engagé dans la voie  

lysosomale peut être détourné dans une voie d'activation d'une manière indépendante du 

ligand (Hori et al., 2011).  
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Figure 25: Vue d'ensemble de la voie de signalisation Notch canonique et la transduction du 

signal.  

La signalisation Notch avec les ligands DSL (Jagged et Delta dans les cellules de mammifères) 

nécessite deux cellules adjacentes. La cellule réceptrice du signal (en bas) exprime Notch sous 

forme d’un hétérodimère maintenu ensemble par des interactions non covalentes. L’activation par 

des ligands DSL dans la cellule émettrice du signal (en haut) se traduit par un clivage de Notch 

par des ADAMs (S2), qui permet un clivage intramembranaire par le complexe gamma-sécrétase  

de Notch (S3) et de la migration de son domaine intracellulaire (NICD) dans le noyau, où NICD 

module la transcription des gènes avec le complexe CSL/Mastermind (Mam). La signalisation 

nécessite l'endocytose dans la cellule émettrice du signal. Les forces générées par la trans-

endocytose peuvent provoquer un changement de conformation de Notch qui conduit à l'activation. 

NECD: domaine extracellulaire de Notch ; NICD : domaine intracellulaire de Notch ; NEXT : 

domaine extracellulaire tronqué de Notch; CSL : CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1; MAML: 

Mastermind; Co-A: Co-activateurs ; Co-R: Co-répresseurs (D’après Kopan et Ilagan, 2009 et 

Yavropoulou et Yovos, 2013). 
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2.1- Les cis- et trans-interactions  

La voie de signalisation Notch canonique est activée quet un ligand DSL se lie à un récepteur 

Notch sur une cellule voisine en trans, ce qui déclenche le clivage protéolytique du récepteur 

Notch et l'endocytose de son NECD dans la cellule émettrice du signal (Fortini, 2009). Ce 

mécanisme libère le NICD, qui est transloqué vers le noyau où interagit avec le complexe 

CSL (également connu sous le RBP-Jk) pour initier la transcription de gènes cibles 

(Artavanis-Tsakonas et al., 1999 ; Fortini, 2009). En revanche, l'interaction des ligands et des 

récepteurs Notch au sein de la même cellule en cis conduit à l'inhibition de la signalisation 

(del Álamo et al., 2011). En effet, lorsque le ligand et le récepteur sont exprimés sur des 

cellules différentes, on parle de trans-interactions et ils définissent des événements 

d’activation, c’est-à-dire un rôle activateur en trans, sur l’activité de Notch dans la cellule 

adjacente.  D’autre part lorsque le ligand et le récepteur sont exprimés sur une même cellule 

on parle de cis-interactions et celles-ci sont inhibitrices (figure 26), (Sprinzak et al., 2010 ; del 

Álamo et al., 2011). 

Il a été mis en évidence que les ligands DSL peuvent cis-inhiber la capacité d'une cellule à 

recevoir un signal Notch, et que cet effet dépend de l'interaction des domaines extracellulaires 

des récepteurs et des ligands d’une même cellule (Jacobsen et al., 1998 ; D'Souza et al., 

2008).  

Les récepteurs Notch peuvent réciproquement bloquer les ligands DSL dans une même cellule 

émettrice du signal (Becam et al., 2010 ; Del Álamo et Schweisguth, 2009). Un modèle a été 

suggéré, à partir d’études in vitro, dans lequel le ligand cis-inhibiteur du récepteur et le 

récepteur cis-inhibiteur du ligand représentent un seul et même processus, avec des ligands et 

des récepteurs dans la même cellule formant un complexe inactif qui les empêche tous les 

deux d'interagir en trans avec la cellule voisine.  

Le mécanisme sous-jacent de la cis-inhibition n’est pas connu, mais l’interaction 

ligand/récepteur en cis pourrait entrer en compétition avec l’interaction en trans. Il a été 

suggéré que ces interactions réciproques cis-inhibitrices entre les récepteurs et les ligands 

dans la voie de signalisation Notch et d’autres voies de signalisation (telle que l’Ephrine), lors 

du développement du système nerveux, pourraient jouer un rôle important dans la 

signalisation cellulaire notamment dans la détermination de destin cellulaire (Yaron et 

Sprinzak, 2012). 

Une étude récente a été réalisée afin de déterminer comment les ligands et les récepteurs 

pourraient contrôler la spécificité et l’orientation de la voie de signalisation dans le 

développement. Au sein d’une  même cellule (en cis), les auteurs ont analysés les interactions 
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récepteurs-ligand pour Notch1, Dll1 et Jag1 selon l'expression de la protéine Fringe dans les 

cellules de mammifères.  

Il en ressort que les ligands Dll1 et Jag1 pourraient cis-inhiber Notch1 et que Fringe régulerait 

ces interactions d'une façon semblable aux trans-interactions. De plus, Fringe régulerait de 

façon similaire les cis-interactions récepteur-ligand lors du développement de D.melanogaster 

(LeBon et al., 2014). 

 

Ces interactions sont un facteur crucial qui distingue la cellule receveuse du signal, du signal 

envoyé par une cellule émettrice, et prend une part importante dans le développement et dans 

le rôle de la signalisation Notch dans les diverses pathologies. 

 

 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Représentation schématique de la trans-activation et de la cis-inhibition dans la voie de 

signalisation Notch.  

La trans-activation : le ligand (exprimé à la surface de la cellule émettrice du signal) se lie au 

récepteur Notch (exprimé à la surface de la cellule réceptrice du signal) et induit des clivages 

séquentiels par les protéases ADAMs puis par le complexe γ-sécrétase dans le domaine TM du 

recepteur Notch, libérant le domaine intracellulaire (NICD) de la membrane. NICD transloque 

vers le noyau où il interagit avec le facteur de transcription CSL et recrute des co-activateurs pour 

induire l'expression des gènes cibles.  

La cis-inhibition: le ligand de Notch est exprimé dans la même cellule que le récepteur lui-même, 

ce qui empêche l’activation de Notch par compétition avec le trans-ligand. (D’Souza et al., 2010) 
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2.2- Le clivage S2 par ADAM10 ou ADAM17 

L’activation du récepteur Notch par la liaison du ligand déclenche un deuxième clivage de 

NECD, « clivage S2 », qui permet le « shedding » du NECD. Ce clivage S2 est effectué par 

des membres de la famille des métalloprotéases ADAM,  ADAM10 ou ADAM17. La région 

régulatrice de Notch, NRR (Negative Regulatory Region) contient la région LNR qui est 

composée de trois répétitions riches en cystéine Lin12-Notch Repeat (LNR) et un domaine 

d’hétérodimérisation (HD),  (figure 27) :  

 

 

 

 

 

 

 

Les premières études génétiques et moléculaires ont soulignées l'importance de la région 

juxtamembranaire des récepteurs Notch comme une importante région de régulation négative 

(NRR : Negative Regulatory Region), qui contrôle la signalisation (Kopan et al., 1996 ; 

Lieber et al., 1993 ; Rebay et al., 1993). Lorsque la structure de la NRR est perturbée par des 

mutations ponctuelles (Weng et al., 2004), une intégration virale (Girard et al., 1996), un 

anticorps agoniste (Li et al., 2008 ; Tiyanont et al., 2013), Notch est constitutivement activé. 

En revanche, lorsque la structure de la NRR est perturbée par des anticorps inhibiteurs 

(Tiyanont et al., 2013), la NRR est stabilisée dans un état « off ». L’analyse par 

cristallographie de la structure de la NRR a révélée que le site S2 est profondément enfoui à 

l'état d'auto-inhibition, dans une poche qui le rend inaccessible aux métalloprotéases. La 

liaison du ligand au NECD  induit un changement conformationnel dans la NRR qui expose le 

site S2 et permet l'accès de la métalloprotéase (Gordon et al., 2007 ; Gordon et al., 2009). 

Selon le modèle de la région LNR de NOTCH1 (Vardar et al., 2003), les modules de cette 

région se replient régulièrement et forment une petite structure secondaire. Chacun contient 

trois ponts disulfures avec une connectivité caractéristique et une liaison à l’ion calcium 

coordonné par des résidus acides et polaires. Les deux premières LNRs (A et B) sont reliées 

par un lien très conservé, bien ordonné de dix résidus et partagent une interface hydrophobe 

formée par l'empilement des résidus aromatiques. En revanche, LNR-C n'a aucun contact 

Figure 27: Organisation de la région 

extracellulaire NRR (pointillés).  

Elle se compose de trois motifs LNRs 

(LNR-A, LNR-B et LNR-C), représentés 

en nuances de rose et un domaine  HD 

(N- et C-terminal), en nuances de vert. 

Le domaine transmembranaire de 

Notch (TM), la région intracellulaire 

(ICN), et les trois sites de clivages 

protéolytiques principaux (S1, S2, S3) 

sont indiqués. D’après Gordon et al., 

2007 
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direct avec soit A ou B et le lien à six résidus raccordant LNR-B à C est mal conservé (figure 

28) : 

        

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les deux moitiés du domaine HD (divisé par la furine au site S1) forment un domaine 

protéique unique qui consiste en un « sandwich » intimement entrelacé de structure 

alpha/bêta : cinq brins-β (beta1 à beta5) et deux hélices-α (alpha1 et alpha3) reliés par 

plusieurs boucles conservées et une hélice courte (alpha2) (fig.28). Les structures secondaires 

du domaine HD sont pliées autour d'un noyau hydrophobe conservé avec des chaînes latérales 

qui projettent les résidus à la surface (concave) formée par des feuillets-bêta et Des faces 

internes des  deux  hélices alpha1 et alpha3. 

Le  site S2 est niché à l'embouchure d'une petite poche hydrophobe délimitée par le brin-β5, la 

face interne de l’hélice-α3 et un résidu leucine hautement conservé (Leu1659) dans le lien qui 

relie ces éléments (Chen et al., 2011). Le « bouchon » qui remplit la poche et qui bloque la 

liaison est la chaîne latérale de la Leucine1457, qui se trouve dans le lien reliant LNR-A et B.  

Le résidu Leu1457 est fixé dans la poche par une liaison hydrogène entre l'oxygène de son 

groupement carbonyle et le groupement amide de la Valine1666 et est empaqueté contre les 

résidus de cette poche (Leu1650, Ala1651, Ala1654, Leu1663 et Val1666), qui représentent 

10 % de l'interface du domaine HD-LNR total. Ensemble, les chaînes latérales de la Leu1457, 

de la Thr1458 et de la Met1459 chevauchent le site de S2 et empêchent l'accès de chaque côté 

(figure 29). L’ancrage précis de l’hélice-α3 du domaine HD au-dessus du site S2 maintient 

également la poche. Cette hélice est maintenue en position par des résidus hydrophobes 

provenant du lien entre LNR-A et LNR-B (Met1459, Pro1462 et Trp1463) et du LNR-B 

(Ile1476, Val1487, Leu1490, Asn1493 et Phe1494). De plus, une liaison hydrogène entre la 

chaîne latérale de l’Asn1444 du domaine LNR-A et le groupement carbonyle de l’Ile1655 

permet l’ancrage de l’hélice-α3 à son extrémité C-terminale. L’accessibilité au site S2 

nécessite un changement de conformation permettant le clivage de la métalloprotéase en 

Figure 28: Modèle de la région NRR, dérivé 

de la structure cristallographique de la 

région NRR de Notch 2 (logiciel Phyre).  

Les trois LNRs (LNR-A, LNR-B et LNR-C), 

représentées en nuances de rose et un 

domaine  HD (N- et C-terminal), en nuances 

de vert. Les sites de clivages protéolytiques 

principaux (S1, S2) sont indiqués. D’après 

Gordon et al., 2007 
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réponse à la liaison du ligand (Gordon et al., 2007 ; Gordon et al., 2009). D’autres travaux 

suggèrent que les interactions du brin β5 avec le brin β1 et l’hélice α3 jouent un rôle 

important dans le camouflage du site de S2, empêchant le clivage protéolytique constitutif des 

protéases ADAMs (Tiyanont et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deux caractéristiques de la voie de signalisation Notch sont que le récepteur et le ligand sont 

localisés sur deux cellules différentes et que l’interaction ligand-récepteur est suivie par 

l’endocytose du ligand dans la cellule exprimant le ligand (trans-endocytose). Ce qui suppose 

la nécessité de forces mécaniques, des « forces de traction » qui seraient induites par les 

changements conformationnels dans le récepteur. Des travaux effectués avec un modèle de 

Figure 29: Interface entre les régions LNRs et les domaines HDs.  

a) Interface de contact entre les régions LNRs et HDs.  

Les domaines LNR de surface sont colorés en rose fuschia quand un atome s'approche très près (à 

4 Å), le reste des domaines sont de couleur rose clair. Les domaines HD sont de couleur turquoise 

quand un atome s'approche à 4 Å du domaine LNR et cyan clair ailleurs.  

b) Agrandissement de l'hélice-α3. L’hélice est maintenue au-dessus du site S2 par une interface 

hydrophobe avec les résidus du domaine LNR-B et le lien LNR-AB et une liaison hydrogène 

conservée provenant de LNR-A.  

c) Le lien LNR-AB bloque de façon stérique l'accès au site de clivage de la métalloprotéase. A 

Gauche: la poche hydrophobe dans le domaine HD qui abrite le site S2 (de surface) et les résidus 

provenant du lien LNR-AB (boule-et-bâton). A droite: vue tournée d'environ 90 ° à partir de la vue 

de gauche. Les résidus dans le brin-β contenant le site de clivage S2 sont représentés en bleu 

(boule-et-bâton), et les trois «résidus de garde» du lien LNR-AB sont colorés en rose. D’après 

Gordon et al., 2007. 

INTRODUCTION-NOTCH 

INTRODUCTION-NOTCH 

INTRODUCTION-NOTCH - 



Page | 105  

 

mécano-transduction d'activation de Notch supposent que la force mécanique exercée par 

l’endocytose du ligand contribue à exposer ainsi le site S2 pour le clivage (Gordon et al., 

2007). D’autres travaux sont conformes à un modèle dans lequel le domaine 

d’hétérodimérisation (HD) possède des caractéristiques mécano-senseur (qui reçoit les 

signaux mécaniques)  intrinsèques qui pourraient être utilisées lors de l'activation de Notch 

(Chen et Zolkiewska, 2011). Des travaux plus récents soutiennent l'hypothèse que la force 

induite par l'activation de Notch requiert la liaison du ligand pour exercer une force 

mécanique pas au hasard mais en plusieurs fois et sur une longue période de temps (Ploscariu 

et al., 2014). 

 

Un événement clé dans l'activation de la signalisation Notch est le clivage par les protéases 

ADAM du récepteur, sur le site S2, lorsque la liaison du ligand induit l'exposition du site pour 

le clivage protéolytique. Les métalloprotéases impliquées dans ce clivage sont deux membres 

de la famille ADAM : ADAM10 et/ou ADAM17 (Brou et al., 2000 ; Mumm et al., 2000). 

Le premier homologue d’ADAM10 mis en évidence dans le clivage de Notch est le produit 

du gène  kuzbanian de drosophile (kuz). Les mutants contenant peu à aucune protéine kuz 

présentaient une variété de défauts, notamment dans l’organisation de la neurogénèse et des 

ommatidies (structures responsable des yeux composés de drosophile), semblables aux 

phénotypes des mutants Notch (Rooke et al., 1996).  

La protéase ADAM17 ou TACE (TNFα-Converting Enzyme), a été mis en évidence pour la 

première fois comme clivant Notch in vitro, dans des cellules de moelle osseuse dérivées de 

précurseurs monocytaires (Brou et al., 2000). 

Les premières études génétiques et biochimiques d’ADAM10 et d’ADAM17 n'ont pas 

clairement identifiées quelle protéase ADAM  est la principale responsable du clivage S2. 

(Pan et Rubin, 1997 ; Jarriault et Greenwald, 2005 ; Mumm et al., 2000). 

La protéase ADAM10 est capable de cliver le TNFα, un des substrats principal d’ADAM17, 

en l'absence d’ADAM17, indiquant que ces enzymes sont capables de cliver certaine fois des 

substrats commun in vitro (Mężyk-Kopeć et al., 2009). Grâce aux travaux effectués avec des 

souris déficientes pour le gène ADAM10, il a été mis en évidence que les phénotypes obtenus 

sont similaires à ceux obtenus dans les drosophiles et les souris déficientes pour le gène 

Notch1. Les drosophiles et les souris déficientes pour le gène ADAM17 présentent un 

phénotype différent, indiquant que ces protéines peuvent avoir des rôles différents in vivo 

(Lieber et al., 2002; Peschon et al., 1998 ; Hartmann et al., 2002). 

De nombreux travaux fournissent des exemples clairs de la fonction spécifique des 

métalloprotéases ADAMs dans des voies de signalisation Notch in vivo. Cependant, la 
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manière dont ADAM10 ou 17 sont sélectionnées pour l'activité Notch in vivo est en grande 

partie inconnue. Une explication possible provient de travaux effectués in vitro montrant que 

le clivage du récepteur Notch par ADAM10 est dépendant de sa liaison avec un ligand tandis 

qu’ADAM17 activerait la signalisation Notch d'une manière indépendante du ligand 

(Bozkulak et Weinmaster, 2009 ; van Tetering et al., 2009 ; Pabois et al., 2014). Les auteurs 

citent également des travaux antérieurs montrant l’implication d’ADAM17 et excluant 

ADAM10 du clivage S2 chez les mammifères. Ces travaux se basent sur les données  

obtenues grâce à des mutants Notch  avec une région NRR déstabilisée, imitant le clivage 

Notch-indépendant du ligand, et les études utilisant des inhibiteurs à large spectre de 

métalloprotéases. Ils émettent ainsi l'hypothèse que la protéase ADAM17 est capable de cliver 

Notch quand la NRR est déstabilisée d'une manière indépendante du ligand. 

Une autre explication proposée peut être que le niveau d'expression de différentes protéases 

ADAMs est spécifique d’un tissu. Par exemple, chez la drosophile, au troisième stade 

larvaire, l’ARN messager d’ADAM17 est enrichie dans le cerveau par rapport aux larves 

entières ou dans le disque imaginal de l'aile (Delwig et Rand, 2008). 

Une autre explication potentielle pour le clivage différentiel de Notch est la présence d'autres 

protéines à la membrane cellulaire qui améliorent le clivage de Notch par une ADAM 

spécifique. En effet, ADAM17 interagit avec la tétraspanine CD9 sur les leucocytes et les 

membranes endothéliales pour réguler le clivage du TNFα et d’ICAM-1 par ADAM17 

(Gutiérrez-López et al., 2011). D’autres travaux montrent que la stimulation par des anticorps 

anti-tétraspanines (CD9, CD81, CD82) induit une augmentation de la sécrétion de l’EGF et 

du TNFα par ADAM10 (Arduise et al., 2008). Il a également été mis en évidence que les 

TspanC8 chez la drosophile interagissent directement avec kuzbanian en augmentant son 

expression à la surface membranaire et régulent ainsi  l’activation de la voie Notch (Dornier et 

al., 2012). 

On ignore encore comment le clivage est réalisé in vivo préférentiellement par ADAM10 ou 

par ADAM17, mais il est clair que le clivage du récepteur Notch par ces protéases doit être 

étroitement contrôlé pendant le développement et l'homéostasie chez les drosophiles et chez 

les mammifères. 

