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TGFα : Transforming Growth Factor α 

TNFα : Tumor-Necrosis Factor α 
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VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR : VEGF Receptor 
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Chapitre I – ADAM10, ciseau moléculaire unique 

Les protéases font partie de la multitude de protéines essentielles au bon fonctionnement 

du vivant. Non seulement leur action de clivage module un grand nombre de voies de 

signalisations, que ce soit à l’échelle locale ou de l’organisme entier, mais elles jouent 

également un rôle important dans de nombreuses pathologies. Parmi elles, ADAM10 

représente particulièrement bien cet aspect déterminant, concentrant en elle des pouvoirs 

essentiels au développement et à l’homéostasie chez les métazoaires, contrôlés par une grande 

diversité de régulations spécifiques.  

I. Contexte, protéases et ADAMs  

Classification des métalloprotéases 

Les protéases sont définies par leur capacité à cliver les liaisons peptidiques et sont 

classées selon leur fonctionnement catalytique. On regroupe dans des clades différents les 

protéases dont l’action catalytique repose sur une sérine, un acide aspartique, une cystéine, 

une thréonine ou un ion métallique. Notons que cette classification n’inclut pas la totalité des 

protéases existantes. Le terme « métalloprotéase » regroupe toute protéase ayant une activité 

catalytique nécessitant la présence d’un métal en son site actif. Dans la quasi-totalité des cas, 

il s’agit d’un ou deux atomes de zinc, mais il existe également de rares cas de métalloprotéases 

à cobalt ou manganèse [1] [2]. 

Parmi les métalloprotéases, existe la famille des metzincines, caractérisée par la présence 

d’une méthionine au niveau du site actif, ainsi que par l’utilisation d’un ion de zinc lors de la 

réaction enzymatique. Leur site actif est également caractérisé par un motif HExxH qui forme 

une hélice alpha conservée, où les deux histidines interagissent avec l’ion métallique. Ce motif 

peut cependant varier : par exemple, les métallo-carboxypeptidases font intervenir le motif 

HxxE(D)-aan-H, et les métalloprotéases matricielles possèdent le motif HxD-aa12-H-aa12-H, 

dans lesquelles les histidines jouent toujours le rôle d’interactants [1] [3]. 
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La famille des metzincines regroupe trois grandes sous-familles. On y trouve les 

métalloprotéases matricielles (MMPs), présentes en abondance lors de remodelages 

matriciels mais généralement peu exprimées dans les tissus sains ; les protéases à motifs 

thrombospondine (ADAMTSs) tels qu’ADAMTS13, responsables du clivage du facteur de von 

Willebrand et essentiel à l’hémostase primaire ; on y trouve enfin les protéines à domaine 

déstintégrine et métalloprotéase (ADAMs) [3] [2] [4]. 

 

 

Figure 1 – Les différentes familles de metzincines 

P = Prodomaine ; M = Metalloprotéinase ; D = Désintégrine ; C = Domaine riche en cystéines ; E = Domaine EGF-
Like ; TM = Domaine transmembranaire ; Ct = Domaine cytoplasmique ; xTS = Motifs thrombospondine ; HP = 
Domaines hémopoxine 

La famille ADAMs : découverte et généralités 

L’histoire des ADAMs débute en 1992, lorsque Blobel et al. publient un article dans lequel 

ils clonent un « peptide de fusion », chez le cochon d’inde, capable de se lier aux intégrines et 

impliqué dans la fusion des gamètes lors de la fécondation [5]. Cette protéine est nommée PH-

30 α/β (plus tard connue sous le nom de fertiline α/β) et est présentée comme un hétérodimère 

de glycoprotéines transmembranaires intégrales de type I. Le séquençage des gènes codants 

et aux séquences peptidiques prédites permet de montrer la ressemblance de cette protéine 

aux peptides contenus dans le venin de serpents.  

La similarité de séquences entre les deux sous-unités constituant cette protéine et les 

protéases de venins de serpent indique l’existence d’un ancêtre commun. Ce nouveau groupe 

de peptides est notamment perçu comme cible dans le contexte d’une stratégie contraceptive 

ou d’anticoagulants thérapeutiques. Le terme ADAM (A Desintegrin And Metalloprotease) a 

été proposé en 1995 par Wolfsberg et al. suite à la découverte de la présence d’un domaine de 
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liaison aux intégrines et d’un domaine protéolytique chez certaines protéines de venin de 

serpent (c.a.d. les SVMPs) [4]. 

Depuis ces premières découvertes, plus de 35 ADAMs différentes ont été identifiées dans 

de nombreuses espèces de métazoaires dont plusieurs vertébrés et une grande variété de 

mammifères, ainsi que certains modèles phares tels que la drosophile ou le nématode. Notons 

que des ADAMs ont été découvertes chez la levure S. Pombe mais pas chez son proche cousin 

S. Cerivisiae [6] .  

Le nombre d’ADAMs découvertes chez l’humain s’élève aujourd’hui à 21, ou 37 chez la 

souris, dont 7 sont exprimées dans les testicules. Toutes sont des protéines intégrales de type 

I synthétisées sous la forme d’un zymogène dont la maturation par clivage est nécessaire à 

leur activité enzymatique. Les ADAMs sont principalement connues pour cliver 

l’ectodomaine de leurs cibles leur permettant d’être relargué dans l’espace extracellulaire. Ceci 

leur vaut le titre de « sheddases » (que l’on pourrait traduire par « relarguases » en français) 

souvent retrouvé dans la littérature. Au sein du grand nombre d’ADAMs identifiées, il est 

considéré que plus de la moitié sont protéolytiquement actives. Parmi celles-ci, ADAM10 et 

ADAM17 sont les mieux caractérisées. 

 

  

 

Figure 2 – La famille des molécules ADAMs 

Classification des 21 ADAMs humaines fonctionnelles ou présumées selon leur site d’expression et leur activité 
protéolytique (Selon J.F. Ottavi d’après Edwards et al., 2008) 
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II. ADAM10, structure et mécanismes 

ADAM10 est une protéine transmembranaire de type I 748 acides aminés partageant un 

grand nombre de caractéristiques structurales avec le reste des ADAMs. Nous allons détailler 

dans les paragraphes ci-dessous ses caractéristiques structurales qui la différencient des 

autres membres de la famille ADAMs et lui confèrent ses spécificités.  

 

Figure 3 – Plans de la structure d’ADAM10. 