2.3- Le clivage S3 par le complexe γ-sécrétase  

Le clivage S2 est immédiatement suivi par le clivage S3 par le complexe γ-sécrétase pour 

libérer un fragment  intracellulaire soluble de Notch (NICD).  Le récepteur Notch subit un 

troisième clivage (clivage S3) intramembranaire qui est effectué par le complexe préséniline 

γ-sécrétase, qui se compose de la préséniline-1 et -2 (PSEN1, PSEN2), de nicastrine 
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(NCSTN), de presenilin enhancer 2 (PEN2) et anterior pharynx-defective 1 (APH1), (Fortini, 

2002 ; Li et al., 2008 ; Sato et al., 2007 ; Ranganathan et al., 2010). C’est la présiniline qui 

possède l’activité catalytique. Les mammifères possèdent plusieurs isoformes de ces 

protéines, ce qui permet de former différents complexes γ- sécrétase dont la fonction n’a pas 

été explorée. 

Le clivage S3 permet la libération du domaine NICD actif de la membrane plasmique et sa 

translocation dans le noyau (Kopan et Ilagan, 2009). 

2.4- La transduction du signal Notch 

Lors de l'activation de la voie Notch, le NICD transloque dans le noyau où il se lie 

directement au complexe nucléaire et forment un complexe transcriptionnel. Les principaux 

composants du complexe transcriptionnel de Notch comprennent le NICD, la protéine de 

liaison à l’ADN, CSL (CBF1-Su(H)-LAG1), et MAM (Bray, 2006 ; Kovall et Blacklow, 

2010). MAM est un co-activateur transcriptionnel, appartenant à famille Mastermind (MAML 

: Mastermind-like-1). La taille des protéines MAM est généralement d’environ 1000 résidus, 

dans lesquelles seulement le court domaine NTD (N-Terminal Domain),  d’une soixantaine 

d'acides aminés est nécessaire pour lier CSL-NICD (Petcherski et Kimble, 2000; Wu et al., 

2000). En l'absence de NICD, le complexe CSL est associé à des co-répresseurs, (comme 

CtBP, Hairless, Groucho, SMRT, SHRP (également connu sous le nom de Sav), MINT 

(également connu comme X11L) et SPEN (Schweisguth et Posakony, 1994 ; Zhou et 

Hayward, 2001 ; Barolo et al., 2002 ; Oswald et al., 2005). Ces co-répresseurs recrutent des 

histones déacétylases (HDAC) et d’autres cofacteurs, réprimant ainsi l'activation de gènes 

cibles de Notch, jusqu'à ce que le NICD soit transporté dans le noyau (Hsieh et al., 1999 ; 

Zhou et al., 2000 ; Nagel et al., 2005). Lors de l'activation des récepteurs Notch, le NICD 

libéré migre du cytoplasme au noyau. Une fois dans le noyau, le domaine RAM de NICD 

interagit avec le CSL, qui favorise la fixation du co-activateur transcriptionnel MAM, à 

l'interface entre le domaine ANK de NICD et CSL (Choi et al., 2012), (figure 30). Ce 

complexe nouvellement formé recrute des co-activateurs, tels que les histones 

acétyltransférases (CBP/p300) et des complexes remodelant la chromatine, qui régulent la 

transcription des gènes cibles de Notch (Wallberg et al., 2002 ; Kadam et Emerson, 2003 ; 

Gause et al., 2006). 
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La signalisation Notch exerce ses effets pléiotropiques en initiant une cascade 

transcriptionnelle qui consiste à l'activation et la répression des gènes cibles, y compris la 

régulation transcriptionnelle de mécanismes épigénétiques (par exemple l’inhibition par la 

méthylation des histones (Moshkin et al., 2009). Bien que les détails d'une transcription dite 

en « cascade » ne soient pas complètement connus, plusieurs gènes cibles bien caractérisés 

ont été décrits. Parmi ces gènes il y a la famille des répresseurs transcriptionnels HES (Hairy 

Enhancer of Split), les bHLH (basic Helix–Loop–Helix), la famille des facteurs de 

transcription HRT (the Hairy-Related Transcription factor connu aussi sous le nom de HEY), 

des protéines régulant Notch (Notch-regulated ankyrin repeat protein), (Kao et al., 1998), les 

cyclines D1 et D3 (Ronchini et Capobianco, 2001 ; Sicinska et al., 2003), et c-MYC (Weng et 

al., 2006). Le complexe transcriptionnel active également la famille de NF-κB (Cheng et al., 

2001) et la famille PPAR (Nickoloff et al., 2002) et l'ubiquitine ligase SKP2, qui favorise la 

dégradation p27KIP1 (Sarmento et al., 2005 ; Bray et Bernard, 2010). 

L’activité transcriptionnelle de Notch se termine par la phosphorylation de la protéine Notch 

sur le domaine C-terminal du domaine PEST, qui est ciblée pour l’ubiquitination, par des 

Figure 30: Représentation schématique du mécanisme d’assemblage du complexe transcriptionel 

de Notch (NTC). 

A) organisation des domaines du  NICD: en haut, la région RAM, les répétitions ANKyrine, un 

domaine d'activation transcriptionnelle (TAD), et la séquence PEST impliquée dans la dégradation 

du récepteur. Au milieu, l’organisation des domaines de CSL, le NTD (N-Terminal Domain), BTD 

(Beta-Trefoil  Domain, liaison à l’ADN) et CTD (C-Terminal Domain). En bas, l’organisation de 

MAML1, le polypeptide N-terminal requis pour l’assemblage de NTCs (rouges), une région 

impliquée dans la liaison p300 (violet) et la portion C-terminale impliquée dans le recrutement du 

complexe cycline C/cdk8 (blanc). Les domaines représentés de couleur bleu : Notch1, jaune : CSL 

et rouge : MAML1.  

B) schéma des composants essentiels du NTC humain. Les régions de Notch, ANK et RAM (bleues), 

l'hélice de MAML1 (rouge) et les trois domaines de CSL (jaune) sur l'ADN (cylindre). D’après 

Choi et al., 2012. 
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ubiquitines ligases, telles que FBXW7 (également appelé SEL10) et subit la dégradation par 

le protéasome (Fortini et Bilder, 2009). 

3- Régulation de la voie de signalisation Notch par l’endocytose 

À travers le processus d’endocytose, la cellule peut contrôler la quantité de récepteurs 

activables à sa surface en les internalisant et les stockant de façon transitoire dans les 

endosomes. Ils peuvent ensuite être recyclés à la membrane plasmique ou dégradés dans les 

lysosomes. L’adressage aux lysosomes atténuera la capacité de la cellule à répondre au signal, 

alors que le recyclage à la membrane après dissociation du ligand restaurera sa capacité à 

répondre au signal. L’endocytose permet aussi de concentrer spécifiquement différents 

régulateurs de la signalisation cellulaire au niveau de la membrane des endosomes. Ces 

associations membranaires d’acteurs de la signalisation cellulaire constituent alors ce qu’on 

appelle des plateformes signalisatrices et permettent par exemple de moduler l’intensité et la 

durée du signal. Si l’endocytose contrôle les processus de signalisation cellulaire, la 

réciproque est aussi possible. La machinerie d’endocytose peut être régulée par des 

évènements de signalisation, ce qui donne une idée du nombre d’interconnections 

fonctionnelles qui existe entre les mécanismes de signalisation et l’endocytose. 

3.1- L’endocytose du récepteur Notch 

Le trafic membranaire s'est avéré avoir une fonction importante et complexe dans l'activation 

et la régulation de la signalisation Notch (Yamamoto et al., 2010 ; Baron, 2012). Une des 

premières indications du rôle de l’endocytose dans la signalisation Notch provient de 

l’analyse d'études génétiques d’une mutation thermosensible de la protéine shibire de 

drosophile, qui a ensuite été identifiée comme étant une dynamine-GTPase, un régulateur clé 

de l'endocytose impliqué dans le resserrement et le détachement des vésicules d’endocytose 

(Seugnet et al., 1997). L’importance de l’endocytose du récepteur Notch et de ses ligands 

transmembranaires, dans la régulation de la signalisation Notch, a depuis été largement 

confirmée. En effet, ces événements de trafic membranaire n'ont pas seulement été associés à 

l’activation ligand-dépendante de la protéine Notch mais aussi à son activation indépendante 

du ligand, un phénomène qui n'est pas encore bien compris. Dans les deux cas, l'activation 

dépend du clivage S3 par le complexe γ-sécrétase (Struhl et Greenwald, 1999 ; Wilkin et al., 

2008 ; Coumailleau et al., 2009).  

Plusieurs protéines sont impliquées dans les étapes précoces de l'endocytose : la dynamine, 

Numb, une protéine cytoplasmique et Sanpodo, une protéine transmembranaire. Elles sont 
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requises dans la cellule réceptrice du signal pour l'activation de Notch (Fortini, 2009), (figure 

31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chez la drosophile, lors des divisions cellulaires asymétriques, qui sont cruciales pour la 

différenciation des précurseurs des organes sensoriels (SOP), l'interaction entre Numb et 

Sanpodo guide le trafic endocytaire asymétrique du récepteur Notch, qui détermine le destin 

cellulaire (Berdnik et al., 2002 ; Hutterer et Knoblich, 2005 ; Babaoglan et al., 2009). Dans ce 

processus, des travaux ont montrés que le récepteur est activé dans une sous-population 
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Figure 31 : Représentation schématique de l’endocytose des récepteurs Notch.  

A la surface de la cellule, les récepteurs Notch (rouge) interagissent avec des ligands DSL (vert) 

présentés par des cellules voisines, provoquant la dissociation de l'hétérodimère et l'exposition du 

site de clivage S2. Dans la cellule réceptrice du signal, le processus d’endocytose de Notch est 

dépendant de la clathrine pour faciliter la dissociation de l'hétérodimère et l'exposition du site de 

clivage extracellulaire. Les protéines impliquées dans le trafic du récepteur sont indiquées en bleu. 

Le récepteur Notch activé (avec son ligands DSL) et non-activé sont internalisés et acheminés dans 

les endosomes précoces (au centre). Certains récepteurs intacts non activés sont triés pour les 

endosomes de recyclages pour le retour à la surface cellulaire, tandis que Notch activé entre dans 

le compartiment des endosomes tardifs. Les données actuelles suggèrent que le clivage par le 

complexe γ-sécrétase (RIP) peut se produire à plusieurs étapes le long du trafic endosomal (flèches 

bleues). La diminution de la signalisation Notch est lié au trafic du recepteur Notch activé dans les 

compartiments des endosomes tardifs, tels que les corps multivésiculaires et les lysosomes 

(D’après Fortini et al., 2009). 
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d’endosomes précoces exprimant Rab5, qui sont marqués par SARA (Smad Anchor for 

Receptor Activation), une protéine adaptatrice (Coumailleau et al., 2009).  

La localisation subcellulaire du clivage de Notch par la γ-sécrétase n’a pas été clairement 

établie, et une partie au moins du clivage de NEXT par la γ-sécrétase pourrait se faire dans un 

compartiment intracellulaire. D’autres données suggèrent que l’accumulation de Notch dans 

les endosomes tardifs entraîne son activation potentiellement à cause d’un changement de 

conformation dû à la diminution du pH (Vaccari et al., 2008 ; Childress et al., 2006 ; 

Gallagher et Knoblich, 2006 ; Jaekel et Klein, 2006). 

Après endocytose, le récepteur Notch internalisé peut être recyclé vers la membrane 

plasmique ou peut être dirigé dans les corps multivésiculaires (MultiVesicular Bodies, MVBs) 

ou dans les endosomes tardifs (Yamamoto et al., 2010 ; Baron, 2012). Le ciblage de Notch 

dans les MVBs ou les endosomes tardifs est régulé par le complexe ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport) un complexe de tri endosomal requis pour le 

transport, qui se composent des protéines ESCRT-0 (STAM1/2 et Hrs), ESCRT-I, - II, - III et 

Vps4 (Henne et al., 2011). La perte de fonction d’ESCRT peut entraîner l'activation anormale 

de la signalisation Notch d'une manière indépendante du ligand (Vaccari et al., 2008 ; Vaccari 

et al., 2009). Afin de préciser les modalités de cette activation des travaux ont été effectués. Il 

en ressort que la protéine LgD est présente dans le cytoplasme, et qu’elle est impliquée dans 

la régulation de Notch. Le gène lgd, ou lethal (2) giant discs, est un gène suppresseur de 

tumeurs et code une protéine mal caractérisée, la protéine LgD. Cette protéine interagit avec 

le complexe ESCRT-III et régule l'activation de Notch de façon indépendante du ligand 

(Childress et al., 2006 ; Gallagher et Knoblich, 2006 ; Jaekel et Klein, 2006 ; Troost et al., 

2012).  

L’ubiquitination de Notch a aussi une fonction importante dans la régulation du trafic du 

récepteur. La cascade enzymatique est initiée par la liaison de la molécule d’ubiquitine à une 

enzyme E1-ubiquitine activase, suivi du transfert de l'ubiquitine activée au niveau du 

groupement thiol de la cystéine du site actif de l’enzyme E2-ubiquitine conjugase. 

Finalement, cette E2-ubiquitine conjugase va s’associer à une E3-ubiquitine ligase qui  

recrute spécifiquement le substrat et permet le transfert de la molécule d’ubiquitine sur ce 

substrat. Le mécanisme par lequel s’effectue le transfert de l’ubiquitine sur la protéine 

substrat diffère selon le type d’E3-ubiquitine ligase mis en jeu. Les E3 sont à la base de la 

spécificité du processus d’ubiquitination en sélectionnant le substrat à ubiquitiner.   

Un certain nombre de E3-ubiquitine ligases, tel que le suppresseur de deltex, Su(dx), (connu 

sous le nom de ITCH chez les mammifères), Nedd4 et Cbl ciblent Notch pour la dégradation 
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(Sakata et al., 2004 ; Wilkin et al., 2004 ; Jehn et al., 2002). Deltex (Dx) est une E3-

ubiquitine-ligase de type RING (RING-finger E3-ubiquitine-ligase) qui régule l'activation de 

Notch dans les endosomes tardif d'une manière indépendante du ligand (Hori et al., 2004 ; 

Hori et al., 2005). Toutefois, lorsque Dx forme un complexe avec la protéine adaptateur Kurtz 

(Krz), l'unique arrestine non-visuelle de la Drosophile (un régulateur essentiel de la voie de 

signalisation Notch), il favorise la dégradation de la protéine Notch (Mukherjee et al., 2005). 

Cette dégradation de la protéine Notch par Dx et Krz est supprimée dans la forme mutante de 

Vps32, un composant du complexe ESCRT-III (Hori et al., 2011). Ainsi, Dx peut réguler la 

signalisation Notch de façon positive ou négative, en fonction de ses interactions avec d'autres 

facteurs de régulation.  

L’E3-ubiquitine ligase ITCH peut également recruter le complexe de dé-ubiquitination 

USP12/UAF1 afin de déubiquitiner le récepteur Notch non-activé probablement avant son 

entrée dans les MVBs et permettrait ainsi de réguler son trafic intra-cellulaire. USP12 

appartient à la famille des protéases spécifiques de l'ubiquitine (USP : Ubiquitin-Specific 

Protease (USP) et UAF1 (USP1-associated factor 1), est un co-activateur. Par conséquent 

USP12 régulerait probablement la quantité de récepteur Notch à la surface cellulaire et se 

comporterait donc comme un régulateur négatif de la voie de signalisation Notch (Moretti et 

al., 2012 ; Moretti et Brou, 2013). 

Chez les mammifères, il semblerait que des arrestines α et β sont recrutées par le récepteur 

Notch non-activé et permettent son ubiquitination régulée par l’E3-ubiquitine ligase, ITCH. 

La famille des arrestines est composée de deux sous-familles: β-arrestines et α-arrestines, se 

sont des protéines importantes pour la régulation de la transduction du signal. En effet, une 

hétérodimérisation entre une β-arrestine et l’α-arrestine ARRDC1 est nécessaire pour inciter 

l'ubiquitination de Notch et la dégradation du récepteur Notch non activé dans les lysosomes, 

leur conférant ainsi le rôle de régulateurs négatifs de la voie de signalisation Notch (Puca et 

al., 2013 ; Puca et Brou., 2014).  

D'autres facteurs sont impliqués dans le trafic ou la fusion entre les endosomes tardifs et les 

lysosomes, tels que les complexes HOPS (homotypic fusion et vacuole protein sorting) et 

AP3 (responsable du trafic des protéines aux lysosomes et des autres organites associés), qui 

sont également requis pour l'activation Dx-dépendante de Notch (Wilkin et al., 2008). D’autre 

travaux ont montré que le complexe adaptateur pour la clathrine AP1, est localisé dans le 

réseau trans-Golgien et dans les endosomes de recyclage, et régule le trafic de Notch pendant 

le développement chez la drosophile des SOP (Benhra et al., 2011) et des yeux (Kametaka et 

al., 2012). 
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3.2- Le trafic du ligand DSL de Notch  

L’endocytose et le trafic endosomal des ligands de Notch dans la cellule émettrice du signal 

est aussi paradoxalement indispensable pour l’activation du récepteur Notch dans la cellule 

réceptrice (Yamamoto et al., 2010 ; Baron, 2012). Deux E3-ubiquitine ligases de type RING, 

Neuralized (Neur) et Mindbomb (Mib), sont responsables de l’ubiquitination du ligand et 

engendre son endocytose (Le Borgne et al., 2005b ; Wang et Struhl, 2005), (figure 32). Une 

autre protéine, l’Epsine, une protéine liant l'ubiquitine qui interagit avec des phosphoinositols 

et des protéines intervenant dans l'endocytose, comme la clathrine et AP-2, a été observé 

comme régulant l'endocytose du ligand (Wang et Struhl, 2004). Les endosomes de recyclage 

(Rab11 positifs) sont requis pour l'activité Delta au cours du développement des SOP chez la 

drosophile (Emery et al., 2005). Des études récentes montrent que le recyclage du ligand ne 

change pas la force de la liaison ligand-récepteur, mais semble réguler l'accumulation des 

ligands à la surface cellulaire (Shergill et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un second événement d’endocytose a été proposé, suite à l’interaction de Notch avec le 

ligand sur la surface des cellules adjacentes (figure 33). Cette interaction génère une « force 

de traction » capable d’induire la protéolyse de Notch, déclenchant ensuite la trans-

endocytose du domaine NECD dans la cellule émettrice du signal, libérant ainsi le NICD dans 

la cellule réceptrice du signal (Tien et al., 2009 ; Musse et al., 2012).  

 

 

 

 

Figure 32: L'endocytose du 

ligand DSL.  

Le ligand est ubiquitinilé (Ub) 

par l'E3-ubiquitine de ligases 

Mindbomb (Mib) ou Neuralized 

(Neur). L’epsine est ensuite 

recrutée pour l’endocytose du 

ligand (clathrine/dynamine) qui 

va migrer via les endosomes 

précoces puis de recyclage 

jusqu’à la surface cellulaire 

(D’après Musse et al., 2012). 
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Figure 33 : L’endocytose du ligand DSL par l’intervention de forces de tractions.   