A. Représentation schématique de la structure primaire d’ADAM10. Haut, orange : spécificités de certains 
sites, avec leur séquence associée. Bas, gris : nombre approximatif d’acides aminés contenus dans chaque 
domaine. Bas, traits bleus : sites de glycosylation. Bas, aplats de couleurs : correspondance avec les régions 
Ds, Da, Cw et Ch. Adaptation d’après Takeda et al., 2006 et des informations tirées de la base de données 
UniProtKB [7]. B. Représentation schématique globale de la structure tertiaire d’ADAM10 inspirée de sa 
structure telle que décrite dans les études récentes [8]. P = Prodomaine M = Metalloprotéinase D = Désintégrine 

C = Domaine riche en cystéines TM = Domaine transmembranaire C = Domaine cytoplasmique C. Structure de 
l’ectodomaine d’ADAM10 telle que décrite par Seegar et al. 2017 [8]. Ion catalytique : gris, ion calcium : 
orange.  
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Le prodomaine, régulateur précoce 

A l’extrémité N-terminale des ADAMs, le prodomaine intervient dans leur maturation, en 

jouant un rôle de chaperon lors du repliement [9], et est également un inhibiteur de l’activité 

protéolytique de par sa conformation repliée à l’intérieur du domaine catalytique [10]. Cette 

inhibition est levée lors de la maturation de la protéine durant laquelle le prodomaine est 

clivé par des pro-protéines convertases, au niveau du réseau trans-golgien, au site RxR/KR. 

Dans le cas d’ADAM10, c’est la protéine PC7 et la furine qui se chargent de ce clivage.  

Le domaine catalytique et les poches à substrat 

Le domaine catalytique des ADAMs est globalement conservé et s’apparente fortement à 

celui retrouvé chez les MMPs [11]. Les structures disponibles indiquent une forte homologie 

stérique entourant l’ion zinc, mais également certaines variabilités telles que des ajouts ou 

suppressions d’hélice modifiant l’accès à cet ion, participant sans doute à la spécificité des 

substrats.  

Concernant ADAM10, son domaine catalytique est essentiellement structuré par 5 

feuillets beta entourant le site actif qui prend la forme d’une poche au sein de laquelle 

viennent se loger les substrats. Cette poche se situe juste au-dessus d’une hélice alpha que l’on 

peut considérer comme « base » du site catalytique dans lequel on retrouve le motif HExxH 

caractéristique des adamalysines accueillant l’ion zinc. Cet ion est stabilisé par les résidus 

H383 et H387, tandis que le E384 participe, avec H393 situé au bout de l’hélice, à la catalyse des 

substrats. En C-terminal de cette structure permettant la fixation du zinc se trouve une 

structure de type « met-turn », c’est-à-dire un coude basé sur la faible taille d’une méthionine 

et qui a pour effet de tourner la structure tertiaire vers la poche à zinc de manière à ce que le 

résidu M417 soit caché de l’ion. Ce système serait un premier niveau d’inhibition de l’activité 

catalytique d’ADAM10. 

La poche à substrats est elle-même subdivisée en plusieurs nano-poches, ou sites, qui ont 

également été caractérisés en cristallographie [8]. On distingue les sites S1, S1’, S2 et S3. La 

nano-poche S1’ est qualifiée de par sa grande taille de « canyon hydrophobique », 

reconnaissant les gros résidus hydrophobes comme les tyrosines ou les phénylalanines. A 

l’inverse, S1, de taille modeste, reconnait préférentiellement les alanines (pour étude 

fondatrice, voir [12]). S2 reste pour le moment mal défini et peut sans doute accueillir 

plusieurs résidus. Enfin, la nano-poche S3, elle aussi hydrophobe, semble particulièrement 
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encline à lier les prolines. Cette tendance du site actif à fonctionner sur des préférences de 

résidus plutôt que sur une reconnaissance stricte de ces acides aminés explique notamment 

pourquoi ADAM10 ne cible pas de site spécifique [13] et clive un très grand nombre de 

substrats [14]. 

 

                  

Figure 4 – Représentations du domaine catalytique d’ADAM10 

Gauche : vue globale du site actif, dans lequel le domaine métalloprotéase est représenté en vue cartoon, et 
les domaines désintégrine et riche en cystéines sont représentés en gris avec une superposition des forces de 
Van der Waals semi-transparente. Les résidus les plus importants du site actif sont représentés sous forme de 
bâtonnets, et la sphère grise représente l’ion zinc [8]. 

Droite : même vue, mais avec une représentation de la surface moléculaire et une colorisation dépendant de 
l’hydrophobicité des différents résidus. Les sites S1-S3 sont représentés par les traits en pointillé [8].  

Le domaine désintégrine, riche en cystéines et l’absence de domaine EGF 

C’est grâce à leur analogie avec le domaine désintégrine contenu dans les SVMP que cette 

partie des ADAMs porte son nom. ADAM10 et 17 se distinguent des autres ADAMs par leur 

domaine désintégrine ne présentant ni motif de type RGD [15], à l’image des SVMPs, ni de 

séquences ECD (ADAM9 et 23) ou R(x)6DLPEF [16] afin de fixer les intégrines. Ce domaine est 

suivi du domaine riche en cystéines, et les deux assemblés ont une forme globale rappelant 

un C ou une demie-lune. Chez ADAM10, cette structure courbée est stabilisée par un pont 

disulfure [8] ainsi que par un ion calcium se fixant à une boucle et une N-glycosylation en 

N551 [17]. Par ailleurs, la structure du domaine désintégrine se recourbe à tel point qu’il 

« enveloppe » le domaine métalloprotéase et semble agir en tant qu’auto-inhibiteur en 

absence de substrat [8].  
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La quasi-totalité des ADAMs possède un domaine proxi-membranaire de type EGF-like, 

absent chez ADAM10 et ADAM17 [15]. Ce domaine, assez peu caractérisé, est à la fois 

relativement court et souple, précède le domaine hydrophobe transmembranaire. Il semble 

jouer un rôle dans la régulation de l’interaction avec les substrats notamment via les 

domaines désintégrines et riches en cystéines voisins. Chez ADAM17, le domaine équivalent 

régule lui aussi la reconnaissance des substrats et est vraisemblablement impliqué dans les 

interactions entre protéases [18]. Aucun équivalent n’existe chez ADAM10, où le domaine 

riche en cystéine est le plus proche de la membrane.  

Le domaine cytoplasmique 

Après le passage transmembranaire vient le domaine cytosolique d’ADAM10. Au sein de 

la famille des ADAMs, ce domaine est particulièrement variable, allant de 11 résidus pour 

ADAM11 à 231 pour ADAM19 [15]. Le rôle de ce domaine varie également. Certaines ADAMs 

peuvent notamment lier des protéines à domaines SH3 ou SH2 via leurs prolines, à l’image de 

protéines adaptatrices telles que Grb2 (ADAM12, 15) ou d’effecteurs tels que FAK, Src 

(ADAM12, 13, 15) ou la sous-unité p85 de la PI3K (ADAM12) [6].  

Dans le cas d’ADAM10, il a été montré que son domaine cytoplasmique interagit avec la 

protéine kinase Lck, la protéine d’échafaudage DLG1 (SAP97), ou la PACSIN3 qui permet une 

liaison au cytosquelette d’actine ainsi qu’à plusieurs protéines impliquées dans les 

phénomènes d’endocytose dont nous reparlerons, telles que la dynamine.  

Le domaine cytoplasmique d’ADAM10 peut être clivé in vitro par ADAM9 ou 15 puis par 

la γ-secrétase, libérant ainsi le domaine cytoplasmique d’ADAM10. Une étude fait état de la 

présence d’ADAM10 dans le noyau et spécule qu’il pourrait jouer un rôle de cofacteur de 

transcription [19]. 
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ADAM-9 PKCδ Izumi et al. (1998)   ADAM-13 PACSIN2, Src Cousin et al. (2000) 

  Endophilin-1, SH3PX1 Howard et al. (1999)   ADAM-15 Grb2, Abl, Fyn, Src, Hck, Lck, Bcr- Poghosyan et al. (2002) 

  Src Weskamp et al. (1996)     Abl, MAD2   

  MAD2β Nelson et al. (1999)     Grb2, Src, Tks5/Fish, Brk, Erk Zhong et al. (2008) 

  Eve-1 Tanaka et al. (2004)     Endophilin-1, SH3PX1 Howard et al. (1999) 

  PACSIN3 Mori et al. (2003)     MAD2β Nelson et al. (1999) 

ADAM-10 Lck, MAD2 Poghosyan et al. (2002)     Hck Hiipakka and Saksela (2007) 

  SAP97 Marcello et al. (2007)     Lck Tran et al. (2005) 

  Eve-1 Tanaka et al. (2004)     SNX30 Karkkainen et al. (2006) 

  PACSIN3 Mori et al. (2003)     Tks5/Fish Abram et al. (2003) 

ADAM-12 Abl, Grb2, PI-3K, Src, Yes Suzuki et al. (2000)   ADAM-17 Erk Diaz-Rodriguez et al. (2002) 

  α-Actinin-1 Cao et al. (2001)     MAD2 Poghosyan et al. (2002) 

  α-Actinin-2 Galliano et al. (2000)     SAP97 Nelson et al., 1999 

  MAD2β Nelson et al. (1999)     Eve-1 Peiretti et al. (2003) 

  PKCδ Asakura et al. (2002)     FHL2 Tanaka et al. (2004) 

  Src Kang et al. (2000)     PTPH1 Canault et al. (2006) 

  PI-3K p85α Kang et al. (2001)     PDK1 Zhang et al. (2006) 

  PACSIN3 Mori et al. (2003)     Endophilin-1 Howard et al. (1999) 

  Eve-1 Tanaka et al. (2004)     ArgBP1, β-cop, ubiquitin Huang et al. (2002) 

  PKCε Sundberg et al. (2004)     Tks5/Fish Abram et al. (2003) 

  Tks5/Fish Abram et al. (2003)     PACSIN3 Mori et al. (2003) 

        ADAM-22 14-3-3 family Godde et al. (2006) 

          14-3-3 zeta PSD-95 Zhu et al. (2003) 

Figure 5 – Tableau des différents interactants cytoplasmiques des ADAMs 

Tableau d’après la revue d’Edwards et al. 2008 [6] 

III. ADAM10, fonctions et rôles 

Avec ADAM17, ADAM10 est une des ADAMs clivant le plus grand nombre de substrats, 

impliqués dans un large panel de fonctions cellulaires et physiologiques. Les rôles variés de 

ces substrats engagent ADAM10 dans des processus biologiques très divers et dans plusieurs 

pathologies. Par exemple, ADAM10 interagit avec la toxine α-hémolysine du staphylocoque 

doré, augmentant son activité notamment sur les jonctions adhérentes et participant à la 

rupture de la barrière épithéliale [20]. Une étude suggère également qu’ADAM10 agit comme 

un accélérateur de la réplication du VIH sans être nécessaire à l’infection [21]. 
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Figure 6 – Liste non exhaustive des substrats d’ADAM10 

Le cadre biologique global (non exhaustif) de la fonction de chaque substrat est indiqué à gauche. Inspiré et 
adapté du travail de Stéphanie Jouannet (2016). Les derniers substrats découverts grâce aux derniers résultats 
de SPECS ne sont pas indiqués ici [14].  

 

Récemment, plus de 90 substrats potentiels d’ADAM10 ont été découverts grâce à 

l’utilisation de la chimie click (cf. [22]) sur des neurones exprimant et déplétés pour ADAM10, 
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suivie d’une analyse quantitative par spectrométrie de masse (méthode nommée SPECS, pour 

secretome protein identification with click sugars) [1]. La majorité des substrats découverts 

sont nouveaux. Un grand nombre d’entre eux sont impliqués dans la formation et la 

régulation des fonctions synaptiques. Certains ont pu être validés par immunoblot in vivo et 

in vitro, dont la molécule d’adhésion NRCAM, le récepteur aux LDL, la métalloprotéase 

matricielle 17 (MT4MMP) et la cadhérine CDH6 [1].  

ADAM10 dans la signalisation Notch 

Plusieurs processus régissent la morphogenèse chez les métazoaires. Parmi eux, la 

signalisation Notch se distingue par son rôle dans la modification du destin cellulaire d’une 

cellule adjacente à une autre, grâce à une signalisation dépendant notamment d’ADAM10 [23].  

Expériences d’invalidation génique et cas cliniques.  

Chez l’humain, plusieurs maladies graves sont liées à un dysfonctionnement de Notch, 

comme le syndrome d’Alagille (maladie autosomale provoquant des anomalies du 

développement du foie, des yeux, des os et du cœur) [24], le CADASIL (causant des démences, 

migraines, AVC) [25], ou des leucémies lymphoblastiques [26]. La dérégulation de Notch est 

également impliquée dans de nombreux cancers et promeut la prolifération des cellules et la 

transition épithélio-mésenchymateuse en maintenant les cellules souches cancéreuses dans 

leur statut indifférencié et en augmentant l’angiogenèse [17], mais peut dans certains cas être 

considérée comme un suppresseur de tumeurs [27].  