L’interaction entre le ligand d’une cellule émettrice du signal et le récepteur d’une cellule 

réceptrice du signal induisent l’ubiquitination du ligand et la formation des structures intervenant 

dans l'endocytose dépendante de l’Epsine générant une force mécanique (doubles pointes de flèche 

rouges) séparant le NECD de l'hétérodimère Notch. Le NECD est trans-endocyter (D’après Musse 

et al., 2012). 
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Les travaux précédents de l’équipe avaient montrés que les TspanC8 interagissent directement 

avec ADAM10. Ces tétraspanines sont des régulateurs clés du trafic d’ADAM10, en 

contrôlant la sortie de la protéase du réticulum endoplasmique. Deux d'entre elles, Tspan10 et 

Tspan17, ciblent ADAM10 dans un compartiment endosomal tardif, tandis que les quatre 

autres (Tspan5, Tspan14, Tspan15 et Tspan33) augmentent son niveau d'expression à la 

surface cellulaire. Il a également été mis en évidence que la régulation de l'expression 

d’ADAM10 par certaines TspanC8 affecte fortement l'activité du récepteur Notch dans les 

lignées cellulaires de mammifères et de D. melanogaster. 

Le but de mon travail a été d’apporter des éléments à la compréhension du mécanisme 

d’action des TspanC8 sur la régulation de la protéine ADAM10. 

 

 Deux aspects ont été abordés. Le premier concerne la régulation de la disponibilité 

biologique d’ADAM10 à travers son association, sa régulation et sa localisation membranaire 

par les TspanC8. Le second, concerne directement les étapes de l’activation de la signalisation 

NOTCH par ADAM10 et les TspanC8. 

 

 

L’objectif de mon travail de thèse a été d’explorer :  

 

 Pourquoi ADAM10 s'associe directement à tant de tétraspanines ? 

 

 Par quels mécanismes les différentes TspanC8 régulent-elles différemment la 

compartimentation d’ADAM10 à la membrane plasmique ?  

 

 Quelles sont les conséquences pour la voie de signalisation NOTCH?  

 

Pour cela, nous avons combiné les approches de biologie moléculaire, de biologie cellulaire et 

de biochimie couplée à des analyses par spectrométrie de masse. Le tout illustré par de 

l’immunofluorescence. 
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Matériel et méthodes 
 

Culture cellulaire  

Les lignées murines OP9 et OP9-Delta1 exprimant le ligand de Notch humain delta-1 (OP9- 

DLL-1) et la lignée cellulaire d'ostéosarcome humain U2OS exprimant Notch1 humain 

(U2OS-N1) ont été décrits précédemment (Moretti et al., 2010) et (Six et al., 2004). 

Les cellules humaines U2OSN1 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's 

Modification of Eagle's Medium High glucose 4,5g/l, GE Healthcare) supplémenté avec un 

mélange d’antibiotiques, la pénicilline, la streptomycine et la néomycine (PSN-100X chez 

Gibco) et 10% de  sérum de veau fœtal (SVF, EUROBIO). Les cellules OP9 et OP9-DLL1 

sont cultivées en alphaMEM (αDMEM High glucose 4,5g/l, GE Healthcare) additionné de 

10% SVF, de glutamine, 2mM et de PSN.  

Les cellules ont été cultivées à 37°C, 5% CO2.  

Les cellules ont été transfectées avec soit le FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega) ou 

le FuGENE® HD Transfection Reagent, (Promega) selon les instructions du fabricant.  

Plasmides 

Les plasmides utilisés lors de ce travail codent tous des tétraspanines humaines. Les 

plasmides codant les tétraspanines Tspan5 (NET-4) et Tspan15 (NET-7) ont été construit au 

laboratoire, par PCR à partir des régions codantes des plasmides Tspan1, Tspan5, Tspan9, 

Tspan12, Tspan15 (Serru et al., 2000). Celui codant Tspan14 a été obtenu par transcription 

inverse à partir de la séquence ARN de cellules HCT116 au laboratoire. Le plasmide codant le 

mutant Tspan5 non palmitoylable (Tspan5
PLM

) a été synthétisé par Eurogentec. Tous les 

produits PCR ont été sous-clonés dans les plasmides pEGFP-N1 ou pEGFP-N3, afin 

d’apporter la protéine de fusion fluorescente GFP.  

Anticorps 

L’anticorps monoclonal de souris anti-ADAM10 humain (mAb 11G2) ADAM10 a été décrit 

dans Arduise et al., 2008. Les anticorps dirigés contre les tétraspanines, leurs partenaires et 

d’autres protéines utilisés sont le TS9 (CD9), TS81 (CD81), TS151 (CD151), TS63 (CD63), 

1F11 (CD9P-1), 8A12 (EWI-2), 5H5 (CD9b), BCAM (BCAM), CD55(CD55) ont été produit 

au laboratoire (Charrin et al., 2003a). Les anticorps monoclonaux de souris anti-Notch1 

humain, anti-IgSF3 humain proviennent de R&D systems. L’anticorps monoclonal de souris 
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anti-PDI humain de chez Abcam. Les anticorps anti-tag utilisées dans cette étude étaient des 

anticorps anti-GFP monoclonaux de souris de chez Roche  (pour les immunoprécipitations) et 

polyclonaux de lapin de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (pour les western-blot), l’anticorps 

monoclonal de souris anti-HA, HA11 provient de Covance. Les anticorps monoclonaux anti-

CD97 proviennent de chez Millipore. Les anticorps monoclonaux de souris anti-CD71 de 

chez Invitrogen et les anticorps monoclonaux de souris anti-N-Cadherine de chez Sigma-

Aldrich. Les anticorps secondaires utilisés pour l’immunofluorescence sur lame sont couplés 

à un fluorophore. Nous avons utilisés l’Alexa Fluor-488, l’Alexa Fluor-568, l’Alexa Fluor-

594, l’Alexa Fluor-647 et sont commercialisés par molecular probe. 

Marquage biotine des protéines de surface, lyse des cellules et 

immunoprécipitations.  

Le marquage biotine des protéines de surface et les immunoprécipitations ont été réalisées 

comme décrit précédemment (Arduise et al., 2008; Charrin et al., 2001). Les cellules 

adhérentes marquées ou non à la biotine ont été lysées directement dans la fiole de culture 

(2ml pour un flacon de 75cm
2
) à la concentration de 2x10

7
/ml, dans un tampon de lyse 

contenant 1% de détergent Brij97 ou Brij98 (Sigma-Aldrich®), Tris 10mM, pH 7,4, NaCl 

150mM, CaCl2 1mM, MgCl2 1mM, 0,02% de NaN3, et un cocktail complet d’inhibiteurs de 

protéases. Après 30 min d'incubation à 4°C, le matériel insoluble a été éliminé par 

centrifugation à 10000g et le lysat cellulaire a été clarifié par addition de sérum de chèvre 

inactivé à la chaleur et des billes de protéines G-sépharose (GE Healthcare) pendant 2h  à 4°C 

et une centrifugation supplémentaire à 12000g pendant 15 min. Les protéines ont ensuite été 

immunoprécipitées par addition de 1µg d’anticorps et 10 µl de billes protéine G-Sépharose 

pour  200 à 400 µl de lysat. Pour immunoprécipiter les protéines étiquetées GFP nous avons 

utilisé le système GFP-Trap® (Chromotek) : des petits fragments d'anticorps recombinant à 

domaine unique (VHHs, dérivés d’alpaga) anti-GFP sont couplés à des billes d’agarose. Après 

2 h d'incubation à 4°C sous agitation constante, les billes ont été lavées cinq fois dans du 

tampon de lyse. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées dans un gel gradient 5 à 

15% par électrophorèse SDS-PAGE dans des conditions non réductrices et transférées sur une 

membrane de PVDF (PolyVinyl DiFluoride, Amersham). Les protéines immunoprecipitées 

sont analysées par Western-blot en utilisant soit des anticorps primaires directement couplés 

Alexa-Fluor 680 ou une combinaison d'anticorps primaires révélés par des anticorps 

secondaire couplés Alexa-fluor 680 ou IRDYE800. La révélation des protéines marquées par 

la biotine est réalisée avec la streptavidine couplée Alexa-fluor 680 ou IRDYE800. Les 
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acquisitions ont été effectuées en utilisant le système d'imagerie infrarouge Odyssey (LI-COR 

Biosciences). 

Cytométrie en flux  

Les cellules ont été détachées avec une solution enzymatique (trypsine, PAA), lavées deux 

fois dans du DMEM complet et incubées pendant 30 min à 4°C avec 10µg/ml d'anticorps 

primaire. Après 3 lavages, les cellules ont été incubées pendant 30 min à 4°C avec un 

anticorps de chèvre anti-souris conjugué à un fluorochrome l'IsoThioCyanate de Fluorescéine 

(FITC) ou la PhycoErythrine (PE) pour le marquage des cellules non transfectées; 

l’AlloPhycoCyanine (APC) pour la coloration de cellules transfectées avec des constructions 

GFP). Les cellules ont été analysées en utilisant le cytomètre en flux BD Accuri® C6 

FlowCytometer, (BD Biosciences), en utilisant les compensations appropriées et les analyses 

sont réalisées avec le logiciel BD CFlow® Plus. 

Immunomarquages et microscopie  

Les cellules ont été cultivées dans un milieu complet pendant 24 heures sur des lamelles. Puis 

elles ont été rincées dans du PBS et fixées pendant 15 min dans 4% de PFA 

(ParaFormAldéhyde) à température ambiante, et incubées pendant 15 min avec 50mM de 

chlorure d’ammonium (NH4Cl) dans du PBS pour bloquer les aldéhydes libres du PFA, et 

perméabilisées ou non avec 0,1% de saponine pendant 2 minutes à 4°C. Les cellules ont 

ensuite été incubées avec 10 µg/ml de chaque anticorps primaire pendant 1h à température 

ambiante. Pour un double marquage les cellules ont été co-incubées avec des anticorps 

primaire de sous classe différents (IgG2a-IgG2b). Les cellules sont ensuite lavées en milieu 

complet et les anticorps primaires ont été révélées avec des anticorps secondaire de chèvre 

couplés Alexa-Fluor 568, Alexa-Fluor 594 ou Alexa-Fluor 647 (Molecular Probes)  pendant 

1h  à température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées en milieu complet et les lamelles 

sont montées en PVA-DABCO® (Polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO®, 

antifading-10981-Sigma-Aldrich®) supplémenté en DAPI. Les lamelles sont examinées, soit 

au microscope à fluorescence DMR (Leica) équipé d’une camera CoolSnap HQ2 

(Photometrics), soit avec un microscope confocal SP5 (Leica) avec l’objectif à immersion 

x63. Les images sont ensuite traitées avec le logiciel ImageJ (National Institute of Health) 

pour les images issues du microscope à fluorescence ou le logiciel LAS AF Lite (Leica 

Microsystems) pour celles issues du microscope confocal.  
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Tests de bioluminescence et analyse de l'activité du récepteur 

Notch  

Cette analyse a été effectuée comme décrit précédemment (Moretti et al., 2010). Les Cellules 

U2OS-N1 ont été ensemencées à la concentration de 25000 cellules /cm
2
.  La déplétion par 

ARN interférence a été réalisée à cette étape en utilisant l’INTERFERin (PolyPlus- 

transfection) et 3 nM de siRNA selon le protocole inverse du fabricant. Les cellules U2OSN1 

ont été co-transfectées 24 heures plus tard avec le gène rapporteur CSL firefly (facteur de 

transcription de notch1 activé) et le plasmide contrôle renilla en utilisant le fugene6 

(Promega). Après 24 heures d’incubation, les cellules OP9 +/-DLL1 (ligand Delta-like 1 de 

NOTCH) sont ajoutées à 35000 cellules/cm
2
 sur les cellules U2OSN1 précédemment co-

transfectées. La détection de l’activité de la firefly et de la renilla luciférases est réalisée in 

vitro, après extraction protéique et ajout des substrats du système Dual-Luciferase®Reporter 

Assay System (Promega) selon le protocole du fournisseur, puis mesurée au luminomètre. La 

normalisation se fait en divisant l'activité de la firefly luciférase par l'activité de la Renilla 

luciférase. 

Centrifugation à l'équilibre en gradient de densité 

Cette analyse a été effectuée comme décrit précédemment (Charrin et al., 2003). Les cellules 

ont été décollées à l’aide d’un grattoir puis lysées dans 500µL de tampon de lyse glacé 

contenant 10 mM de Tris-HCl, pH7,5 ; NaCl 150 mM; CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, 0,02% de 

NaN3, les inhibiteurs de protéase, et 1% Brij98. Le rapport du volume de tampon de lyse pour 

le nombre de cellules a été maintenu constant tout au long des expériences. Après une 

incubation de 30 min sur de la glace, la préparation cellulaire a été centrifugée. Le surnageant 

a été supplémenté à 800µL par un mélange saccharose 60% dans le tampon de lyse sans 

détergent. Ensuite, les 0,8 ml du mélange de saccharose-lysat ont été successivement 

superposés avec 2 ml de saccharose à 30% et 1 ml de saccharose à 4% préparé dans le même 

tampon sans détergent, et le mélange a été centrifugé à 200,000g pendant 16 h dans un rotor 

SW50.1 (Beekman). Le gradient a été partagé en fractions de 0,5 ml à partir du sommet du 

tube. Ces fractions sont ensuite analysées par Western Blot. 
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Suivi de molécule isolée 

Cette analyse a été effectuée en collaboration avec Pierre-Emmanuel Milhiet, comme décrit 

précédemment (Espenel et al., 2008 ; Potel et al., 2013). Les cellules ont été incubées dans du 

DMEM à 37°C pendant 10 min avec des fragments Fab, marqués Atto647N, de l'anticorps 

monoclonal anti-ADAM10. Les images ont été acquises en utilisant un objectif « maison » de 

type TIRF équipée d'un objectif plan Fluor100x/1,45 NA (Zeiss, Le Peck, France), avec un 

temps d'intégration de 100 ms. Tous les films ont été analysés à l'aide d'un logiciel maison 

(nommé « PaTrack») exécuté dans Visual C++.  Les Trajectoires ont été construites en 

utilisant le signal limité de diffraction individuel de chaque molécule. Le centre de chaque pic 

de fluorescence a été déterminé avec une super-résolution (sub-pixel) en ajustant une fonction 

gaussienne elliptique bidimensionnelle. Les trajectoires bidimensionnelles des molécules 

uniques ont été construites trame par trame. Seules les trajectoires contenant au moins 40 

points ont été retenues. Les valeurs des coefficients de diffusion ont été déterminées à partir 

d'un ajustement linéaire MSD-t (mean square displacement : moyenne quadratique) entre le 

premier et le quatrième point (D1-4) selon l'équation MSD(t) = 4DT. (Le déplacement 

quadratique moyen est proportionnel au temps). La détermination des modes dynamiques a 

été effectuée en utilisant un algorithme maison basé sur un réseau qui a été formé en utilisant 

des trajectoires synthétiques pour détecter les mouvements browniens, confinés et dirigés. La 

trajectoire est analysée et les différents modes détectés à l'intérieur de sections de plus de 10 

trames. Une fois le mode de mouvement  identifié, les différents segments sont analysés en 

traçant la MSD contre le laps de temps (figure 34). La courbe MSD est linéaire (brownien) ou 

ajustée à une courbe quadratique (4DT+v2t2) (diffusion dirigée) ou  une courbe exponentielle 

L2/3[1-exp(-12Dt/L2)] (diffusion confinée), où L est le côté d'un domaine carré, le diamètre 

de confinement étant lié à L par dconf = (2/√L). L'algorithme a été testé avec des trajectoires 

simulées présentant un comportement brownien, confiné ou dirigé ou une combinaison de ces 

trois modes et appliqué avec succès à une série d'expériences de molécule unique 

préalablement enregistrées pour des tétraspanines diffusant dans la membrane plasmique 

(Espenel et al., 2008; Krementsov et al., 2010).  
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Spectrométrie de masse quantitative « label-free » 

Les cellules exprimant CD9, Tspan5 ou Tspan15 étiquetées GFP ont été lysées dans un 

tampon contenant du Tris 30 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 0,02% de NaN3, 1 mM de CaCl2, 1 

mM de MgCl2, 1% de Brij97 et des inhibiteurs de protéase. La substance insoluble a été 

éliminée par centrifugation à 12000 g pendant 15 min, et les tétraspanines ont été 

immunoprécipité en utilisant des billes GFP-trap®. Afin d'identifier les protéines qui ne sont 

pas spécifiquement co-immunoprécipitées avec les tétraspanines, des cellules transfectées ou 

non avec la GFP ont été traitées de manière similaire. La tétraspanine CD9 endogène a été 

immunoprécipité en utilisant des billes Sepharose®4B couplés à des anticorps monoclonaux 

anti-CD9 (mAb TS9).  

Les protéines ont été séparées par  électrophorèse dans un gel gradient 4-12% de Tris-bis 

polyacrylamide (NuPAGE, Invitrogen) dans des conditions réductrices et colorées avec  du 

bleu de Coomassie colloïdal (imperial stain, Pierce). Les portions de gel contenant des 

protéines ont été découpées et décolorées dans 200 µl de 0,1 M NH4HCO3/acétonitrile (v/v) 

pendant 20 minutes, centrifugé et gonflé dans de l’eau jusqu'à ce que la décoloration soit 

Figure 34 : Etude de la dynamique membranaire d’une protéine par la technique du suivi de 

molécule isolée. 
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complète. Les morceaux de gel ont ensuite été incubés dans 150 µl d’acétonitrile 100% 

pendant 10 min puis séchés. La  réhydratation des pièces de gel se fait dans du NH4HCO3 0,1 

M contenant 30 mg/ml de TCEP pendant 10 min à température ambiante. La solution de 

TCEP a été remplacée par 55 mM d’iodoacétamide dans du NH4HCO3 0,1 M pendant 30 min 

à température ambiante dans l'obscurité. 

Les morceaux de gel ont été lavés dans 150 µl de NH4HCO3 0,1 M pendant 10 minutes, avant 

l'addition de 150 µl d'acétonitrile pendant 15 min, puis déshydratés dans 100% d'acétonitrile 

et séchés. Pour la digestion des pièces de gel par la trypsine, la trypsine profil IGD Kit-

PP0100 (Sigma) a été utilisée selon les instructions du fabricant pendant une nuit à 37°C. 

Suite à la digestion enzymatique, les surnageants sont récupérés, l’extraction des protéines des 

fragments de gels a été effectuée deux fois par addition de 20 µl d'une solution  d’acétonitrile 

/acide formique 5%, 70/30 (v/v) et incubés pendant 20 min à 37°C. Les surnageants ont été 

rassemblés, séchés et réhydratés dans un mélange acétonitrile/acide formique H2O dans un 

rapport 3/0,5/96 (v/v). 

Mesure des masses des peptides et fragmentation  

L’analyse par LC-MS est effectuée avec un système nano LC (Ultimate 3000; Dionex) couplé 

à un spectromètre de masse hybride Ion trap/Orbitrap MS (LTQ Orbitrap Velos ; Thermo 

Fisher Scientific, Bremen, Germany). 1µl de protéine digérée est injecté dans le système nano 

LC à l’aide d’une colonne de pré-concentration (C18 trap column - PepMap C18, 300 

μmID×5 mm, 5μm particle size et 100 Å pore size; Dionex) et la colonne d’analyse est une 

colonne à phase inverse de longueur 15 cm (Acclaim pepmap RSLC 75µm x 15 cm, 

nanoViper C18, 2µm, 100 Å). Les peptides sont séparés avec le gradient suivant : 96 % 

solvant A pendant 3 min, 4–55% solvant B pendant 25 min, 50–90% solvant B pendant 1 min 

et 90% solvant B pendant 5 min (solvant A = H2O + 0.1% FA; solvant B = 80% ACN +20 % 

H2O + 0.1% FA). Un scan MS complet à haute résolution est effectué sur l’Orbitrap 

(résolution 30000; AGC (nombre d’ion maximum) 1 000 000). Les spectres MS/MS sont 

obtenus par collision-fragmentation (CID), avec une fenêtre d’isolement de 3 Da. Data 

dependent top 5 (1 full MS suivi par 5 MS/MS) est réalisé, avec l’option dynamic exclusion. 