Des analyses génétiques réalisées dans des modèles murins ont pu révéler des rôles 

importants de Notch dans le système nerveux central, le système cardio-vasculaire [28] [29], 

le système immunitaire et l’érythropoïèse [30], les intestins, le développement de l’épithélium 

des voies respiratoires et l’endothélium vasculaire [20].  

Le conditionnement de la signalisation Notch à l’activité d’ADAM10 est notamment 

illustré chez la souris, où des expériences d’extinction du gène d’ADAM10 in vivo mène à la 

mort des animaux à un stade embryonnaire (E9.5) en présentant de graves anomalies du 

développement évoquant une voie Notch non fonctionnelle [29]. L’extinction conditionnelle 

d’ADAM10 dans ces modèles murins induit également des anomalies des tissus ciblés proches 

des défauts d’une signalisation Notch. Par ailleurs il a récemment été démontré que, chez 

l’homme, une forme active d’ADAM10 est présente dans certaines tumeurs à caractère souche, 

dans lesquelles la signalisation Notch s’exprimait fortement [17]. 
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Figure 7 – Implication d’ADAM10 dans la signalisation Notch 

Le clivage du récepteur Notch par ADAM10 au site S2 permet la séparation de l’ectodomaine, qui est internalisé 
par la cellule émettrice du signal, et la prise en charge du fragment transmembranaire résiduel par la γ-
sécrétase qui le clive au site S3 et libère le NICD qui migre au noyau et module la transcription des gènes cibles. 

 

Mécanisme moléculaire. Au niveau moléculaire, le récepteur Notch est une protéine intégrale 

hétérodimérique exprimée à la surface des cellules, produit d’un premier clivage lors de sa 

maturation. La zone de séparation entre les deux hétérodimères est considérée comme une 

zone de régulation négative en masquant un autre site de clivage, spécifique à ADAM10 et 17, 

et essentiel à la transduction du signal [27]. Cette conformation auto-inhibitrice est modifiée 

lors de l’interaction du récepteur Notch avec l’un de ses ligands (3 Delta-Like et 2 Jagged) 

(notons ici qu’ADAM10 est capable de cliver le ligand de Notch Delta-Like-1 [31]), qui, 

internalisé dans la cellule émettrice du signal, induit une force de traction sur le récepteur 

conduisant au dépliement de sa structure et à la révélation du site de clivage par ADAM10 [32]. 

Ce clivage libère ainsi le domaine extracellulaire de Notch qui est internalisée dans la cellule 

émettrice du signal avec le ligand [33]. Le fragment de Notch retenu à la membrane plasmique 

est ensuite pris en charge par le complexe γ-secrétase qui le clive une troisième fois au niveau 
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de son domaine transmembranaire [34]. Ce dernier clivage permet la libération du domaine 

intracellulaire de Notch (NICD) dans le cytosol, qui migre au noyau où il joue le rôle d’un 

cofacteur de transcription en s’associant notamment aux complexes CSL (RBPJ), puis MAM 

[27], [32] et permettent de réguler la transcription des gènes cibles de Notch [27].  

Ces gènes cibles de Notch contribuent à une cascade transcriptionnelle comportant des 

modifications génétiques et épigénétiques. Parmi elles, nous pouvons citer la famille de 

répresseurs transcriptionnels HES (Hairy Enhancer of Split), la famille de facteurs de 

transcription HRT (Hairy-Related Transcription factor, aussi connus sous le nom de HEY) 

ainsi qu’un mécanisme de rétrocontrôle via les gènes de la famille Notch-regulated ankyrin 

repeat protein [35]. Les cyclines D1 et D3, régulatrices du cycle cellulaire, ainsi que la famille 

NF-κB, sont également impactées par la signalisation Notch.  

Rôle de l’endocytose du récepteur Notch. L’endocytose du récepteur Notch est moins bien 

caractérisée que celle des ligands et est encore un sujet controversé. Des expériences suggèrent 

qu’une internalisation du récepteur était nécessaire à la transduction du signal [36] [37]. La 

modulation de ce phénomène pourrait notamment influer sur la signalisation en aval selon 

l’expression de protéines interagissant avec Notch et modulant le trafic vésiculaire, tels que 

Numb et l’α-adaptine [38] [39], qui participent à la répression de la signalisation Notch et à la 

sélection de la destinée des cellules (notamment observé sur des précurseurs d’organes 

sensoriels de drosophile [SOP]).  

Maladie d’Alzheimer et clivage de l’APP 

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative associée à un syndrome 

démentiel et à des pertes de mémoires qui touche près de 900 000 personnes en France et 

près de 250 000 nouveaux cas par an, avec seulement un tiers des patients diagnostiqués aux 

stades précoces. Elle est caractérisée par l’agrégation de peptide β-amyloïde sous forme de 

plaques, associée à une forme phosphorylée de la protéine tau (habituellement associée aux 

microtubules) entraînant de graves lésions cérébrales. Ce peptide amyloïde est issu de la 

protéine APP, glycoprotéine de près de 750 acides aminés largement exprimée dans 

l’organisme et notamment dans les tissus nerveux. Sa dégradation, menant parfois à la 

production du fragment β-amyloïde, dépend de trois types de clivages, ayant lieu au sein de 

deux voies de dégradation pouvant faire concurrence, nommées voie amyloïdogène et non-

amyloïdogène.  
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Figure 8 – Voies du clivage protéolytique de la protéine APP 

Dans la voie non-amyloïdogène, APP est clivé par ADAM10 puis par la γ-secrétase, relarguant le peptide P3 
dans le milieu extracellulaire. Dans la voie amyloïdogène, APP est clivé par BACE1, responsable de la formation 
du peptide Aβ lui-même responsable de dégradations cellulaires et tissulaires dans la maladie d’Alzheimer. 
Schéma adapté de Grimm et al., 2013 [40].  

 

Dans la voie non-amyloïdogène, c’est-à-dire celle qui correspond au profil non-

pathologique, la protéine APP est clivée par l’α-secrétase (principalement ADAM10, mais 

pouvant être ADAM17[41]) ciblant une région proxi-membranaire et libérant par la suite des 

fragments non pathogéniques. Le fragment sAPPα est ainsi libéré dans l’environnement 

extracellulaire [42]. Le fragment restant (C83) reste inséré dans la membrane et subit un 

second clivage par le complexe enzymatique γ-secrétase permettant ainsi la libération d’un 

fragment intracellulaire (AICD pour APP intracellular domain) migrant dans le noyau et d’un 

petit peptide P3 non toxique [43]. 

Dans la voie amyloïdogène, le clivage d’APP est assuré par la protéine BACE-1 endossant 

le rôle de β-secrétase. Ce clivage libère le petit fragment N-terminal sAPPβ, plus court que son 

homologue sAPPα, retrouvé dans le fluide cérébro-spinal ou dans des endosomes tardifs si le 

clivage a lieu dans un compartiment intracellulaire [42]. Ce clivage par BACE-1 génère un 

fragment C-terminal (C99) retenu à la membrane. La prise en charge de ce dernier par le 

complexe protéique γ-secrétase libère l’AICD mais également le peptide Aβ qui est alors 

relâché dans le milieu extracellulaire. Ce dernier est considéré, de par sa capacité à 

s’oligomériser et à former de larges plaques peptidiques, comme le composant néfaste pour la 

maladie d’Alzheimer [44]. Sa présence et son effet néfaste sont souvent considérés comme 
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irréversibles, bien que le peptide puisse être dégradé par des enzymes telles que la néprilysine 

(NEP) ou les enzymes de conversion de l’insuline, de l’angiotensine et de l’endothéline [44].  

Dans la mesure où ADAM10 est un élément clé de la voie non-amyloïdogène et que son 

activité s’oppose à la production du peptide Aβ, son ciblage participe à la lutte contre la 

maladie d’Alzheimer, et notamment la stimulation de son activité via les régulateurs de son 

expression [45] [46]. Par exemple, il a été montré in vivo qu’une déficience en vitamine A, dont 

les produits de régulation participent à la modulation de l’expression d’ADAM10, induisent 

une augmentation de la production de peptide Aβ, et qu’un tel phénotype peut être compensé 

par une augmentation artificielle de l’expression d’ADAM10 [47]. Il a été démontré que la 

mélatonine augmente la transcription d’ADAM10 en agissant sur son promoteur [48]. Or les 

concentrations de mélatonine circulante décroissent avec l’âge et sont trouvées à des taux 

anormalement bas chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer [45]. Des souris 

transgéniques modèles pour cette maladie et surexprimant la mélatonine montrent une 

meilleure résistance aux déficiences cognitives [45]. 

Par ailleurs, des expériences de biochimie ont montré que le fragment soluble Aβ a une 

forte affinité pour la molécule PrPc, la forme normale de la protéine prion [49] et interagit 

avec elle [50]. Cette interaction serait importante pour l’agrégation des plaques amyloïdes [50], 

Aβ adoptant également un comportement prionoïde (prion-like) [51]. Les protéines prion et 

APP étant toutes deux clivées par ADAM10, et ce clivage ayant à chaque fois un effet 

neuroprotecteur, l’étude de l’activation de cette protéase dans le cadre des maladies à prions 

et dans la maladie d’Alzheimer est donc potentiellement pertinente sur le plan clinique, 

comme l’illustrent des patients pour lesquels des mutations d’ADAM10 sont associées à la 

maladie d’Alzheimer via une production anormale d’Aβ [52]. 

Rôle d’ADAM10 dans les maladies à prion  

Le prion (PrP, PROteinaceous INfectious particle ou PRoteinaceous Infectious ONly) est 

une protéine présente dans le cerveau et la moelle épinière, normalement impliquée dans les 

processus de différentiation, de neurogenèse, d’adhésion, dans la mémoire et la cognition [53]. 

Elle est également responsable de plusieurs maladies à longue durée d’incubation regroupées 

sous le nom d’encéphalites spongiformes transmissibles, dont les variantes les plus connues 

sont la tremblante (scrapie), la maladie de Creutzfeldt-Jakob, le Kuru et la maladie de la vache 

folle dont les premières descriptions remontent à 1732. Jusqu’au début des années 1900, la 
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cause de la tremblante pouvait être attribuée à l’hyperactivité sexuelle des animaux ou aux 

orages (Roche-Lubin, 1848 [54]), avant d’être considérée comme virale (Besnoit, 1899 [55]) ou 

provenant de parasites (M’Gowan, 1914 [56]). En 1982, Stanley B. Prusiner émet et confirme 

l’hypothèse du prion en tant que protéine, car cet agent infectieux résiste à tout type de 

traitement permettant d’inactiver les acides nucléiques et même à des hautes températures 

[57].  

Le rôle du prion dans ces maladies est aujourd’hui bien connu. Alors que sa forme sauvage 

PrPc, liée à la membrane par une ancre GPI, n’est pas pathologique, il existe également sous 

une autre conformation, nommée PrPSc, non dégradée et qui acquiert une fonction de 

chaperon sur la forme saine, la conformant en protéine pathologique [58]. L’effet exponentiel 

que peut adopter ce mécanisme provoque une agrégation des protéines PrPSc insolubles dans 

le cerveau et résistantes à la protéolyse, s’accumulant jusqu’à induire de graves lésions 

cérébrales (également dues à la perte de fonction du PrPc) et léthales sur le long terme [58]. Si 

les évènements menant à la formation d’une protéine prion mal conformée restent encore 

flous, dans son état basal, la protéine PrPc est la cible de plusieurs clivages [59].  

ADAM10 peut cliver la protéine prion dans des conditions physiologiques, relarguant 

alors la protéine sous sa forme complète, qui peut ainsi migrer au sein du tissu cérébral et agir 

comme un stimulateur de la croissance axonale [60]. Dans d’autres cas, PrPc peut subir un α-

clivage lors de sa maturation qui génère un fragment libre N1 aux propriétés anti-apoptotiques 

et un fragment C1 relié à la membrane et stimulateur de l’apoptose [61]. Des deux effets 

opposés, l’activité protectrice de N1 l’emporte sur C1 [59] [62]. Dans des conditions 

pathologiques, PrPc peut subir un β-clivage proxi-membranaire générant les variantes C2 et 

N2 [61]. Enfin, les protéines prion non glycosylées peuvent subir un γ-clivage générant les 

fragments N3 et C3 [61], ces derniers étant notamment trouvés dans les cerveaux de patients 

atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob. 

La production, à travers ADAM10, des divers fragments de la protéine prion supporte 

donc des fonctions physiologiques en produisant des fragments actifs mais peut également 

moduler le cours de la maladie associée à la protéine malformée PrPSc. Le shedding de la 

protéine entière par ADAM10 et sa libération dans l’espace extracellulaire pourrait avoir un 

rôle protecteur car elle diminue le nombre de cibles membranaires accessibles à la protéine 

mal conformée. Cependant, il semble que la protéine PrPc clivée soit également sujette à la 

conversion pathogénique, ce qui donne un rôle potentiellement important au clivage par 

ADAM10 dans la dissémination de PrPSc au sein de l’organisme [63]. Les résultats 
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d’expériences in vivo montrent par ailleurs que la prise en charge de la protéine prion par 

ADAM10 n’invalide pas ses fonctions et permet l’élargissement de son spectre d’action, que ce 

soit dans des conditions saines ou pathologiques [64] [65].  