Le voltage appliqué au capillaire pour le nanospray est de 1.6 V, la température est de 275°C. 

Analyse de données (Identification des protéines et de l'analyse quantitative) 

Les données sont analysées par le logiciel Proteome Discoverer 1.4. La base de donnée 

interrrogée est une base humaine (Swiss-Prot), l’erreur de masse fixée pour les ions 

précurseurs (full MS) est inférieure à 10 ppm (erreurppm = (m/zexperimental – m/zthéorique) x 
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10
6
/m/zthéorique. L’erreur de masse pour les ions issus des spectres MS/MS est déclarée 

inférieure à 0.6 Da. La masse des peptides est cherchée entre 350 Da et 5000 Da avec un 

temps de rétention est de 10 min à 50 min. Une erreur de site de clivage est tolérée. Les 

modifications dynamiques pour les peptides sont l’acétylation Nter, l’oxydation de la 

méthionine et la carbamidométhylation pour les acides aminés histidine, acide aspartique et 

acide glutamique. La modification carbamidométhyle est systématique pour la cystéine. Les 

identifications de peptides sont validées par la détermination des faux positifs par la stratégie 

Target Decoy (Cible-Leurre).  La probabilité d’identification du peptide repose sur la qualité 

du spectre MS/MS expérimental comparé au spectre théorique (PSM ou Peptide Spectral 

Match). Elle est élevée (high) si le taux de faux positifs (FDR ou False Discovery Rate) est 

inférieur à 1%, faible (low) si le FDR est supérieur à 5% et moyenne (medium entre les 1 et 

5%). Elle est exprimée par la valeur Xcorr qui est une corrélation entre le spectre 

expérimental et le spectre théorique. 
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1- L’association directe des TspanC8 avec ADAM10 : 

caractérisation dans les cellules U2OS  

Des expériences précédentes avaient démontré que la métalloprotéase ADAM10 est la 

protéine partenaire des tétraspanines qui ont huit résidus cystéine dans leur LED (TSPAN5, 

TSPAN10, TSPAN14, TSPAN15, TSPAN17 et TSPAN33), désignées collectivement comme 

le sous-groupe TspanC8. Les TspanC8 régulent la sortie d’ADAM10 du réticulum 

endoplasmique (RE). Quatre d’entre elles, Tspan5, Tspan14, Tspan15 et Tspan33, peuvent 

réguler l'expression d’ADAM10 à la membrane plasmique tandis que les autres TspanC8, 

Tspan10 et Tspan17 induisent une accumulation d'ADAM10 dans les endosomes tardifs 

(Dornier et al., 2012 ; Haining et al., 2012 ; Prox et al., 2012). Ce niveau de régulation 

apparaît important pour la voie de signalisation Notch puisque l’extinction, par ARN 

interférence, des tétraspanines Tspan5 et Tspan14 réduit l’activité Notch dans une lignée 

cellulaire humaine. De plus, l’extinction de l’activité de trois tétraspanines TspanC8 chez D. 

Melanogaster (Tsp3A, Tsp86D, et Tsp26D) altère plusieurs processus du développement 

dépendant de Notch, ainsi que son activité et la localisation subcellulaire d’ADAM10 in vivo. 

L'association directe d’ADAM10 avec plusieurs tétraspanines partenaires suggère que 

certaines de ses propriétés peuvent être régulées différemment par les diverses TspanC8. En 

effet, les TspanC8 ont une fonction conservée dans la régulation du trafic et de l'activité 

ADAM10, et elles pourraient réguler l'activation du récepteur Notch (Dornier et al., 2012).  

Afin de déterminer la façon dont les TspanC8 régulent ADAM10, et les conséquences sur la 

voie de signalisation Notch nous avons utilisé une lignée cellulaire d’ostéosarcome, les 

cellules U2OS, exprimant de façon endogène et majoritaire les TSPANC8 Tspan5 et Tspan14. 

Les tétraspanines Tspan-17 et -33 sont faiblement exprimées et les tétraspanines Tspan10 et 

Tspan15, ne le sont pas. Les cellules U2OS ont été transduites et expriment de façon stable le 

récepteur Notch-1 humain, et dénommées U2OSN1 (Moretti et al., 2010). 

1.1- L’expression des TspanC8, Tspan-5, -14 et -15 dans des cellules 

U2OSN1 augmente l'expression d’ADAM10 à la membrane 

Des expériences effectuées précédemment au laboratoire ont déjà démontré que l'inhibition de 

Tspan5 et Tspan14 réduit l'activité Notch dans les cellules U2OSN1. Ceci a été associé à une 

diminution des niveaux d'expression d’ADAM10. Le rôle de Tspan15 sur la métalloprotéase 

ADAM10 et le récepteur Notch n’a pas été déterminé dans ces cellules car elles n'expriment 

pas Tspan15. Nous avons comparé directement l'effet de Tspan5, Tspan14 et Tspan15 sur 
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l'expression d’ADAM10. Les cellules U2OSN1 ont été transfectées de façon stable avec les 

plasmides codant les protéines de fusion : Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP. Le 

niveau d’expression de surface d’ADAM10 a été suivi simultanément avec celui des 

tétraspanines par des analyses de cytométrie en flux bi-paramétriques (GFP : tétraspanine ; 

PE : ADAM10). La transfection des tétraspanines-5, -14 et -15 induit une augmentation du 

niveau d’expression d’ADAM10 à la surface des cellules alors que l’expression de la 

tétraspanine CD9 (contrôle) n’a pas d’impact. L’expression d’ADAM10 dans les cellules 

exprimant Tspan15 est 2 fois supérieure à celle observée dans les cellules exprimant Tspan5 

ou Tspan14 (figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La présence du complexe TspanC8-ADAM10 à la surface des cellules U2OSN1 a été 

confirmée grâce à des analyses biochimiques. Les protéines de surface des cellules U2OSN1 

exprimant de façon stable Tspan5, Tspan14 et Tspan15 ont été marquées par la biotine. Après 

la lyse des cellules dans des conditions non stringentes (BRIJ97), nous effectuons une co-

immunoprécipitation (Co-Ip) avec des anticorps dirigés contre la GFP, il n’existe pas 

d’anticorps fiables dirigés contre ces tétraspanines, nous utilisons donc la protéine de fusion 

GFP comme étiquette. Les immunoprécipitats ont été analysé par western-blot (figure 36). 

Nous confirmons la présence des complexes TspanC8-ADAM10 à la surface des cellules 

transfectées stables. La fraction d’ADAM10 associée aux tétraspanines est marquée par la 

Figure 35: L’expression des TspanC8 Tspan-5, -14 et -15 dans la lignée cellulaire U2OSN1 

augmente l'expression de surface d’ADAM10.  

Analyse par cytométrie en flux du niveau d’expression de la protéine ADAM10 à la surface 

cellulaire selon la TspanC8 exprimée.  
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biotine comme le démontre l’immunoblot avec la streptavidine. Ces données indiquent 

qu’ADAM10 s’associe avec les trois TspanC8, Tspan5, -14 et -15,  et que les couples 

TspanC8-ADAM10 sont présents à la surface cellulaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’expression du récepteur Notch dans les cellules U2OSN1 a ensuite été analysée. Les 

cellules U2OSN1 expriment de façon stable le récepteur Notch-1 humain dans lequel une 

étiquette hémagglutinine (HA) est insérée entre les répétitions EGF 22 et 23 (Moretti et al., 

2012). Les cellules U2OSN1, exprimant ou non de façon stable les tétraspanines-5, -14 et -15 

étiquetées GFP, ont été lysées en condition non-stringente (Brij97) puis analysées par 

western-blot. L’augmentation de l’expression d’ADAM10 par les TspanC8 et la présence des 

complexes Tspan-ADAM10 à la surface des cellules ne sont pas corrélées avec une 

modification notable de l’expression du récepteur Notch (figure 37). 

 

 

 

 

 

Figure 36: Les complexes TspanC8-

ADAM10 sont présents à la surface 

cellulaire.  

L’association entre les TspanC8 et la 

protéase ADAM10 est analysée par 

western-blot après marquage des 

protéines de surface par la biotine et co-

immunoprécipitation, dans les cellules 

U2OSN1 exprimant de façon stable ou 

non les Tspan5, -14 ou -15, lysées en 

BRIJ97. 
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1.2- Distribution intracellulaire des TspanC8, Tspan5, Tspan14 et 

Tspan15 dans les cellules U2OSN1  

Nous avons étudié la localisation subcellulaire des tétraspanines dans les cellules U2OSN1 

transfectées ou non de façon stables avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP par 

épifluorescence (figure 38). Les tétraspanines Tspan5, Tspan14 et Tspan15 sont exprimées à 

la membrane cellulaire et elles ont également une localisation intracellulaire. Les Tspan5 et 

Tspan14 semblent être exprimées dans un compartiment péri-nucléaire alors que Tspan15 

apparait dans un compartiment vésiculaire.  

 

 

 

 

 

 

 Figure 38: Les TspanC8 ont une localisation subcellulaire différente. 

Analyse par immunofluorescence de la localisation des TspanC8 sur les cellules U2OSN1 

transfectées de façon stable avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP. Les cellules ne 

sont pas perméabilisées. Les réglages d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Objectif 

à immersion x63. 

Figure 37: Analyse de 

l’expression du récepteur 

Notch dans les cellules 

U2OSN1.  

Des cellules U2OSN1 ont été 

transfectées de façon stables 

avec Tspan5-GFP, Tspan14-

GFP et Tspan15-GFP et 

analysées par western-blot 

avec les anticorps cités sur la 

droite, après lyse en Brij97. 
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Afin de déterminer l’identité des compartiments intracellulaires nous avons effectué des 

analyses par microscopie confocale. Les cellules U2OSN1 transfectées ou non de façon stable 

avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP ont été perméabilisées, puis marquées avec 

des anticorps dirigés contre des marqueurs de compartiment intracellulaire. Un fort marquage 

vésiculaire est toujours observé dans les cellules exprimant Tspan15. Ces vésicules 

intracellulaires positives pour Tspan15 sont co-marquées avec le CD63, un marqueur des 

endosomes tardifs (figure 39). De façon intéressante il n’y a pas de co-marquage 

intracellulaire de ces vésicules avec ADAM10 (figure 41). Les  Tspan5 et Tspan14 sont 

exprimées dans un compartiment péri-nucléaire et co-localisent avec le marqueur du 

réticulum endoplasmique, PDI (figure 40). Elles sont également présentes dans des structures 

fines de type vésiculaires qui expriment ADAM10  (figure 41). Ces données démontrent que 

les tétraspanines 5 et 14 sont exprimées dans le réticulum endoplasmique, il est possible 

qu’une fraction plus importante de ces tétraspanines ne soit pas sortie du RE par rapport à 

Tspan15 (en ce qui concerne le compartiment intracellulaire) qui est exprimé principalement 

dans les endosomes tardifs. La protéase ADAM10 n’est pas localisée dans les endosomes 

tardifs et est localisée différemment selon l’expression de Tspan5/Tspan14 par rapport à 

Tspan15 (figure 41). 
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Figure 39: La TspanC8, Tspan15 est exprimée dans les endosomes tardifs. 

Analyse par microscopie confocale de la distribution subcellulaire des TspanC8 dans les cellules 

U2OSN1 transfectées de façon stable avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP. Les 

cellules sont perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-CD63 (endosomes tardifs). Les 

réglages d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Objectif à immersion x63. 
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Figure 40: Les TspanC8, Tspan5 et Tspan14 sont partiellement retenues dans le réticulum 

endoplasmique. 

Analyse par microscopie confocale de la distribution subcellulaire des TspanC8 dans les cellules 

U2OSN1 transfectées de façon stable avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP. Les 

cellules sont perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-PDI (RE). Les réglages 

d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Objectif à immersion x63. 
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Figure 41: ADAM10 colocalise avec Tspan5 et Tspan14 dans le compartiment intracellulaire mais 

pas avec Tspan15. 

Analyse par microscopie confocale de la distribution subcellulaire d’ADAM10 dans les cellules 

U2OSN1 transfectées de façon stable avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP. Les 

cellules sont perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-ADAM10. Les réglages 

d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Objectif à immersion x63. 
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2- L’expression de Tspan15 dans les cellules U2OSN1 inhibe 

l'activité Notch induite par le ligand  

Les TspanC8 régulent la sortie d’ADAM10 du réticulum endoplasmique (RE) et contrôlent 

différemment son adressage à la membrane plasmique. Afin d’examiner l'impact de 

l'expression de ces TspanC8 sur la régulation de la voie de signalisation Notch induite par le 

ligand, nous utilisons les cellules U2OSN1. Les différentes lignées cellulaires exprimant ou 

non stablement les Tspan-5, -14 ou -15 ont été transfectées transitoirement avec une 

construction reportrice de l’activité Notch (luciférase firefly). La voie de signalisation est 

activée grâce à l’apport d’un de ses ligands, Delta-1 (DLL1) par co-culture avec des cellules 

OP9 l’exprimant ou non. L'expression de Tspan5 ou Tspan14 n'a eu aucun effet significatif 

sur l'activité de Notch. En revanche, les cellules U2OSN1 exprimant Tspan15, ont montré une 

diminution d’environ 50% de l'activité Notch induite par les cellules OP9-DLL1 par 

comparaison à des cellules U2OSN1 (figure 42). Des résultats similaires ont été obtenus à 

l'aide de deux populations de cellules transfectées de manière stable et de façon indépendante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42: L’expression de Tspan 15 dans les cellules U2OSN1 diminue l’activation ligand 

dépendante de la voie Notch.  

Les cellules U2OSN1 exprimant ou non stablement Tspan5, 14 ou 15 sont transfectées avec la 

construction reportrice de Notch, CSL-luciférase, pour mesurer son activité après mise en contact 

en co-culture de cellules OP9 exprimant ou non le ligand de Notch, DLL1. Sur la figure est 

représentée l'erreur standard (SEM : Standard Error of the Mean) des expériences indépendantes 

faites en duplicat. 
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2.1- L’inactivation de Tspan15 restaure l’activité Notch   

L’expression de Tspan15 a été (fortement) diminuée par ARN interférence dans les cellules 

U2OSN1. Les conséquences sur l’activation de la voie de signalisation Notch ont été suivies 

par mesure de l’activité luciférase. L’effet de Tspan15 est spécifique car sa déplétion induit 

une large augmentation de l’activité Notch (figure 43). 

 

 

 

 

 

 

 

2.2- La tétraspanine-15 inhibe la signalisation Notch à un niveau pré-

γ-sécrétase 

Lorsque la signalisation Notch canonique est activée, la production du fragment intracellulaire 

NICD se fait grâce à deux clivages successifs du récepteur notch suite à la fixation du ligand, 

le premier est effectué par ADAM10 et le second par le complexe γ-sécrétase (Mumm et al., 

2000 ; Fryer et al., 2002 ; Fryer et al., 2004). Ces clivages permettent donc la libération du 

NICD qui à son tour migre vers le noyau et active la transcription des gènes cibles de Notch. 

Afin de préciser l’étape d’activation de la voie de signalisation qui est régulée par Tspan5 et 

Tspan15 nous avons testé si ces TspanC8 sont capables d’agir sur le complexe γ-sécrétase. 

Afin de répondre à ces questions nous avons exprimé dans les cellules U2OSN1 exprimant ou 

non de façon stable les tétraspanines -5 et -15, les différentes constructions du récepteur 

Notch indépendantes de la fixation du ligand : NICD, qui correspond au domaine 

intracellulaire de Notch1, et Notch1-E, qui contient une partie du domaine extracellulaire, le 

domaine transmembranaire et le NICD. Les deux constructions ne contiennent pas le domaine 

PEST qui participe à la dégradation et à l’arrêt de la signalisation (figure 44a), (Fryer et al., 

2002 ; Fryer et al., 2004). 

Figure 43: La déplétion de Tspan15 dans les 

cellules U2OSN1 augmente l’activation 

ligand dépendante de la voie Notch.  

L’expression de Tspan15 dans les cellules 

U2OSN1-Tspan15GFP a été diminuée par 

ARN interférence. Puis elles ont été 

transfectées avec la construction reportrice 

de Notch, CSL-luciférase, pour mesurer son 

activité après mise en contact en co-culture 

de cellules OP9 exprimant ou non le ligand 

de Notch, DLL1. Sur la figure est 

représentée l'erreur standard (SEM : 

Standard Error of the Mean) des expériences 

indépendantes faites en duplicat. 
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L’expression des constructions reportrices, NICD et Notch1-E (constitutivement actives) 

induisent une augmentation de l’activité Notch dans les cellules U2OSN1 exprimant les 

TspanC8, de façon intéressante elle n’est pas réduite dans les cellules exprimant Tspan15 

(figure 44b). L’ensemble de ces données indiquent que Tspan15 est un régulateur négatif de la 

signalisation Notch à une étape pré-γ-sécrétase, en agissant très probablement sur ADAM10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) 

b) 

Figure 44: L’expression de Tspan15 dans les cellules U2OSN1 inhibe la voie de signalisation 

Notch à une étape pré-γ-sécrétase.  

a) Représentation schématique des constructions utilisées. Le fragment Notch1ΔE est dépendant du 

clivage par le complexe γ-sécrétase alors que le fragment NICD est indépendant des clivages 

protéolytiques et peut migrer au noyau pour activer la construction reportrice (Mumm et al., 

2000 ; Fryer et al., 2002 ; Fryer et al., 2004) 

b) Quantification de l’activation de la voie de signalisation Notch indépendante de la fixation du 

ligand. Les cellules U2OSN1 exprimant ou non stablement Tspan5 ou Tspan15 sont transfectées 

avec différentes constructions du récepteur Notch indépendante de la fixation du ligand: Notch1ΔE 

et NICD. Sur la figure est représentée l'erreur standard (SEM : Standard Error of the Mean) des 

expériences indépendantes faites en duplicat. 
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3- Les TspanC8 régulent de façon différente la compartimentation 

membranaire d’ADAM10  

3.1- Analyse de l’environnement membranaire d’ADAM10 par 

gradient de saccharose  

Nous avons supposé que l'activité différentielle des TspanC8 sur l'activité Notch pourrait être 

due à une compartimentation membranaire d’ADAM10 différente. Pour déterminer si  

Tspan5, Tspan14 et Tspan15 pouvaient influencer l’environnement membranaire d’ADAM10 

à la membrane, nous avons effectué une centrifugation en gradient de saccharose. Les cellules 

U2OSN1 transfectées ou non de façon stable avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-

GFP ont été lysées en conditions non-stringente (Brij98). Nous avons ensuite analysé la 

densité apparente des molécules d’ADAM10 par immunoblot après séparation sur un gradient 

discontinu de saccharose. La densité des tétraspanines a été étudiée et comparée aux contrôles 

(figure 45). Comme attendu, le CD55 une protéine à ancre-GPI, résident des radeaux 

lipidiques (Charrin et al., 2002), a été principalement retrouvée dans les fractions de faible 

densité (1-4). La séparation entre les différentes fractions (1-9) de CD9P-1, un partenaire 

moléculaire CD9 et CD81, et de la tétraspanine CD9 a été similaire dans les différentes 

lignées cellulaires. Comme observé sur la figure 36, une fraction d’ADAM10 est présente 

dans les fractions légères de gradients de saccharose, indiquant une association de la molécule 

avec les membranes résistantes aux détergents (DRM : Detergent-Resistant Membranes). De 

plus, la fraction d’ADAM10 présente dans les fractions de haute densité est plus élevée dans 

les cellules U2OSN1 transfectées avec Tspan15 que dans les cellules U2OSN1 transfectées 

avec Tspan5 ou Tspan14. Ces données suggèrent que l’environnement membranaire de la 

protéase ADAM10 est différent selon l’expression de Tspan5 ou Tspan15. 
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Figure 45: L’environnement membranaire de la protéase ADAM10 est différent selon l’expression 

de Tspan5 ou Tspan15. 

a) Analyse par western-blot après ultracentrifugation en gradient de saccharose (4%-60%), des 

cellules U2OSN1 transfectées stablement ou non avec Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-

GFP, lysées en Brij98. Les fractions récoltées, numérotées de 1 à 9, sont ensuite analysées par 

SDS-PAGE, et la détection est effectuée avec des anticorps dirigés contre ADAM10, CD9 

(tétraspanine témoin) CD9P-1 (protéine partenaire de CD9, témoin), GFP (contrôle TspanC8), 

CD55 (protéine à ancre-GPI, contrôle compartimentation).  

b) Représentation graphique des quantifications obtenues après SDS-PAGE des fractions de 

l’ultracentrifugation en gradient de saccharose. Les analyses ont été effectuées grâce au système 

d’imagerie infrarouge Odyssey®. 

b) a) 
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3.2- Le comportement dynamique d’ADAM10 à la membrane 

plasmique est différent selon l’expression de Tspan5 ou Tspan15 

Afin d’analyser le comportement dynamique d’ADAM10 dans le cadre de la 

compartimentation par les tétraspanines nous avons utilisé la méthode du suivi de molécule 

isolée ou single-molecule tracking (SMT) en collaboration avec Pierre-Emmanuel Milhiet. 

Les cellules U2OSN1 exprimant de façon stable Tspan5 et Tspan15 ont été étalées sur des 

lamelles de verre. Pour marquer les molécules ADAM10, des fragments Fab de l'anticorps 

monoclonal 11G2 ont été préparés et étiquetés avec une sonde fluorescente unique Atto647N. 

Dans cette technique, l'étiquetage d'un faible nombre de protéines permet aux molécules 

individuelles d’être optiquement isolées et leur position déterminée avec précision. Le type de 

diffusion est établi par l’analyse du coefficient de diffusion apparent (ADC) qui a été calculé 

selon le déplacement quadratique moyen (MSD) par rapport aux courbes temporelles des 

trajectoires de molécules individuelles (pour plus de détails, voir la section dans le matériel et 

méthode).  

De façon similaire à d'autres protéines membranaires, dont la tétraspanine CD9, la distribution 

de l’ADC d’ADAM10 est hétérogène. Trois modes de diffusion ont été observés: (1) une 

diffusion brownienne, (2) une diffusion confinée ou restreinte, et (3) une diffusion alternant 

des périodes de diffusion brownienne et confinée appelée «trajectoires mixtes » (figure 37). 

Une différence majeure entre les deux lignées cellulaires, U2OSN1-Tspan5 et U2OSN1-

Tspan15, est une fraction plus élevée de molécules d’ADAM10 présentant un mouvement 

brownien dans les cellules transfectées avec Tspan15 (70%) que celles transfectées avec 

Tspan5 (55%), (figure 46). L'ADC moyen d’ADAM10 était significativement plus élevé dans 

les cellules exprimant Tspan15 que dans les cellules exprimant Tspan5 (0,1035 +/-0,0022 

µm
2
/s contre 0,05733 +/-0,003073 (moyenne +/- SEM, n = 800, p<0,0001). Cela est dû à un 

ADC un peu plus élevé de molécules possédant un mouvement brownien (0,1337 +/-0,0038  

µm
2
/s contre 0,1012 +/-0,0034 µm

2
/s (n = 560 et 440, p<0,0001) ainsi qu’à une fraction plus 

faible de molécules confinées et de molécules mixtes (17% et 13% contre 22 et 23%), dont le 

taux de diffusion est plus faible. Ces analyses confirment que les tétraspanines Tspan5 et 

Tspan15 régulent de façon différente le comportement dynamique d’ADAM10 par 

compartimentation membranaire.  
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Figure 46: L’expression de Tspan5 et Tspan15 modifie le comportement dynamique d’ADAM10 à 

la membrane. 

a) Distribution des ADC d’ADAM10 en fonction de l’expression de Tspan5 et Tspan15 et du type 

de trajectoires dans des cellules U2OSN1 transfectées de façon stable pour Tspan5-GFP ou 

Tspan15-GFP. 

b) Histogramme représentant la répartition des différents modes de trajectoires d’ADAM10 en 

fonction de l’expression de Tspan5 et Tspan15 dans des cellules U2OSN1 transfectées de façon 

stable pour Tspan5-GFP ou Tspan15-GFP. 

b) 

a) 
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3.3- Le répertoire des protéines-associées à Tspan5 et Tspan15 est très 

divergent 

Les données précédentes suggèrent que Tspan5 et Tspan15 ciblent ADAM10 dans différents 

compartiments membranaires. Afin de caractériser l’environnement protéique membranaire 

d’ADAM10, nous avons analysé le répertoire des molécules associées aux Tspan5 et 

Tspan15. Nous avons comparé par spectrométrie de masse quantitative « label-free », les 

protéines intégrales de la membrane plasmique co-immunoprécipitées avec Tspan5, Tspan15 

ou CD9 (une tétraspanine classique) après lyse en condition non-stringente (Brij97), qui 

permet de conserver les interactions tétraspanine-tétraspanine. La plupart des analyses 

précédentes de protéines associées aux tétraspanines ont été réalisées après 

immunoprécipitation en utilisant des anticorps anti-tétraspanines. En l'absence d’anticorps 

fiables pour Tspan5 ou Tspan15, nous utilisons une approche alternative. Afin d'évaluer la 

pertinence du pull-down par GFP-trap® des tétraspanines étiquetées GFP, nous avons 

comparé le répertoire des protéines de la membrane cellulaire co-immunoprécipitées avec 

CD9 (à partir de cellules U2OSN1) en utilisant un anticorps monoclonal anti-CD9, ou avec 

CD9-GFP (cellules U2OSN1 exprimant de façon stable CD9-GFP) en utilisant des billes 

GFP-trap®. Nous observons que Tspan5 et Tspan14 sont présentes dans 

l'immunoprécipitation avec des anticorps anti-CD9. Une différence notable est que plusieurs 

tétraspanines qui ont été co-immunoprécipitées par l’anticorps anti-CD9 n’ont pas été 

détectées après l’immunoprécipitation de CD9-GFP en utilisant des billes GFP-TRAP® 

(figure 47). Nous avons constaté qu’il y avait une bonne corrélation entre les billes CD9-GFP 

et les billes GFP-TRAP®, dans cette approche les tétraspanines pourraient-être sous estimées. 

Les données de spectrométrie de masse ont été analysées et nous nous sommes focalisés sur 

les protéines intégrales connues pour être exprimées à la membrane plasmique, une centaine a 

été dénombrée. Parmi elles, quelques-unes ont été co-immunoprécipité uniquement avec la 

tétraspanine CD9, d’autres protéines précipitent mieux avec Tspan5 que Tspan15 et 

inversement. Il ressort de cette analyse que le répertoire des protéines membranaires 

interagissant avec Tspan5 est fortement similaire à celui de CD9. En revanche le profil des 

protéines membranaires interagissant avec Tspan15 est très largement différent (figures 48-

49). Le tableau 10 répertorie les protéines présentes à la membrane plasmique les plus 

abondantes  co-immunoprécipitées avec les tétraspanines CD9, Tspan5 ou Tspan15. 
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Figure 47 : Comparaison des protéines 

immunoprécipitées par l’anticorps anti-

CD9 versus celles immunoprécipitées 

dans les cellules CD9-GFP en utilisant 

des billes GFP-TRAP®. Il y a une bonne 

corrélation entre les deux approches. 

Figure 48: Immunoprécipitation avec le 

système GFP-TRAP® et purification des 

protéines partenaires. 

Les complexes (protéines partenaires) à 

tétraspanines sont isolés après lyse des 

cellules U2OSN1 transfectées stablement 

avec CD9-GFP, Tspan5-GFP et Tspan15-

GFP en Brij97, puis immunoprécipités. 

Après l’IP ils sont déposés sur gel SDS-

PAGE, coloré au bleu de comassie, puis 

préparé en vue d’identifier les protéines 

par MS/MS. Les tétraspanines 5 et 15 et 

la protéase ADAM10 sont indiquées à 

gauche. 

Figure 49 : Répartition des protéines 

membranaires associées à CD9, Tspan5 

ou Tspan15, en fonction de leurs niveaux 

de co-immunoprécipitation avec Tspan5 

ou Tspan15.  

Plus de 100 protéines ont été précipitées. 

Certaines ont co-immunoprécipitées 

seulement avec CD9 (en rouge), d’autres 

l’étaient mieux avec Tspan5 que Tspan15 

(en bleu), à l’inverse d’autres l’étaient 

avec Tspan15 mais pas Tspan5 (en vert). 

Les protéines les plus abondantes co-

immunoprécipitées avec CD9, sont aussi 

mieux co-immunoprécipitées avec Tspan5 

qu'avec Tspan15. Les protéines sont  

distribuées ici selon le rapport entre 

Tspan5 et Tspan15.  
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Protéine Gène 

Quantité de protéines 

(Nombre de peptides uniques)  

    CD9 Tspan5 Tspan15 

Spécifique à CD9   
 

  
 

  
 

  

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 ATP1B1 71.37 (3) ND   ND   

Monocarboxylate transporter 8 (MCT 8)  SLC16A2 40.67 (2) ND   ND   

Tsp5 ≈ Tsp15   
 

  
 

  
 

  

Disintegrin et metalloproteinase domain-containing protein 10 ADAM10 27.69 (5) 3795.00 (18) 4232.00 (31) 

Transferrin receptor protein 1  TFRC 81.55 (23) 50.40 (16) 49.01 (19) 

CD9 antigen CD9 7170.00 (5) 49.59a (1) 48.51a (1) 

4F2 cell-surface antigen heavy chain               

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1  ATP1A1 145.10 (25) 26.19 (15) 27.30 (13) 

Disintegrin et metalloproteinase domain-containing protein 17  ADAM17 45.01 (8) 24.14 (5) 24.56 (4) 

HLA class I histocompatibility antigen, B alpha chain HLA-B 14.22 (2) 23.77 (1) 34.52 (2) 

Integrin alpha-2 ITGA2 7.76 (2) 21.53 (15) 15.90 (6) 

Basal cell adhesion molecule BCAM 22.46 (12) 18.76 (6) 18.25 (3) 

Teneurin-3  TENM3 61.92 (31) 18.54 (6) 24.03 (9) 

Tetraspanin-14  TSPAN14 ND   4.42 (1) 5.09 (2) 

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3  ATP1B3 55.54 (3) 3.54 a (1) 5.33 a (1) 

Tsp5>Tsp15   
 

  
 

  
 

  

Tetraspanin-5  TSPAN5 3.89 (1) 3270.00 (6) 7.80a (1) 

Integrin beta-1  ITGB1 514.40 (16) 423.40 (17) 103.50 (9) 

Integrin alpha-3  ITGA3 515.30 (23) 288.00 (17) 99.67 (14) 

CD44 antigen CD44 89.57 (5) 28.47 (2) 14.25 (3) 

Erythrocyte bet 7 integral membrane protein  STOM 9.02 (3) 28.43 (9) 2.90 (3) 

Tetraspanin-9  TSPAN9 21.06 (2) 28.09 (2) 6.07 (2) 

Prostaglandin F2 receptor negative regulator (CD9P-1/EWI-F)  PTGFRN 808.80 (28) 26.32 (8) 7.42a (1) 

CD151 antigen CD151 12.10 (1) 26.09 (1) ND   

Syntaxin-4  STX4 79.67 (6) 21.36 (6) 9.50a (1) 

CD166 antigen ALCAM 10.17 (4) 21.33 (1) 10.09 (2) 

Low-density lipoprotein receptor  LDLR ND   21.02 (1) 9.15a (3) 

Cell surface glycoprotein MUC18  MCAM 4.52 (1) 20.11 (8) ND   

Latrophilin-2 LPHN2 24.63 (12) 18.62 (2) ND   

Integrin alpha-6  ITGA6 114.70 (27) 17.17 (9) 15.82a (6) 

Immunoglobulin superfamily member 8 (EWI-2) IGSF8 218.00 (4) 14. 66 (5) 6.87a (2) 
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Tsp15 > Tsp5   
 

  
 

  
 

  

Platelet-derived growth factor receptor beta PDGFRB 1.98 (3) 6.70 (1) 87.70 (12) 

CD97 antigen  CD97 4.35 (2) 22.24 (5) 76.17 (9) 

Matrix metalloproteinase-14 (MT1-MMP)  MMP14 16.05 (4) 7.51a (1) 65.51 (3) 

Syntaxin-3 STX3 40.02 (4) 19.91 (6) 54.13 (3) 

Teneurin-2 TENM2 19.51 (17) 1.96 (1) 52.10 (2) 

Sn1-specific diacylglycerol lipase beta DAGLB 3.19 (2) 7.59 (1) 47.95 (6) 

Zinc transporter ZIP14 SLC39A14 14.56 (2) 6.39 (1) 27.73 (2) 

Immunoglobulin superfamily member 3 IGSF3 1.74 (1) 5.27 (3) 24.10 (15) 

Chondroitin sulfate proteoglycan 4 CSPG4 ND   5.07 (6) 43.96 (26) 

Protein sidekick-2 SDK2 ND   13.11 (4) 36.49 (5) 

C-type mannose receptor 2  MRC2 ND   12.50 (6) 33.23 (8) 

Integral membrane protein 2C  (Transmembrane protein 

BRI3)  
ITM2C ND   10.37 (2) 21.05 (1) 

Cytoskeleton-associated protein 4  CKAP4 ND   36.13 (11) 20.22 (4) 

Tetraspanin-15 TSPAN15 ND   ND   6946.00 (8) 

Adipocyte plasma membrane-associated protein  APMAP ND   NDb   274.40 (10) 

Scavenger receptor class B member 1 SCARB1 ND   NDb   67.82a (2) 

Discoidin, CUB et LCCL domain-containing protein 2  DCBLD2 ND   ND   38.92 (3) 

Ephrin type-B receptor 2  EPHB2 ND   ND   24.30 (8) 

Latrophilin-1 LPHN1 ND   ND   21.46 (10) 

CD276 antigen CD276 29.80 (2) NDb   22.90 (3) 

Dystroglycan  DAG1 23.08 (6) ND   11.27a (2) 

CD81 antigen CD81 14.00 (1) NDb   5.77 (1) 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 10: Répertoire des protéines partenaires, co-Immunoprécipitées avec CD9, Tspan5 et 

Tspan15 et identifiées par spectrométrie de masse.  

Analyse par spectrométrie de masse quantitative des protéines associées aux tétraspanines 

obtenues après co-immunoprécipitation avec le système GFP-trap®. Le tableau montre les 

protéines transmembranaires les plus abondantes connues pour être présentes à la membrane 

plasmique et co-immunoprécipitées avec l’étiquette-GFP de CD9, Tspan5 ou Tspan15 en utilisant 

des billes « GFP-trap ». Les protéines partenaires nouvellement identifiées sont indiquées en gras. 

Seules les protéines identifiées dans deux expériences avec une aire ≥ 2x10
7
 et avec 2 peptides 

uniques dans au moins une des co-IP sont indiquées, à l'exception des tétraspanines qui sont toutes 

représentées. Les valeurs indiquées dans ce tableau sont celles obtenues dans l'expérience réalisée 

en utilisant le plus grand nombre de cellules. 

a: n'est pas détectée dans la seconde expérience dans laquelle on utilise moins de cellules  

b: détectée dans la seconde expérience. 
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La protéase ADAM10 est plus fortement co-immunoprécipitées avec Tspan5 et Tspan15 

qu’avec la tétraspanine CD9, ce qui est cohérent avec le fait qu’ADAM10 est un partenaire 

direct de ces deux TspanC8. De plus, un certain nombre de protéines déjà démontré pour 

s’associer (directement ou indirectement) avec CD9 étaient mieux co-immunoprécipité avec 

Tspan5 qu'avec Tspan15. Ces protéines comprennent les partenaires de CD9 et CD81, CD9P-

1/EWI-F et EWI-2, ainsi que les deux sous-unités de l'intégrine 3, un partenaire de 

CD151 (figure 50). L'analyse par western-blot, des protéines immunoprécipitées, a confirmé 

que ces molécules sont mieux immunoprécipitées avec Tspan5 qu'avec Tspan15. Cela est 

cohérent avec la meilleure immunoprécipitation de CD9 et de CD151 avec Tspan5 qu’avec 

Tspan15. La Tspan14 co-immunoprécipite ces protéines à un niveau intermédiaire. Parmi les 

protéines les mieux co-immunoprécipitées avec Tspan15, nous avons validé l'interaction avec 

CD97 et IgSF3 (western-blot). L'interaction avec d'autres protéines identifiées, comme 

APMAP, ne peut pas être validée car nous n'avons pas d’anticorps appropriés pour l'analyse 

western-blot. Enfin, nous avons également validé que Tspan5 et Tspan15 co-

immunoprécipitent à un niveau similaire le récepteur de la transferrine et l’intégrine-2. La 

proportion de ces récepteurs co-immunoprécipités avec les tétraspanines a été cependant 

inférieure à celle des autres protéines testées (figure 50).  
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Figure 50: Analyse par western-blot des protéines co-immunoprécipitées avec les tétraspanines 

CD9-GFP, Tspan5-GFP et Tspan15-GFP. 

Après immunoprécipitation (IP) avec le système GFP-TRAP® des cellules U2OSN1 transfectées 

stablement ou non avec CD9-GFP, Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et Tspan15-GFP, lysées 

préalablement en Brij97. La composition des complexes est ensuite analysée par western-blot, avec 

les anticorps cités sur la droite (IB).  
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3.4- Tspan5 et Tspan15 influencent la capacité d’ADAM10 à interagir 

avec les composants du réseau de tétraspanines 

Nous avons ensuite analysé par spectrométrie de masse quantitative « label-free » le répertoire 

de protéines membranaires exprimées et co-immunoprécipitées avec ADAM10 en fonction de 

l'expression de Tspan5 ou Tspan15. Les cellules U2OSN1, exprimant ou non de façon stable 

les tétraspanines-5, -14 et -15 étiquetées GFP sont lysées en condition non-stringente (Brij97). 