 

  

 

Figure 9 – Schéma de la genèse des différentes formes de la protéine prion 

Les fragments générés selon le clivage de la protéine prion ont des impacts physiologiques différents. La 
condition physiologique basale consiste en un clivage par la α-PrPase ou par ADAM10, libérant soit un petit 
fragment N-terminal soit une forme quasi-complète de la protéine prion devenant alors circulante. Dans les 
conditions pathologiques, une β-secrétase ou la γ-PrPase génèrent des fragments toxiques.  

Autres substrats d’ADAM10 

Destin cellulaire et autres exemples de signalisation paracrine 

D’autres substrats d’ADAM10 sont impliqués dans les choix de destins cellulaires via une 

signalisation paracrine pouvant être reliés à certaines pathologies.  

Par exemple, la place d’ADAM10 dans la transduction du signal de mort est 

physiologiquement importante, sa dérégulation peut être trouvée chez certains cancers et 

pourrait marquer certains stades de la progression tumorale [66, p. 10]. En effet, ADAM10 est 

la principale sheddase du ligand de Fas (FasL), protéine centrale au signal de mort cellulaire 

par apoptose extrinsèque. Cette signalisation étant juxtacrine, le clivage de FasL par ADAM10 
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diminue la capacité des cellules à induire l’apoptose de leur cible (le fragment soluble produit 

(sFasL) est incapable de transmettre le signal) [67]. Par ailleurs, le clivage de FasL par ADAM10 

génère également un fragment retenu à la membrane qui, après un second clivage par SPPL2a, 

libère le domaine intracellulaire de FasL qui agit comme cofacteur de transcription et régule 

négativement la production de FasL [67]. Une dysfonction de la protéase pouvant mener à une 

résistance à ces signaux joue un rôle important dans la résistance de certains cancers tels que 

des leucémies [68]. 

Les éphrines sont les ligands des récepteurs Eph et sont impliqués dans de nombreux 

processus de développement tels que l’angiogenèse, la différentiation de cellules souches ou 

le guidage axonal. Elles génèrent un signal bi-directionnel généralement répulsif [69]. 

ADAM10 est capable de cliver l’éphrine-B2, libérant un fragment soluble (sEphrin-B2) qui 

possède entre autres la capacité de recruter et d’activer les fibroblastes [69], suffisant pour 

induire une fibrose des tissus in vivo. ADAM10 s’associe aussi constitutivement avec le 

récepteur EphA3, et clive l’éphrine-A5 en trans lors de l’interaction entre le récepteur et son 

ligand qui devient alors substrat de la protéase [70], faisant ainsi d’ADAM10 un acteur 

important des phénomènes de répulsion, notamment dans les tissus nerveux [71]. 

L’importance du substrat d’ADAM10 Klotho dans les processus de vieillissement a été 

montrée par des expériences de KO in vivo induisant de l’athérosclérose, de l’ostéoporose et 

une atrophie de la peau. Ces résultats sont également complétés par des expériences de 

surexpression montrant alors un rôle protecteur de Klotho, via la régulation de l’homéostasie 

de la vitamine D et du calcium [72]. Il est à noter que Klotho peut également être clivé par les 

α- ou β- secrétases (ADAM10/17 ou BACE-1) et peut être stimulé par l’insuline [73]. Les rôles 

exacts des différentes formes solubles de Klotho n’ont pas encore été découverts, mais il a été 

proposé que certaines d’entre elles puissent agir à l’image d’hormones circulantes [74]. Notons 

enfin qu’une faible expression de Klotho est associée à plusieurs maladies telles que les 

maladies chroniques du rein, des maladies cardio-vasculaires, et a été qualifiée de protéine 

anti-tumorale par des études génétiques concernant les carcinomes hépatocellulaires, des 

tumeurs cervicales et des cancers des poumons [74]. 

Substrats impliqués dans l’adhérence cellulaire et la migration 

Plusieurs substrats d’ADAM10 sont impliqués dans les phénomènes d’adhérence et la 

migration cellulaire. Certains d’entre eux ont également un rôle dans la prolifération et la 
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dispersion de certains cancers à travers leur clivage assuré par ADAM10. A l’inverse, 

l’extinction d’ADAM10 dans des lignées de cancer du sein abolit la progression tumorale [75].  

Mais le rôle d’ADAM10 dans l’adhérence cellulaire est plus complexe et varie selon le 

substrat concerné. Par exemple, il a été proposé que la stimulation d’ADAM10 pouvait 

permettre de diminuer la prolifération de certaines cellules tumorales ou de prévenir la 

dégradation du cartilage articulaire [76], grâce au clivage de sa molécule cible CD44. Cette 

molécule d’adhérence est un acteur important de l’homéostasie cartilagineuse, de la 

résolution d’inflammations et de la prolifération à travers la fixation d’acides hyaluroniques 

(AH) [77] [76]. L’ectodomaine relargué par ADAM10 entre en compétition avec la fraction de 

CD44 encore attachée à la membrane.  

De plus, ADAM10 a un rôle important dans le clivage de CD44 dans les mélanomes [78]. 

L’ICD de CD44 est connu pour être un cofacteur de transcription induisant une régulation 

positive de sa propre expression ainsi que de celle de plusieurs MMPs s’associant avec lui [79]. 

Cette boucle de régulations positives augmente le risque de prolifération cancéreuse, de 

migration et d’invasion, faisant d’ADAM10 dans cette situation précise un activateur de la 

progression tumorale [80]. 

La migration de certaines cellules peut être également inhibée par ADAM10 à travers le 

clivage du récepteur RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts), régulateur de la 

réponse inflammatoire et de la migration cellulaire. Ce clivage, stimulable par le calcitriol [81], 

libère un ectodomaine fixant les ligands solubles et inhibant les fonctions de la protéine 

membranaire. In vitro, cette inhibition bloque notamment la migration dépendant de RAGE 

des cellules [82]. Le clivage de RAGE par ADAM10 permet également de diminuer les 

symptômes inflammatoires de la maladie de Buerger, affectant les vaisseaux sanguins des 

extrémités corporelles [83]. Des tests cliniques ont par ailleurs montré une corrélation entre 

un haut niveau de RAGE soluble et un risque élevé de maladies cardio-vasculaires, de diabète 

et de certains cancers [84] [85].  