Nous avons réalisé une co-immunoprécipitation en utilisant des anticorps anti-ADAM10. De 

manière surprenante, à l'exception de la chondroïtine sulfate protéoglycane-4 (CSPG4 : 

Chondroitin Sulphate ProteoGlycan 4) et le récepteur bêta du facteur de croissance dérivé des 

plaquettes (PDGFRβ : Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta), ADAM10 ne co-

immunoprécipite pas les protéines mieux co-immunoprécipitées avec Tspan15 que par les 

deux autres tétraspanines (tableau 11). En revanche, ADAM10 co-précipite un certain nombre 

de protéines s’associant à CD9 et Tspan5, y compris l’intégrine 1, CD9P-1 et EWI-2. Ces 

protéines ont été co-immunoprécipitées moins efficacement avec ADAM10 dans les cellules 

exprimant Tspan15 que celle exprimant Tspan5. Ceci a été confirmé par western blot (figure 

51). La diminution de l’immunoprécipitation des molécules associées à ADAM10 avec 

Tspan15 n’est pas due à un problème de reconnaissance des anticorps car réciproquement les 

anticorps anti-intégrine α3, CD9P-1, CD9 et CD151, co-immunoprécipitent une moins grande 

fraction d’ADAM10 quand Tspan15 est exprimée. En effet, dans ces expériences les anticorps 

anti-CD9P-1, CD9 et intégrine α3 ne précipitent pas de façon détectable Tspan15 (figure 52). 

Les résultats démontrent que Tspan5 et Tspan15 influencent la capacité d’ADAM10 

d’interagir avec d’autres protéines de surface. Tspan15 inhibe dans une certaine mesure 

l'interaction d’ADAM10 avec les constituants classiques du réseau de tétraspanines. 
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Protéine  Gène  

Quantité de protéines 

(Nombre de peptides uniques) 

        Tspan5   Tspan15 

Disintegrin et metalloproteinase domain-containing protein 10 ADAM10 372 (2) 662 (6) 

Tetraspanin-5 TSPAN5 1370 (1) ND 
 

CD9 antigen CD9 346 (1) 178 (1) 

Tetraspanin-14 TSPAN14 183 (1) 203 (2) 

CD81 antigen CD81 51.2 (1) 25.9 (1) 

Tetraspanin-9 TSPAN9 30.8 (1) 45.7 (1) 

CD82 antigen CD82 3.87 (1) ND   

CD63 antigen CD63 ND   5.96 (5)  

Tetraspanin-15 TSPAN15 ND   3070 (5) 

Integrin beta-1 ITGB1 684 (8) 256 (5) 

Integrin alpha-3 ITGA3 984 (12) 262 (5) 

Integrin alpha-6 ITGA6 132 (13) 33 (8) 

Prostaglandin F2 receptor negative regulator (CD9P-1) PTGFRN 943 (17) 383 (11) 

Immunoglobulin superfamily member 8 (IgSF8) (EWI-2)  IGSF8 175 (7) 115 (5) 

Choline transporter-like protein 1 (CTL-1) SLC44A1 44.6 (2) 31.8 (3) 

Lactadherin short form MFGE8 34.7 (2) 14.1 (3) 

Teneurin-3 TENM3 33.0 (3) 22.4 (1) 

Adipocyte plasma membrane-associated protein APMAP 30.9  (1) ND   

Transferrin receptor protein 1  TFRC 23.6 (6) 38.4 (9) 

Syntaxin-4 STX4 22.1 (2) ND   

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 ATP1A1 18.1 (5) 80.6 (5) 

Matrix metalloproteinase-14 (MT1-MMP) MMP14 8.64 (1) 54.0 (6) 

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F PTPRF 8.22 (1) ND   

4F2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2 7.66 (2) 8.44 (2) 

Basal cell adhesion molecule (BCAM) BCAM 6.95 (2) ND   

Zinc transporter ZIP14 SLC39A14 3.37 (1) ND   

Chondroitin sulphate proteoglycan 4 CSPG4 ND   212 (28) 

Platelet-derived growth factor receptor beta PDGFRB ND   4.69 (1) 

 

 

 

 

 

Tableau 11: Analyse par spectrométrie de masse du répertoire de protéines co-immunoprécipitées 

avec ADAM10 en fonction de l’expression  de Tspan5 ou Tspan15. 

Analyse par spectrométrie de masse quantitative des protéines associées à la protéine ADAM10 

obtenues après co-immunoprécipitation avec des anticorps anti-ADAM10. Le tableau montre les 

protéines co-immunoprécipitées avec ADAM10. 12 des protéines identifiées dans la co-

immunoprécipitation par Tspan5 et Tspan15 et présentes dans l’immunoprécipitation ADAM10 le 

sont avec une aire 1x10
7
 et avec 1 peptide unique sont indiquées, les tétraspanines sont aussi toutes 

représentées. Les valeurs indiquées dans ce tableau sont celles obtenues dans l'expérience réalisée 

en utilisant le plus grand nombre de cellules.  
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Figure 51: Les protéines partenaires associées à Tspan15 ne sont pas associées directement avec 

ADAM10.  

Analyse par western-blot après immunoprécipitation (IP) avec l’anticorps anti-ADAM10 des 

cellules U2OSN1 transfectées stablement ou non avec  CD9-GFP, Tspan5-GFP, Tspan14-GFP et 

Tspan15-GFP, lysées en Brij97. La composition des complexes est ensuite analysée par western-

blot, avec les anticorps cités sur la droite (IB).  

Figure 52: Tspan15 est capable d’inhiber en partie l'interaction d’ADAM10 avec les constituants 

protéiques « classiques » présents dans le « tetraspanins web » au niveau de la membrane 

plasmique. 

Des cellules U2OSN1 transfectées ou non de façon stable pour Tspan5-GFP ou Tspan15-GFP ont 

été lysées en Brij97 avant de réaliser une immunoprécipitation (IP) comme indiqué en haut de 

chaque piste. La composition des complexes est analysée par western-blot avec les anticorps cités 

sur la droite (IB). Les acquisitions ont été effectuées grâce au système d’imagerie infrarouge 

Odyssey®. 
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3.5- La localisation d’ADAM10 à la membrane plasmique est 

différente selon l’expression de Tspan5 ou Tspan15 

Nous avons voulu visualiser si la différence de compartimentation d’ADAM10 se reflétait à la 

membrane plasmique, pour cela les cellules U2OSN1 transfectées de façon stable avec 

Tspan5-GFP ou Tspan15-GFP ont été incubées ou non avec un anticorps monoclonal 

spécifique d’ADAM10 puis analysées par imagerie confocale. Dans les cellules non 

stimulées, Tspan15 et ADAM10 sont distribuées régulièrement à la surface des cellules 

U2OSN1-Tspan15 (figure 53). A l’inverse Tspan5 et ADAM10 sont principalement enrichis à 

la périphérie des cellules U2OSN1-Tspan5. La tétraspanine CD9 est utilisée comme témoin 

membranaire et est exprimée à la membrane dans un liseré fin et semble colocaliser avec 

ADAM10 dans les cellules U2OSN1-Tspan5 contrairement aux cellules U2OSN1-Tspan15. 

Après incubation avec un anticorps monoclonal dirigé contre ADAM10 (pendant 30 minutes 

à 37°C), les molécules d’ADAM10 ne sont pas redistribuées dans les cellules U2OSN1 

exprimant Tspan15 (figure 54). En revanche les molécules d’ADAM10 sont fortement 

enrichies dans un liseré fin à la périphérie des cellules U2OSN1 exprimant Tspan5, dans 

lequel CD9 est en grande partie co-distribué. Ces données montrent que les tétraspanines 

Tspan5 et Tspan15 régulent différemment la distribution membranaire d’ADAM10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS - 



Page | 157  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53: Les tétraspanines Tspan5 et Tspan15 régulent différemment la distribution 

membranaire d’ADAM10. 

Analyse par microscopie confocale de la localisation d’ADAM10 (en rouge) dans des cellules 

U2OSN1 transfectées de façon stable avec Tspan5-GFP et Tspan15-GFP (à gauche, en vert). Le 

marquage CD9 (à droite, en vert) est le témoin de marquage membranaire. Les cellules ne sont pas 

perméabilisées. Objectif à immersion x63. 
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Figure 54: Le marquage périphérique d’ADAM10 observé en présence de Tspan5 est renforcé par 

incubation à 37°C avec l’anticorps anti-ADAM10. 

Les cellules U2OSN1-Tspan5GFP et U2OSN1-Tspan15GFP ont été incubées avec un anticorps 

monoclonal (mAb) anti-ADAM10 pendant 30 minutes à 37°C. Elles sont ensuite fixées puis  

incubées avec un mAb dirigé contre CD9. ADAM10 est révélée avec un Alexa Fluor 568 (en rouge) 

et CD9 un Alexa Fluor 647 (en vert). La distribution membranaire des molécules différentes a été 

analysée par microscopie confocale. Les cellules ne sont pas perméabilisées. Objectif à immersion 

x63. 
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Les analyses de spectrométrie de masse ont mis en évidence une différence d’interaction vis-

à-vis de CD9 et des protéines membranaires partenaires de Tspan5 ou Tspan15. D’autres 

équipes ont précédemment démontré que plusieurs tétraspanines sont enrichies à la périphérie 

des cellules de cancer du sein (Berditchevski et Odintsova, 1999). Nous avons analysé quelles 

molécules étaient présentes à la périphérie de la cellule au même niveau que CD9 par 

microscopie confocale. Les cellules U2OSN1 transfectées ou non de façon stables avec 

Tspan5-GFP et Tspan15-GFP ont été incubées avec des anticorps dirigés contre la 

tétraspanine CD9 et contre des protéines partenaires du réseau de tétraspanines déjà 

identifiées lors de précédents travaux. De façon similaire aux résultats référencés, il y a un 

enrichissement de CD9 et d'autres molécules du réseau de tétraspanines (CD9P-1, EWI-2, 

CD151) à la périphérie des cellules U2OSN1, que ces cellules aient été transfectées avec 

Tspan5 ou Tspan15 (figure 55). De façon importante il n’y a pas de modification de 

l’expression des molécules partenaires à la membrane plasmique selon que l’on exprime 

Tspan5 ou Tspan15. 
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Figure 55: Analyse de la localisation de différents partenaires des tétraspanines dans les cellules 

U2OSN1 selon l’expression de Tspan5 ou Tspan15.  

Analyse par microscopie confocale des zones membranaires exprimant CD9, CD9P-1, EWI-2, et 

CD151 dans les cellules U2OSN1 exprimant Tspan5-GFP ou Tspan15-GFP. Les cellules ne sont 

pas perméabilisées. Les réglages d’acquisition sont identiques pour toutes les images. Objectif à 

immersion x63. 
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4- Rôles des différents domaines structuraux des TspanC8 dans 

l’interaction avec ADAM10  

Nos résultats démontrent que la compartimentation membranaire d’ADAM10 diffère en 

fonction de l’expression de Tspan5 ou Tspan15, ce qui pourrait être l’origine de la différence 

d’effet sur l’activité NOTCH. L’alignement de séquence des tétraspanines de la sous famille 

des TspanC8 met en évidence des zones très conservées ce qui suggère donc un rôle très 

important de ces résidus dans les fonctions des TspanC8, notamment pour l’interaction avec 

ADAM10. Nous voulons comprendre les bases moléculaires de la compartimentation 

différentielle entre Tspan5 et Tspan15. Les grands domaines extracellulaires des tétraspanines 

jouent un rôle dans les interactions directes (Charrin et al., 2009 ; Hemler, 2003 ; Yañez-Mó 

et al., 2009). Dans un premier temps nous avons construit des « protéines chimères » afin 

d’échanger les grands domaines extracellulaires de Tspan5 et Tspan15 (Tspan5LEL15 et 

Tspan15LEL5), (figure 56). D’autres part la palmitoylation des cystéines juxtamembranaires 

contribue à l'association entre tétraspanines et leurs partenaires (Charrin et al., 2002 ; 

Delandre et al., 2009 ; Yang et al., 2002 et Berditchevski et al., 2002). Nous utilisons un 

mutant de Tspan5 pour lequel les 4 sites potentiels de palmitoylation sont mutés, Tspan5
PLM

 

(Dornier et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

4.1- Distribution membranaire des protéines chimères LEL et du 

mutant non palmitoylable 

Nous avons tout d’abord regardé la localisation des chimères LEL et du mutant Tspan5
PLM

 à 

la membrane plasmique. Nous n’avons pas obtenus de clones stables pour la chimère 

réciproque Tspan5LEL15.  

RESULTATS - 

Figure 56 : Représentation schématique des deux TspanC8, Tspan5 et Tspan15 et des deux 

protéines chimères dont les grands domaines extracellulaires de Tspan5 et Tspan15 ont été 

échangés. 
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Les cellules U2OSN1 transfectées ou non de façon stable avec Tspan5
PLM

-GFP et 

Tspan15LEL5-GFP ont été analysées par épifluorescence. Le mutant et la chimère sont 

exprimés à la membrane cellulaire, le mutant Tspan5
PLM

 est localisé à la périphérie comme le 

sauvage, Tspan5 et la chimère Tspan15LEL5 se comporte de façon similaire à Tspan15 

(figure 57). En ce qui concerne la localisation à périphérie de la cellule U2OSN1 (microscopie 

confocale), et en particulier la colocalisation avec CD9 et ADAM10, Tspan5
PLM

 se comporte 

comme le sauvage et la chimère Tspan15LEL5 comme Tspan15 (figure 58).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57: Analyse de la localisation du mutant Tspan5
PLM

 et de la chimère Tspan15LEL5 à la 

membrane plasmique des cellules U2OSN1. 

Les cellules U2OSN1 ont été transfectées de façon stable avec Tspan5
PLM

-GFP et Tspan15LEL5-

GFP puis analysées par immunofluorescence. Les cellules ne sont pas perméabilisées. Objectif à 

immersion x63. 
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Figure 58: La palmitoylation et le grand domaine extracellulaire ne modifient pas la distribution à 

la périphérie membranaire d’ADAM10 ni de CD9. 

Analyse par microscopie confocale de la localisation d’ADAM10 (en rouge) dans des cellules 

U2OSN1 transfectées de façon stable avec Tspan5
PLM

-GFP et Tspan15LEL5-GFP (en vert à 

gauche). CD9 est le témoin de marquage de la périphérie de la membrane plasmique (en vert à 

droite). Les cellules ne sont pas perméabilisées. Objectif à immersion x63. 
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4.2- Les interactions Tspan5-ADAM10 et Tspan15-ADAM10 sont 

indépendantes de la palmitoylation et du grand domaine extracellulaire 

Dans un second temps nous avons analysé la capacité du mutant et de la chimère à s’associer 

avec ADAM10. Pour cela nous avons réalisé une immunoprécipitation suivi d’analyses par 

western-blot. Des cellules U2OSN1 exprimant ou non de façon stable les Tspan5 et -15, la 

chimère Tspan15LEL5 et le mutant Tspan5
PLM

 étiquetés GFP sont lysées en Brij97. Les 

protéines ont été co-immunoprécipitées avec des billes GFP-trap®. La chimère Tspan15LEL5 

se comporte comme Tspan15 mais le mutant Tspan5
PLM

 co-immunoprécipite mieux 

ADAM10 que le sauvage (figure 59). En revanche Tspan5
PLM

 précipite moins bien les 

molécules testées (intégrine α3, CD9P-1, CD9, CD151 et EWI-2) comme attendu avec des 

partenaires directs. De façon similaire au sauvage, le mutant Tspan5
PLM

 ne possède pas la 

capacité à s’associer avec IgSF3. Ces résultats suggèrent que la palmitoylation de Tspan5 et le 

grand domaine extracellulaire ne sont pas impliqués dans l’association avec ADAM10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59: L’association directe des 

tétraspanines avec ADAM10 est 

indépendante du grand domaine 

extracellulaire et de la palmitoylation. 

Analyse par western-blot après 

immunoprécipitation (IP) avec le 

système GFP-TRAP® des cellules 

U2OSN1 transfectées stablement ou 

non avec  Tspan5-GFP, Tspan15-GFP, 

Tspan5
PLM

-GFP et Tspan15LEL5-

GFP, lysées en Brij97. La composition 

des complexes est ensuite analysée par 

western-blot, avec les anticorps cités 

sur la droite (IB).  
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Nous avons analysé la capacité du mutant Tspan5
PLM

 à s’associer à d’autres partenaires en 

Brij98. Des cellules U2OSN1 exprimant ou non de façon stable Tspan-5, -14 et -15 et le 

mutants Tspan5
PLM

 étiquetées GFP sont lysées en Brij98. Les protéines ont ensuite été co-

immunoprécipitées avec des billes GFP-TRAP®, puis analysées par western-blot. De façon 

surprenante le mutant Tspan5
PLM

 précipite plus de molécules que le sauvage Tspan5 

notamment ADAM10, cependant cela pourrait être lié au fait que le mutant est largement 

mieux précipité que Tspan5 (figure 60). Tspan15 est également mieux solubilisé que Tspan5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3- Le mutant Tspan5
PLM

 n’est pas un inhibiteur de la voie de 

signalisation Notch  

Nous nous attendions à ce que le mutant Tspan5
PLM

 soit un inhibiteur de la voie de 

signalisation Notch, alors afin d’examiner l'impact de l'expression du mutant sur l’activité 

Notch induite par le ligand, nous utilisons les cellules U2OSN1. Les conséquences sur 

l’activation de la voie de signalisation Notch ont été suivies par mesure de l’activité 

Figure 60: La palmitoylation 

influence la capacité de solubilisation 

en Brij98. 

Analyse par western-blot après 

immunoprécipitation (IP) avec le 

système GFP-TRAP® des cellules 

U2OSN1 transfectées stablement ou 

non avec  Tspan5-GFP, Tspan14-

GFP, Tspan15-GFP et Tspan5
PLM

-

GFP, lysées en Brij98. La 

composition des complexes est 

ensuite analysée par western-blot, 

avec les anticorps cités sur la droite 

(IB).  
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luciférase. Bien que la capacité d’interaction de Tspan5
PLM

 avec les composants du réseau de 

tétraspanines soit biochimiquement différente de Tspan5, ce n’est pas un inhibiteur de la voie 

de signalisation Notch (figure 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 61: Le mutant Tspan5
PLM 

n’est pas un 

inhibiteur de la voie de signalisation Notch. 

Les cellules U2OSN1-Tspan5-GFP et 

U2OSN1-Tspan5
PLM

-GFP ont été transfectées 

avec la construction reportrice de Notch, 

CSL-luciférase, pour mesurer son activité 

après mise en contact en co-culture de 

cellules OP9 exprimant ou non le ligand de 

Notch, DLL1. Sur la figure est représentée 

l'erreur standard (SEM : Standard Error of 

the Mean) des expériences indépendantes 

faites en duplicat. 
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Comme d'autres molécules de surface s’associant au réseau de tétraspanines, la 

métalloprotéase ADAM10 interagit avec des tétraspanines particulières pour former des 

complexes primaires. De façon surprenante ADAM10 s’associe directement avec six 

tétraspanines, toutes membres d'un sous-groupe particulier, caractérisées par les 8 cystéines 

dans leur grand domaine extracellulaire et dénommées les TspanC8. Lors de précédents 

travaux le laboratoire a montré que les TspanC8 de drosophile, ainsi que deux TspanC8 de 

mammifères, Tspan5 et Tspan14, sont des régulateurs positifs de la voie de signalisation 

Notch. Nos résultats démontrent maintenant que Tspan15 est un régulateur négatif de cette 

voie de signalisation, agissant en amont de l'étape du clivage S3 par le complexe gamma-

sécrétase, probablement grâce à une régulation négative de la capacité d’ADAM10 à activer 

Notch. Cet effet de Tspan15 sur la voie de signalisation Notch est associé à une modification 

de la compartimentation membranaire d’ADAM10.  