La modification de l’adhérence des cellules par ADAM10 a également des effets au niveau 

du système nerveux, notamment à travers sa cible NCAM (neural cell adhesion molecule), 

induisant une baisse de la croissance et des connexions entre les neurites [86]. Si la présence 

de l’ectodomaine soluble de NCAM est normale chez les patients sains, il est trouvé agrégé en 

grande quantité chez les patients atteints de schizophrénie ou d’autres pathologies d’ordre 

mentale [87], et sa surexpression chez l’animal induit des troubles du comportement, une 

perte de la mémoire et une diminution de la potentialisation à long terme [88].  
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La protéine L1-CAM, récepteur neuronal jouant un rôle dans l’adhésion cellulaire et cible 

d’ADAM10 [89], est particulièrement surexprimée dans le cancer du côlon. Il a été montré que 

la surexpression de L1-CAM, confère des propriétés métastatiques à certaines cellules in vivo, 

de même que la surexpression d’ADAM10 qui permet la libération du domaine extracellulaire 

de L1-CAM. 

Enfin, ADAM10 tient un rôle dans la biogenèse épithéliale et les processus de 

cicatrisation, de même qu’au maintien des tissus, par le clivage des E- et N-cadhérines [90]. 

L’action d’ADAM10 induit une diminution de l’adhérence entre les cellules ainsi qu’une 

relocalisation importante de β-caténine dans le noyau permettant la répression de gènes 

cibles [90] et notamment certains connus pour promouvoir la tumorigenèse et la progression 

tumorale [75]. Bien que de nombreuses pathologies soient associées à ces cadhérines [91], 

aucune n’a été encore clairement reliée à un défaut de la fonction d’ADAM10. Ceci étant, le 

clivage de la E-cadhérine par ADAM10 induit une perte de l’adhérence cellulaire pouvant jouer 

un rôle dans les cancers [92].  

ADAM10 dans l’immunité et la prolifération cellulaire 

La libération d’un ectodomaine dans le milieu extracellulaire permet à certains substrats 

d’ADAM10 d’agir à distance de leur lieu de clivage. Ceci a un impact particulier dans la 

signalisation pro-inflammatoire et le relargage de facteurs de croissance. 

ADAM10 participe aux phénomènes pro-inflammatoires grâce au clivage de plusieurs 

cytokines. Parmi elles, on peut citer les chimiokine CXCL1 (fractalkine) et CXCL16, exprimées 

par des leucocytes et dont la libération permet de former un gradient chimioattractant [93], 

ainsi que CX3CL1 et la VE-Cadhérine [94], qu’ADAM10 peut cliver alors qu’ils interagissent 

déjà en trans avec leur substrat, permettant alors de libérer la cellule cible [93]. Par ailleurs 

plusieurs études ont montré que l’inhibition ou l’extinction d’ADAM10 bloque la 

transmigration de lymphocytes T activés et pré-B transfectés avec le récepteur du CX3CL1, 

CX3CR1 [95]. Un constat similaire a été observé chez des leucocytes primaires [96], suggérant 

qu’ADAM10 agit comme un promoteur de la transmigration leucocytaire [94]. A cet égard, 

certains patients ayant reçu une transplantation de rein et montrant des signes de rejet aigu 

présentent lors des biopsies une augmentation significative de l’expression d’ADAM10 et un 

nombre élevé de lymphocytes T infiltrés [97]. Chez la souris, la présence de greffons 

endommagés est associée à un niveau élevé de CXCL16 dans les urines [97]. Chez les patients 

atteints de maladies rénales graves, le clivage de CXCL16 contribue à un risque 
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d’athérosclérose dû au recrutement de cellules immunitaires pro-inflammatoires [98]. Dans 

les cancers, les effets du relargage de CXCL16 par ADAM10 varient selon les cas. Dans certains 

cancers rénaux, l’expression d’ADAM10 et de CXCL16 est inversement proportionnelle à la 

progression tumorale, et semble être un marqueur de bon pronostic pour la survie des 

patients [99]. Cependant dans le cas de tumeurs ovariennes, la présence de CXCL16 relargué 

dans le sérum reflète une activité pro-métastatique importante associée à la migration des 

cellules tumorales plutôt que des lymphocytes, effet pouvant notamment être diminué par 

l’inhibition d’ADAM10 [100]. 

Le potentiel pro-inflammatoire d’ADAM10 est également révélé par une autre cytokine, le 

TNF-α (tumor necrosis factor α, cachectine), notamment lors des inflammations aigues, [24]. 

Bien que l’enzyme principalement responsable du clivage du TNF-α soit ADAM17 (aussi 

appelée TACE, pour TNF-Alpha-Converting-Enzyme), ADAM10 peut endosser ce rôle dans 

certaines situations [101]. Cette dernière est initialement produite sous la forme d’un 

précurseur ancré à la membrane des fibroblastes et des macrophages, puis est libérée dans le 

milieu en réponse à plusieurs signaux inflammatoires [27]. Elle permet le recrutement de 

nouvelles cellules immunitaires et est un fort activateur de macrophages et de lymphocytes.  

Les activités pro-inflammatoires d’ADAM10 sont également accompagnées d’une 

augmentation de la prolifération et de la migration cellulaire permettant la cicatrisation à 

travers le relargage de plusieurs ligands de l’EGFR, à savoir l’EGF, la betacelluline et le HB-EGF 

lors de l’activation d’une voie non canonique (ADAM17 étant impliquée dans la voie 

canonique) [102] [104] [26]. Par exemple, le clivage du précurseur de la betacelluline, molécule 

de la famille des ligands des ErbB (EGFR Family) permet d’activer la prolifération cellulaire 

en se fixant sur les récepteurs homodimériques ErbB1 et ErbB4 ainsi que sur tous les 

récepteurs ErbB hétérodimériques [106]. Dans cette même famille de récepteurs, Erb2B, 

également clivé par ADAM10, est connu pour augmenter la survie cellulaire et la 

différenciation, mais également pour être pro-tumorigénique [107]. Utiliser des inhibiteurs 

d’ADAM10 permet alors de renforcer la sensibilité des cellules tumorales à des traitement 

spécifiques de Erb2B tels que l’herceptine [80].  