Tspan15 est un inhibiteur de la signalisation Notch 

Le nombre élevé de tétraspanines qui s’associent directement à ADAM10 suggère que 

chacune de ces TspanC8 pourrait doter ADAM10 de propriétés différentes. Deux de ces 

TspanC8 se sont révélées cibler ADAM10 dans un compartiment intracellulaire, les 

endosomes tardifs, tandis que quatre d'entre elles Tspan5, Tspan14, Tspan15 et Tspan33 

augmentent son niveau d'expression à la surface cellulaire (Dornier et al., 2012). Parmi ces 

quatre TspanC8, nous avons concentré la majorité de notre travail sur Tspan5 et Tspan15. 

Tspan5 est particulièrement intéressante parce que c'est la TspanC8 de mammifère qui affiche 

le plus haut degré d'identité non seulement entre les différents mammifères (100% d’identité 

entre l'homme et la souris), mais aussi avec les TspanC8 d'invertébrés (44% d'identité avec la 

protéine de drosophile Tsp26A). En revanche, Tspan15 est la plus éloignée de ces quatre 

TspanC8. 

Le laboratoire avait précédemment démontré que la déplétion de Tspan5 et Tspan14, par 

ARN interférence, dans les cellules U2OS exprimant de façon stable le récepteur Notch1 

humain (U2OSN1), entrainait d’une part une diminution du niveau d’expression d’ADAM10 

à la surface cellulaire, et d’autre part une diminution de la signalisation Notch, (déterminée 

par l’expression d’un gène rapporteur). Ces résultats ne permettaient pas de déterminer si 

l’effet sur la voie de signalisation Notch était simplement la conséquence de la baisse 

d’expression d’ADAM10, ou si ces deux tétraspanines avaient également un rôle régulateur 

de l’activité de la métalloprotéase. Les TspanC8 Tspan15 et Tspan33 sont faiblement 

exprimées dans les cellules U2OS (niveau d’ARN) et n’ont donc pas pu être testées dans ce 

système.  
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Lors de ce travail nous montrons que la transfection des cellules U2OSN1 avec Tspan15 

entraîne une diminution de la voie de signalisation induite par le ligand Notch. De façon 

étonnante, la transfection de Tspan5 ou de Tspan14 n'a pas eu pour effet d’augmenter cette 

activité. Cela est probablement dû au fait que l'activité Notch est optimale dans les cellules 

U2OSN1. L’expression de Tspan15 n'a pas réduit l'activité de deux constructions actives en 

absence de ligand. L’une de ces constructions nécessite le clivage par la -sécrétase, ce qui 

indique que Tspan15 agit en amont de cette enzyme, cela est compatible avec une modulation 

du clivage ADAM10. Idéalement, pour vérifier cette hypothèse, il faudrait pouvoir démontrer 

biochimiquement une moindre production du fragment généré suite au clivage par ADAM10. 

Cependant ce fragment est difficilement visualisable avec les constructions activées par le 

ligand, ce qui a empêché, par cette approche, la validation de l’hypothèse que Tspan15 agit au 

niveau d’ADAM10. Cependant la très forte association de Tspan15 à ADAM10 suggère que 

cette hypothèse est la plus probable.  

Enfin, il convient de noter que Tspan15 n’inhibe pas l’action d’ADAM10 vis-à-vis de tous ses 

substrats. En effet, il a été démontré que son expression dans des lignées cellulaires induisait 

une augmentation du clivage de deux substrats d’ADAM10, la N-cadhérine et l’APP. Ces 

résultats suggèrent que Tspan15 rend ADAM10 non actif (ou moins actif) vis-à-vis de Notch, 

tout en conservant sa capacité à cliver d’autres substrats. Il sera intéressant de déterminer si 

Tspan5 et Tspan14, qui ont un rôle positif sur l’activité d’ADAM10 vis-à-vis de la 

signalisation Notch, inhibent la capacité d’ADAM10 à cliver d’autres substrats. 

La compartimentation membranaire d’ADAM10 diffère selon 

l’expression de Tspan5 ou de Tspan15 

Comment les TspanC8 affectent différemment l’activité de la métalloprotéase ADAM10 ? 

Nous fournissons plusieurs éléments de preuve qui indiquent que Tspan5 et Tspan15 

confèrent à ADAM10 une compartimentation membranaire différente : 

1) la distribution de la protéine ADAM10 dans des gradients de saccharose après la lyse des 

cellules dans un détergent doux varie en fonction de l’expression de Tspan5 ou Tspan15, 

2) la capacité d’ADAM10 à interagir avec plusieurs composants bien caractérisés du réseau 

de tétraspanines est plus faible dans les cellules après l'expression de Tspan15,  

3) ADAM10 ne co-localise pas avec la tétraspanine CD9 et d’autres composants du réseau de 

tétraspanines à la périphérie des cellules exprimant Tspan15,  

4) la diffusion d’ADAM10, analysée au moyen du suivi de particule isolée diffère selon 

l’expression de Tspan5 ou Tspan15 dans la cellule,  
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La diffusion moyenne des molécules d’ADAM10 est plus rapide en présence de Tspan15 

qu’en présence de Tspan5. Ceci est dû d’une part au fait que la diffusion des molécules 

ADAM10 ayant une trajectoire de type brownien est légèrement plus rapide. Une explication 

potentielle est qu’ADAM10, associée à Tspan15, diffuse dans des complexes de plus petites 

tailles. En effet, plusieurs études suggèrent que la vitesse de diffusion des protéines 

transmembranaires dans les membranes lipidiques diminue avec la taille du diffusant 

(Gambin et al., 2006; Guigas et Weiss, 2006). Cependant, nous ne pouvons pas exclure à ce 

stade une interaction différente avec le cytosquelette. Le rôle du cytosquelette pourrait être 

testé en analysant le comportement d’ADAM10 après sa dépolymérisation avec des agents 

tels que la latrunculine. Il convient cependant de noter que le domaine cytosolique C-terminal 

de Tspan5 est très court (10 acides aminés, versus 38 pour Tspan15), il est peu probable que 

ce domaine soit responsable d’une plus forte compartimentation de type « fence-picket » telle 

que l’a proposée le groupe de Kusumi (Kusumi et al., 2005). 

La plus faible diffusion moyenne d’ADAM10 en présence de Tspan5 est surtout due à un 

nombre plus élevé de trajectoires de type confiné ou mixte, dont la vitesse de diffusion 

apparente est largement inférieure à la vitesse de diffusion des trajectoires browniennes. Ceci 

indique qu’en présence de Tspan5, ADAM10 interagit plus fréquemment avec d’autres 

composants membranaires qui restreignent sa libre diffusion. Comme nous le verrons plus 

tard, ces composants membranaires sont les molécules du réseau de tétraspanines classiques. 

Plusieurs études avaient précédemment suggérées que les tétraspanines pouvaient influencer 

l’environnement membranaire de leur partenaire, d’autres molécules de surface, ou leur 

dynamique. Le laboratoire avait par exemple démontré que l’expression de CD151 dans les 

cellules lymphoïdes B (Daudi) entrainait une augmentation de la fraction de l’intégrine  

présente dans les fractions légères des gradients de saccharose (Charrin et al., 2003a). Ces 

résultats montraient que le CD151 rendait l’intégrine  partiellement résistante à la 

solubilisation par le Brij97, et suggéraient un environnement lipidique différent de l’intégrine 

en fonction de la présence ou non de sa tétraspanine partenaire. Il a également été démontré 

que la présence du CD82 modifiait le comportement du récepteur à l’EGF dans des gradients 

de saccharose, entrainant la partition d’une plus grande proportion dans les fractions légères 

(Odintsova et al., 2003). Cependant, il n’y a aucune preuve d’une interaction directe entre les 

deux molécules (Charrin et al., 2009a). Au contraire, ce changement de comportement 

membranaire pourrait être dû à une augmentation de la quantité de gangliosides dans les 

cellules (Odintsova et al., 2003). Il est à noter que l’effet différentiel de Tspan5 ou Tspan15 

sur la partition d’ADAM10 dans les gradients de saccharose est spécifique puisqu’il n’y a pas 

de modification du comportement du CD9 ou de CD9P-1.  
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Deux études ont examinées l’influence d’une tétraspanine sur la dynamique de leur partenaire. 

Dans une première étude, le groupe de M. Hemler a démontré que le CD151 avait peu 

d’impact sur la vitesse de diffusion de l’intégrine  mais influençait son mode de 

diffusion, la déplétion de la tétraspanine entrainant une augmentation importante du nombre 

de trajectoires dirigées aux dépens du nombre de trajectoire confinées (Yang et al., 2012). 

Dans le deuxième exemple, le groupe de P. Mattila a démontré que la vitesse de diffusion du 

CD19 n’était pas influencée par des modifications du cytosquelette d’actine, mais par la 

présence ou non de CD81, sa tétraspanine partenaire (Mattila et al., 2013). L’absence de la 

tétraspanine conduit à une plus forte proportion de molécules CD19 ayant une vitesse de 

diffusion rapide. Ces exemples suggèrent que les tétraspanines induisent un confinement et/ou 

un ralentissement de la diffusion de leur protéine partenaire. Nos résultats avec Tspan5 sont 

cohérents avec cette hypothèse. Tspan15 est la première tétraspanine qui au contraire 

empêcherait le confinement de sa protéine partenaire. Il est à noter qu’il n’est pas possible de 

tester le comportement dynamique d’ADAM10 non associée aux tétraspanines dans la mesure 

où sa sortie du réticulum endoplasmique est contrôlée par ces molécules. Un mutant 

d’ADAM10 muté au niveau de la séquence cytosolique, riche en arginine et impliquée dans 

sa rétention dans le réticulum (Marcello et al., 2010), pourrait permettre d’étudier le 

comportement d’ADAM10 non associées aux tétraspanines, à condition de pouvoir abolir 

l’expression de l’ensemble des TspanC8 ciblées à la membrane plasmique, ou de muter 

ADAM10 de façon à ce qu’elle n’interagisse plus avec ces molécules. 

Tspan15 prévient l’interaction d’ADAM10 avec le réseau de 

tétraspanines classiques 

Deux types de données suggèrent que l’interaction d’ADAM10 avec le réseau de 

tétraspanines classiques, c'est-à-dire définies dans les études antérieures suite à l’analyse des 

tétraspanines CD9, CD81, CD82 ou CD151, et de leur partenaires, est différentiellement 

régulée par son interaction à Tspan5 ou Tspan15. D’une part, en présence de Tspan15, la 

capacité d’interaction d’ADAM10 avec ces tétraspanines classiques ou leurs partenaires est 

diminuée. D’autre part, nous avons démontré que dans les cellules U2OSN1, ainsi que celle 

qui sont transfectées avec Tspan5, mais pas celles qui sont transfectées avec Tspan15, 

ADAM10 se concentre dans un fin liseré à la périphérie de la cellule, dans la région en 

contact avec le support, où elle colocalise avec la tétraspanine CD9. Plusieurs composants du 

réseau de tétraspanines s’y concentrent également, par exemple les tétraspanines CD81 et 

CD151, ou encore CD9P-1 et EWI-2.  
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De plus, l'incubation des cellules avec un anticorps monoclonal dirigé contre ADAM10 

renforce la localisation d’ADAM10 à la membrane des cellules U2OSN1 ou celles qui sont 

transfectées avec Tspan5, mais pas dans les cellules transfectées avec Tspan15. Ces données 

rappellent les zones enrichies en CD9 observées à la surface basale des cellules PC3 ou des 

cellules HeLa (Espenel et al., 2008). L’analyse en suivi de molécule unique du CD9, en 

utilisant des fragments Fab d’anticorps, a montré que ces régions correspondaient à des zones 

de la membrane où les molécules de CD9 sont soumises à un confinement qui peut être 

permanent (au moins durant le temps de l’analyse), ou le plus souvent transitoire, indiquant 

que certaines de ces régions sont en échange permanent avec le reste de la membrane. De 

façon intéressante, lorsque le suivi de molécules a été réalisé à l'aide d’anticorps monoclonaux 

intacts (donc bivalents), au lieu des fragments Fab, les molécules CD9 entrant dans ces 

régions d’enrichissement y sont piégées et ne ressortent plus, probablement du fait d’un 

pontage de plusieurs molécules CD9. Par analogie, nous suggérons que la zone périphérique 

enrichie en CD9, en contact avec le support, est une zone de confinement préférentielle du 

CD9 et d’autres molécules du réseau de tétraspanines, ainsi que de la métalloprotéase 

ADAM10 lorsqu’elle est associée à Tspan5 ou Tspan14.  

Comment Tspan5 et Tspan15 régulent-elles différemment la 

compartimentation d’ADAM10 ? 

Une analyse des différences structurelles existant entre Tspan5 et Tspan15 devrait apporter 

des pistes pour tenter de comprendre comment ces deux tétraspanines ont un impact différent 

sur la compartimentation d’ADAM10. De façon générale, les tétraspanines présentent le plus 

fort degré d’identité dans les régions transmembranaires, et les régions extracellulaires et 

cytosoliques sont les plus divergentes, à l’exception de plusieurs résidus impliqués dans la 

structure du grand domaine extracellulaire. De façon remarquable, les régions extracellulaires 

des TspanC8 possèdent des séquences d’acides aminés conservés (Dornier et al., 2012) 

spécifiques de la sous-famille. Dans la mesure où le grand domaine extracellulaire des 

tétraspanines est souvent impliqué dans les interactions avec leur partenaire, il est probable 

que ces régions conservées constituent le site d’interaction. Malheureusement, le laboratoire a 

montré que la mutation de ces résidus entrainait une rétention de Tspan5 dans le réticulum 

endoplasmique, empêchant de tester cette hypothèse (résultats non publiés). Nous avons pu 

obtenir une lignée de cellules U2OSN1 exprimant une molécule chimérique dans laquelle le 

grand domaine extracellulaire de Tspan15 a été remplacé par celui de Tspan5. Cette chimère 

s’est comportée comme Tspan15, indiquant que ce ne sont pas les différences du grand 

domaine extracellulaire qui sont à l’origine de la compartimentation membranaire 
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d’ADAM10. Malheureusement, nous n’avons pas réussi à exprimer de façon stable la chimère 

réciproque. 

L’analyse des régions transmembranaires des tétraspanines met en évidence une particularité 

de la quatrième région transmembranaire de Tspan15, la présence d’une proline. Les prolines 

ne sont pas rares dans les hélices transmembranaires (Sansom et Weinstein, 2000), mais 

parmi les tétraspanines, seules Tspan15 et Tspan33 en possèdent dans leur quatrième région 

transmembranaire, et Tspan10 dans la première (figure 62). Grace à leur structure, les prolines 

présentes dans les régions transmembranaires induisent des coudes dans ces hélices et 

représentent une charnière qui peut être à l’origine d’une plus grande flexibilité de l’hélice 

(Cordes et al., 2002). Ces propriétés de la proline peuvent être à l’origine de changements 

conformationnels importants pour l’activité de certains récepteurs couplés aux protéines G, ou 

de certains canaux ioniques (Sansom et Weinstein, 2000).  
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Figure 62: Alignement de la séquence de hCD151 et des TspanC8 chez H. sapiens, D. 

melanogaster et C. elegans. Les résidus qui maintiennent probablement le repliement des 

tétraspanines sont en orange. Les TspanC8 partagent de nombreux résidus conservés : en bleu le 

niveau de conservation est supérieur à 80%; en jaune il est supérieur à 60%;  les cystéines et les 

prolines sont en vert. Les quatre domaines transmembranaires sont notés au-dessus des séquences. 
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Il est intéressant de noter que la proline est précédée en position -4 et -8 (c'est-à-dire 

exactement au-dessus) par deux glycines, qui par sa taille et sa capacité de torsion, peut 

apporter de la flexibilité aux hélices. Une hypothèse est donc que le motif GxxxGxxxP de la 

quatrième région transmembranaire de Tspan15 l’empêche d’interagir avec les autres 

tétraspanines (que ce soit une interaction directe ou via des lipides tels que le cholestérol), 

l’excluant ainsi du réseau qu’elles forment. Si cette hypothèse est vraie, Tspan33 devrait 

également déconnecter ADAM10 du réseau de tétraspanines. De façon intéressante, une 

chimère dans lequel un échange entre Tspan5 et Tspan15 a été réalisé juste au début du grand 

domaine extracellulaire (Tspan5x15) est retenue dans le réticulum endoplasmique dans des 

expériences de transfection transitoire, ce qui n’est pas le cas d’une chimère dans laquelle la 

grande boucle de Tspan5 a été remplacée par celle de Tspan15 (Tspan5LEL15). Ce résultat 

était étonnant car de nombreuses molécules chimériques entre tétraspanines avaient été 

précédemment réalisées, notamment entre le CD9 et le CD82 dont le niveau d’identité global 

est inférieur à celui existant entre Tspan5 et Tspan15 (22% d’identité contre 28%) et aucune 

n’avait posé de problème de conformation (Charrin et al., 2003a). Une explication possible 

est que la structure de la quatrième région transmembranaire de Tspan15, du fait de cette 

proline entrainant une conformation différente, ne lui permet pas de s’apparier correctement 

avec les trois premières régions transmembranaires de Tspan5. Il est également possible, que 

ce soit le grand domaine C-terminal de Tspan15 qui pose un problème de conformation et soit 

responsable de la différence de compartimentation membranaire. De façon intéressante, ni la 

TspanC8 de C. Elegans, ni aucune des trois TspanC8 de D. melanogaster, qui ont toutes un 

rôle positif dans la voie de signalisation Notch, ne possèdent de proline dans la quatrième 

région transmembranaire.  

Le rôle de la palmitoylation de Tspan5 

Les interactions entre tétraspanines sont régulées par les lipides, tels que le cholestérol 

membranaire (Charrin et al., 2003b) et la palmitoylation de ces molécules (Charrin et 

al.,2001 ; Yang et al., 2004 ; Berditchevski et al., 2002). Nous avons donc analysé l’impact 

de la palmitoylation de Tspan5 sur la capacité d’ADAM10 à interagir avec le réseau de 

tétraspanines classiques et la voie de signalisation Notch.  

L’importance de la palmitoylation était par ailleurs suggérée par le fait que Tspan5 possède 

quatre cystéines en position juxta-membranaire (côté feuillet interne), qui sont autant de sites 

potentiels de palmitoylation, mais que les cystéines cytosoliques ou intra-membranaires de 

Tspan15 semblaient des sites moins probables de palmitoylation.  
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En effet les trois cystéines du grand domaine C-terminal sont localisées à la fin de ce 

domaine, et la cystéine du troisième domaine transmembranaire est au milieu de ce domaine. 

Enfin, l’absence de palmitoylation augmente la vitesse de diffusion des trajectoires de type 

brownien (Espenel et al., 2008), ce qui est cohérent avec la grande vitesse de diffusion 

d’ADAM10 observée en présence de Tspan15. 

Nous avons démontré qu’après lyse en Brij97 le mutant non palmitoylable de Tspan5 

(Tspan5
plm

) avait une plus faible capacité à immunoprécipiter les molécules du réseau de 

tétraspanines classiques. Par ailleurs les cellules exprimant le mutant Tspan5
PLM

 ont 

exactement la même réponse en termes de signalisation Notch que les cellules exprimant 

Tspan5. Hors, si l’interaction avec les autres tétraspanines et leurs molécules partenaires était 

importante, l’expression de Tspan5 non palmitoylable devrait empêcher cette interaction et 

conduire au même phénotype obtenu lors de l’expression de Tspan15.  

A première vue ces résultats semblent invalider l’hypothèse que l’interaction avec le réseau de 

tétraspanines classiques est important pour la voie de signalisation Notch, et que l’effet 

négatif de Tspan15 sur cette voie est lié à une déconnection de ce réseau. Mais sommes-nous 

sûr que l’absence de palmitoylation d’une tétraspanine conduit à empêcher son interaction 

avec le « tetraspanins web » ?  

L’essentiel des données analysant le rôle des tétraspanines sur les interactions entre 

tétraspanines a été obtenu par des études de co-immunoprécipitation. Cependant, le choix du 

détergent influence le niveau de co-immunoprécipiation des tétraspanines (et plus 

généralement des protéines membranaires), et peut également influencer l’interaction de 

mutants non-palmitoylables d’une tétraspanine avec les autres tétraspanines. Ceci a 

initialement été mis en évidence par le laboratoire, qui avait démontré que l’interaction d’un 

mutant non palmitoylable du CD9 avec d’autres tétraspanines était perdue après lyse dans un 

détergent supplémenté en EDTA, mais conservée si des ions divalents étaient ajoutés. C’était 

donc la capacité de la molécule à résister à la dissociation par les détergents qui était 

modifiée, et pas sa capacité intrinsèque à interagir. Dans notre étude, nous avons analysé la 

capacité d’interaction du mutant non-palmitoylable de Tspan5 avec les autres molécules du 

réseau de tétraspanines après lyse avec un détergent plus « doux », le Brij98. De façon 

surprenante, dans ces conditions le mutant Tspan5
plm

 a co-immunoprécipité plus de molécules 

testées que la molécule Tspan5 sauvage. Ceci est en fait dû à une plus faible 

immunoprécipitation de la molécule Tspan5 sauvage dans ces conditions, probablement parce 

que celle-ci est en grande partie dans la fraction sédimentée par la première centrifugation 

réalisée au cours de la préparation des échantillons.  
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Il est à noter que dans ce contexte le mutant Tspan5
plm

 a une plus grande capacité à 

immunoprécipiter les différentes molécules testées que Tspan15, suggérant que sa capacité à 

interagir avec ces molécules est dans une large mesure conservée. 

Peu d’études ont analysé l’interaction de mutants de tétraspanines non palmitoylables avec le 

réseau de tétraspanines. Des analyses du comportement de CD9 et du mutant non-

palmitoylable, CD9
plm

, ont été effectuées au niveau de la molécule unique, dans une cellule ou 

le mutant représentait au moins les trois quarts des molécules CD9 présentes en surface 

(Espenel et al., 2008). En dehors d’une vitesse de diffusion plus rapide des trajectoires 

browniennes, les différences avec les molécules sauvages sont : une diminution d’environ 

15% des trajectoires confinées ou mixtes dont le confinement se fait dans des régions 

enrichies en CD9, et une diminution d’environ 60% du nombre d’interactions transitoires 

observées entre deux molécules CD9 et durant plus de 700ms. Ces résultats ne confirment 

donc pas l’hypothèse selon laquelle la palmitoylation est essentielle aux interactions entre 

tétraspanines in situ. Il est à noter que dans nos expériences, Tspan5
plm

 et ADAM10, lorsque 

cette tétraspanine est exprimée, se colocalisent au moins partiellement avec le CD9 à la 

périphérie cellulaire. L’expression du mutant non-palmitoylé de Tspan5 a donc un effet moins 

drastique sur la compartimentation membranaire d’ADAM10 que lorsque Tspan15 est 

exprimée. 

Analyse du répertoire des molécules associées à Tspan5, Tspan15 

et ADAM10 par spectrométrie de masse quantitative sans 

marquage  

Nous avons entrepris de caractériser le compartiment membranaire de Tspan5 et Tspan15 via 

l’analyse du répertoire des molécules auxquelles elles s’associent. L’utilisation d’un appareil 

récent de type Orbitrap Velos, dont la résolution et la sensibilité est supérieure aux appareils 

des générations précédentes a permis de quantifier les protéines identifiées par des approches 

quantitatives sans marquage, basée sur la quantification de l’intensité du pic correspondant à 

chaque peptide en sortie de colonne chromatographique. C’est la première étude de ce type 

pour l’analyse du répertoire de molécules associées aux tétraspanines. Pour certaines des 

molécules identifiées (CDP-1 ou l’intégrine  par exemple), nous avons validé par 

western-blot les différences observées. 

Le but de cette étude étant de caractériser le compartiment membranaire de nos protéines 

d’intérêts, nous nous sommes concentrés sur le répertoire de protéines membranaires 

reconnues pour être exprimées à la membrane plasmique.  
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Nous avons confirmé de nombreuses interactions précédemment décrites, en particulier au 

cours d’analyses en spectrométrie de masse (André et al., 2006 ; le Naour et al., 2006 ; Xu et 

al., 2009). Logiquement, ces molécules sont globalement celles qui sont les plus abondantes 

dans les immunoprécipitations. Nous avons également identifié de nouvelles protéines co-

immunoprécipitées par les trois tétraspanines étudiées. Le fait qu’elles n’aient pas été 

identifiées lors des analyses précédentes peut être dû soit à leur absence d’expression dans les 

cellules analysées précédemment, soit à la plus grande sensibilité de l’appareil utilisé, en 

particulier pour les protéines les moins abondantes. 

Les profils des protéines membranaires (présentes à la membrane plasmique) co-

immunoprécipitées avec Tspan5 et Tspan15 sont assez proches, ce qui est cohérent avec leur 

présence dans un même compartiment membranaire. Si nous nous concentrons sur les 

protéines dont la quantification donne une valeur ≥2x10
7
, seules trois molécules sont 

détectées dans l’immunoprécipitation CD9 mais pas l’immunoprécipitation Tspan5. 
 

Nous avons distingué trois groupes parmi les molécules immunoprécipitées par Tspan5 et/ou 

Tspan15, en fonction de leurs abondances relatives dans les deux immunoprécipitations. Il est 

frappant de constater que le groupe de protéines mieux immunoprécipitées par Tspan5 que 

Tspan15 comprend les protéines les mieux caractérisées quant à leur association avec les 

tétraspanines, et dont la tétraspanine partenaire a été identifiée : les intégrines  et  

ainsi que les molécules CD9P-1 et EWI-2. De façon surprenante, alors que les analyses par 

western-blot ont montré une meilleure co-immunoprécipitation de CD9 et CD81 par Tspan5 

que par Tspan15, ces différences ne sont pas observées par les analyses en spectrométrie de 

masse quantitative. Il convient cependant de noter que dans les deux cas, CD9 et CD81 ne 

sont détectées que par un seul peptide unique (c'est-à-dire dont le spectre MS/MS correspond 

à une seule protéine). Les résultats obtenus peuvent être moins fiables que pour des protéines 

identifiées avec de nombreux peptides. 

Le groupe des protéines présentes à des niveaux similaires dans les immunoprécipitations 

Tspan5 et Tspan15 comprend des molécules déjà décrites comme étant associées aux 

tétraspanines, mais qui n’ont pas de partenaire tétraspanine identifié (à l’exception bien sûr 

d’ADAM10), comme le récepteur de la transferrine, la métalloprotéase ADAM17, les 

antigènes du CMH de classe I ou encore la sous-unité 2 des intégrines . (Abache et al., 

2007 ; Xu et al., 2009 ; Bass et al., 2005 ; Le Naour et al., 2006 ; Kovalenko et al., 2007 ; 

Cailleteau et al., 2010). Par comparaison avec le groupe précédent, il semble évident que 

l’interaction de Tspan5 et Tspan15 avec ces molécules ne se fait pas par l’intermédiaire du 

CD9, du CD81 ou du CD151.  
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Une possibilité est que l’interaction se fasse via une autre tétraspanine qui a une capacité 

d’interaction identique avec Tspan5 et Tspan15. Une autre possibilité est que l’interaction se 

fasse indépendamment d’interactions entre tétraspanines. Il se pourrait alors que la présence 

de ces molécules dans les immunoprécipitations ne corresponde pas à une vraie interaction, 

mais soit un artéfact expérimental. Peut-être en faveur de cette hypothèse, nos résultats 

d’analyses en western-blot ont montrés que comparativement aux protéines du premier 

groupe, une fraction plus faible (par rapport au niveau d’expression déterminé par western-

blot) d’intégrine 2 et de récepteur à la transferrine était présente dans les 

immunoprécipitations CD9, Tspan5 et Tspan15. 

Le troisième groupe correspond aux protéines mieux co-immunoprécipitées par Tspan15 que 

Tspan5. De façon surprenante, la plupart de ces protéines ne sont pas co-immunoprécipitées 

avec ADAM10, au contraire des molécules du premier groupe. Ceci suggère que ces 

molécules sont associées à une fraction de Tspan15 qui n’interagit pas avec ADAM10. A cet 

égard, nous avons noté qu’une large fraction de Tspan15 était présente dans les endosomes 

tardifs, ce qui n’était pas le cas d’ADAM10. Par ailleurs plusieurs protéines des endosomes 

tardifs ou des lysosomes sont présentes dans l’immunoprécipitation Tspan15, mais pas celle 

de Tspan5 ; il s’agit par exemple des protéines « Transmembrane protein 192 » et 

« Transmembrane protein 55A », ainsi que la phosphatase acide. Nous proposons donc 

qu’une large part de ces molécules mieux co-immunoprécipitées par Tspan15 corresponde en 

fait à une fraction de ces molécules présentent dans le compartiment endosomal tardif. Il 

faudra déterminer ici encore si ces molécules correspondent à de vraies interactions, ou sont le 

reflet d’une solubilisation imparfaite des protéines de ce compartiment. 

Conclusions et perspectives 

Les arguments en faveur d’un rôle des tétraspanines dans la compartimentation membranaire 

restent indirects. Cette idée est basée : 

1) sur le fait qu’il n’y a pas de fonction démontrée de façon convaincante, comme par 

exemple celle de récepteur ou d’adaptateur, 

2) sur la capacité des tétraspanines à organiser un réseau d’interaction moléculaire hiérarchisé, 

leur interaction particulière avec certains lipides comme le cholestérol ou les gangliosides, et 

leur capacité de flottaison sous certaines conditions dans les gradients de saccharose. 

Les études les plus récentes, comme par exemple dans le cas de Tsp-15 et Tspan12 (Moribe et 

al., 2012 ; Nikopoulos et al., 2010; Poulter et al., 2010), combinant génétique, biochimie et 

biologie cellulaire, ont montré la régulation de complexes membranaires par des 
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tétraspanines. L’analyse des mécanismes a conduit les auteurs à proposer que cette régulation 

fonctionnelle était le résultat de phénomènes de compartimentation membranaire.   

Les résultats de notre étude représentent un argument important en faveur du rôle des 

tétraspanines dans les phénomènes de compartimentation membranaire. Par rapport aux 

études précédentes, elle comporte plusieurs éléments originaux qui permettent de renforcer 

cette conclusion. Tout d’abord, la possibilité de comparer l’effet de deux tétraspanines 

partenaires, qui ont un effet différent à la fois sur le comportement d’ADAM10 et sur son 

activité dans la voie de signalisation Notch. D’autre part, nos études concernent l’effet des 

tétraspanines sur une molécule dont l’interaction a bien été caractérisée, et dont le caractère 

direct est indiscutable. Enfin, elle combine une série d’approches complémentaires, et permet 

de relier un comportement biochimique et dynamique à un répertoire de molécules associées 

et un enrichissement dans une région particulière de la cellule. 

Des études complémentaires devront d’une part viser à renforcer la démonstration du rôle 

inhibiteur de Tspan15 sur la signalisation Notch, et d’autre part à renforcer le lien entre l’effet 

des TspanC8 sur la compartimentation membranaire et leur action sur le récepteur Notch. En 

ce qui concerne le premier point, il faudra trouver un système cellulaire qui permette de tester 

le rôle de Tspan15 endogène, par ARN interférence. Un deuxième aspect pourra être d’étudier 

l’impact de la voie de signalisation Notch chez des souris dont le gène aura été invalidé. 

Comme nous l’avons vu plus haut, si l’étude des TspanC8 chez les invertébrés a permis de 

montrer la conservation évolutive de la fonction de TspanC8 sur la fonction d’ADAM10 et la 

signalisation Notch, elle ne permet pas d’adresser spécifiquement la fonction de Tspan15.  

Le lien entre l’effet sur la compartimentation membranaire d’ADAM10 et la voie de 

signalisation Notch est corrélatif. Une possibilité de démontrer la relation de cause à effet 

entre ces deux actions des TspanC8 serait de pouvoir identifier un mutant de Tspan5 qui se 

comporte comme Tspan15 (pour les deux actions), le mutant de Tspan5 non palmitoylable 

n’ayant pas rempli ce rôle. Des pistes intéressantes concernent le domaine C-terminal et la 

quatrième région transmembranaire. Dans ce contexte, il serait intéressant à long terme de 

pouvoir comparer la structure de Tspan5 et Tspan15. Une autre possibilité serait d’utiliser les 

approches de microscopie super-résolutive pour comparer les localisations respectives 

d’ADAM10 et de Notch, en fonction de l’expression des différentes TspanC8. 
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Notre travail a permis de mieux comprendre l’implication des tétraspanines au cours du 

processus de compartimentation membranaire grâce à leur participation à la régulation de la 

métalloprotéase ADAM10. Cette amélioration de la connaissance du fonctionnement des 

tétraspanine est primordiale car elle a pour objectif ultime une meilleure compréhension des 

mécanismes de la compartimentation membranaire et la régulation croisée au cours de la 

progression tumorale. 

Nous avons d’abord abordé la régulation de la disponibilité biologique d’ADAM10 à travers 

son association, sa régulation et sa localisation membranaire par les TspanC8. Nous 

fournissons plusieurs éléments de preuve qui indiquent que Tspan5 et Tspan15 confèrent à 

ADAM10 une compartimentation membranaire différente. 

Une autre étape concerne directement les étapes de l’activation de la signalisation NOTCH. 

Lors de ce travail nous montrons que la transfection des cellules U2OSN1 avec Tspan15 

entraîne une diminution de la voie de signalisation Notch induite par le ligand. L’expression 

de Tspan15 n'a pas réduit l'activité de deux constructions «  ligand-indépendant » qui 

contournent l'exigence du clivage par ADAM10. De ce fait, Tspan15 régule négativement la 

capacité d’ADAM10 à cliver le récepteur Notch. 

Nos premiers résultats concernant l’implication des tétraspanines dans les mécanismes de la 

compartimentation membranaire et dans la régulation de la protéine ADAM10 ouvrent des 

perspectives sur : 

 Le rôle potentiel de chaque tétraspanines selon la protéine partenaire et 

l’environnement cellulaire. 

 Le rôle des différentes tétraspanines dans la régulation de la signalisation cellulaire, 

dans la pathogénèse ou dans les processus metastatiques. 

 La mise en évidence d’une éventuelle implication des couples TspanC8/ADAM10 et 

leurs rôles sur les autres substrats de la protéase comme APP, la protéine prion ou les 

cadhérines. 

 L’identification des partenaires du réseau de tétraspanines et/ou des zones enrichies en 

tétraspanines (les TEAs), à la membrane plasmique et des interactions directes ou 

indirectes avec ces partenaires. 

 La ou les raison(s) pour la(les)quelle(s) une protéine partenaire peut s'associer 

directement aux tétraspanines. 
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Il est ainsi possible de conclure que :  

 1) des mécanismes complexes régulent la compartimentation membranaire dans les cellules 

de mammifères,  

2) différents facteurs environnementaux modulent l’ampleur de ces divers mécanismes,  

et 3) les deux tétraspanines étudiées lors de ces travaux appartenant au même sous-groupe ont 

modifiées le processus de compartimentation membranaire de façon différente.  

Puisque l’activité de la métalloprotéase ADAM10 et de la voie de signalisation Notch ont été 

affectées par la présence des deux tétraspanines Tspan5 et Tspan15 et que la présence 

d’ADAM10 à la membrane a été modifiée, on peut supposer que la composition lipidique 

et/ou protéique des microdomaines membranaires pourrait aussi être affectée. Il est toutefois 

possible qu’une agglomération du « tetraspanins web » et des TEAs membranaires, due à une 

plus grande fluidité de la membrane, pourrait se traduire par une amélioration des fonctions 

cellulaires, comme par exemple la défense contre des organismes pathogènes ou la résistance 

aux microenvironnements tumoraux. 

La recherche dans le domaine des tétraspanines et des microdomaines membranaires reste 

encore à éclaircir. Le sujet est très complexe et difficile à étudier en conditions 

physiologiques. L’étude des tétraspanines s’avère encore plus complexe en conditions in vivo 

dans lesquelles plusieurs phénomènes encore mal compris interagissent sur le réseau de 

tétraspanines. Toutefois, les résultats obtenus, dans le cadre de cette étude, sont prometteurs et 

seront certainement générateurs d’hypothèses pour de futures recherches. 
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Il est maintenant reconnu que la ségrégation latérale des composants de la membrane 

plasmique, ou compartimentation membranaire, joue un rôle important dans la régulation de 

la fonction de nombreuses protéines membranaires. Les tétraspanines constituent une famille 

de protéines intégrales à quatre régions transmembranaires possédant une capacité unique à 

s’associer entre elles et avec des nombreuses autres molécules de surface pour former un 

réseau d'interactions moléculaires, le « tetraspanins web ». Il a été proposé que via 

l’organisation de ce réseau, les tétraspanines joueraient un rôle dans la compartimentation 

membranaire des protéines auxquelles elles s’associent. Elles jouent également un rôle dans la 

compartimentation cellulaire en contrôlant le trafic de certaines des protéines associées.  

Le laboratoire a précédemment démontré que six tétraspanines conservées (Tspan5, 10, 14, 

15, 17 et 33) de la sous-famille des TspanC8 (caractérisées par la présence de huit cystéines 

dans le grand domaine extracellulaire) interagissent directement avec la métalloprotéase 

ADAM10 et régulent sa sortie du réticulum endoplasmique. Cette protéase ancrée à la 

membrane est responsable du clivage protéolytique de l'ectodomaine de diverses molécules de 

surface et est indispensable pour l'activation de la voie de signalisation NOTCH. Nous 

démontrons que  Tspan5 et Tspan14 sont des régulateurs positifs de la voie de signalisation 

Notch et que Tspan15 est un régulateur négatif, agissant en amont de la -sécrétase. Cette 

régulation négative est associée à un changement d’environnement membranaire ainsi qu’à 

une dynamique différente d’ADAM10 comme le montre un suivi de la protéase à l’échelle de 

la molécule unique. Par ailleurs, l’analyse par spectrométrie de masse quantitative a montré 

que la capacité d’ADAM10 à s’associer à des composants connus du réseau de tétraspanines 

était influencée par son interaction avec ces tétraspanines. Enfin, nous avons identifié une 

région de la cellule enrichie en CD9 qui contenait également ADAM10 lorsque Tspan5 est 

exprimée, mais ce n’est pas le cas avec Tspan15.  

Cette étude démontre que les différentes TspanC8 influencent différemment la capacité 

d’ADAM10 à cliver certains de ses substrats et illustre la capacité des tétraspanines à réguler 

l’activité de leurs protéines partenaires en contrôlant leur compartimentation membranaire. 

  

Mots clés : tétraspanines, ADAM10, NOTCH, microdomaines membranaires  

 