Localisation du clivage ADAM10 et γ-secrétase  

Il est généralement considéré que les clivages des différents substrats d’ADAM10 et de la 

γ-secrétase se produisent à la surface de la cellule, dans un complexe formé par ces deux 
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protéines. En 2015, des expériences d’immunoprécipitation ont suggéré l’existence de 

complexe actif à la surface des cellules [108]. Une des critiques pouvant être adressée à cette 

étude serait l’utilisation d’un détergent faible, le CHAPSO, qui ne permet pas d’isoler les 

partenaires directs lors des immunoprécipitations [109]. Leur proximité membranaire a 

cependant été confirmée in vivo en microscopie à haute résolution (SIM) et par (FRET) [108].  

Cependant, il est également possible qu’ADAM10 clive l’un de ses substrats, le récepteur 

Notch, après la séparation de son fragment extracellulaire et l’endocytose du fragment 

transmembranaire [33]. Cette idée a été développée dans un article de 2017 [110], démontrant 

l’activité de la E3-ubiquitine ligase DTX4 sur Notch avant son clivage par ADAM10 et 

induisant son endocytose. Des expériences de colocalisation sur microscope confocal et 

vidéomicroscopie sur cellules vivantes utilisant des chimères fluorescentes de Notch [110] ont 

suggéré que la fraction internalisée de Notch est rejointe par ADAM10, endocyté dans un 

compartiment séparé. Il convient néanmoins de rester prudent dans la mesure où l’ajout d’un 

tag sur des protéines peut modifier leur comportement, comme ont pu l’observer les auteurs 

en constatant que la répartition cellulaire de la protéine DTX4 change légèrement en fonction 

de la protéine fluorescente à laquelle il est couplé.  

ADAM10 et ADAM17, deux (faux) jumeaux 

Comme nous l’avons vu dans les exemples précédents, de nombreuses cibles d’ADAM10 

peuvent également être clivées par ADAM17. Ces deux protéases sont considérées comme les 

plus actives à la surface des cellules. Elles sont structurellement et séquentiellement proches, 

partageant 30% de résidus homologues et sont capables de cliver un large spectre de substrat 

par rapport aux autres représentants de leur clade. Néanmoins ni les structures de leurs 

poches à substrat, ni les séquences de clivages reconnues ne sont les mêmes.  

Sur la signalisation Notch, bien qu’ADAM10 et 17 puissent tous deux cliver le récepteur, il 

est aujourd’hui clair que le premier ne peut le faire qu’après fixation du ligand et révélation 

du site S2, tandis que le second, incapable de faire de même, peut néanmoins cliver le 

récepteur Notch et activer le signal de manière ligand-indépendant, tout du moins sur des 

formes mutées de ce récepteur [111].  

L’impact d’ADAM10 et ADAM17 dans la maladie d’Alzheimer via le clivage du précurseur 

amyloïde APP a également fait débat. En effet, l’α-secrétase peut être ADAM10, comme vu plus 

haut, mais également ADAM17 et ADAM9. Si des études précoces ont montré que ces trois 
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protéases pouvaient cliver APP et libérer le fragment α-amyloïde [112] (dont la production 

s’oppose, rappelons-le, à celle délétère des fragments β), les études ont longtemps donné des 

résultats contradictoires concernant la responsabilité d’un clivage constitutif. Il semblerait 

aujourd’hui que sous des conditions physiologiques, ADAM10 soit la protéase responsable de 

l’activité α-secrétase [52]. ADAM17, quant à elle, semble cliver APP à la suite d’un stimuli, 

notamment via l’activation de la PKC [52], [113] et son expression est limitée à l’hippocampe 

tandis qu’ADAM10 est exprimée plus largement dans le système nerveux central [114]. 

IV. Régulations d’ADAM10 

Nous avons vu que la grande variété des substrats d’ADAM10 lui confère une place 

physiologique importante, notamment via son rôle dans la signalisation Notch ou le clivage 

de l’APP. Elle doit donc être régulée finement, et est sous le contrôle de nombreuses strates de 

régulations et ce à de multiples niveaux structuraux.  

Régulations transcriptionnelles 

Les sirtuines. Les sirtuines forment une famille de protéines capables de désacétyler les 

histones permettant ainsi de réguler positivement la transcription de certains gènes cibles 

[115]. Récemment, il a été montré in vitro et in vivo que la production d’ADAM10 dépendante 

de SIRT1 pouvait être activée grâce à l’osmotine, un homologue de l’adiponectine provenant 

de plantes, via sa liaison au récepteur AdipoR1 induisant l’activation de l’AMPK (AMP-

activated protein kinase) [116]. Les animaux traités par l’osmotine ont notamment vu leur 

production et leur saturation en peptide Aβ baisser fortement, s’accompagnant d’une 

régression de nombreux symptômes accompagnant la maladie, comme les déficiences 

cognitives, les défauts de transmission synaptique, et surtout une nette régression de la perte 

de potentialisation à long terme [116]. Ainsi, la régulation de la production d’ADAM10 par la 

sirtuine via l’osmotine fait partie des potentiels futurs traitements pour lutter contre la 

maladie d’Alzheimer.  

L’acide rétinoïque. L’acide rétinoïque est un métabolite de la vitamine A et est capable 

d’augmenter l’expression d’ADAM10 à travers sa fixation aux hétérodimères de récepteurs 

RAR/RXR [117]. La fixation sur l’ADN de RAR suite à la réception de l’acide rétinoïque lui 

permet de s’hétérodimériser avec RXR permettant une augmentation de la transcription de 
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certains gènes cibles. Or la stimulation de ces récepteurs avec leurs ligands naturels (comme 

la vitamine A), n’a cependant pas d’effet sur l’activité d’ADAM10, alors qu’au contraire, le 

rétinoïde synthétique acitrénine stimule in vitro l’activité de l’α-secrétase [117]. En 2005, 

Prinzen et al. ont montré que les gènes humains, murins et de rat codant pour ADAM10 

possèdent ces sites récepteurs d’acide rétinoïque [118]. L’augmentation de la transcription 

d’ADAM10 grâce à ce composé chimique augmente également le clivage de ses protéines 

cibles, et il a été montré qu’une stimulation à l’acide rétinoïque favorise la production de 

peptide sAPPα par rapport aux peptides Aβ [117]. A l’inverse, l’utilisation d’un antagoniste du 

récepteur RARα, Am80, induit in vitro une forte baisse de l’expression d’ADAM10 et une 

diminution de son activité. Il est alors question d’une aggravation de l’état pathologique chez 

les souris modèles pour la maladie d’Alzheimer avec une augmentation de la démence et une 

profonde détérioration de la mémoire lorsque cet antagoniste est utilisé [119].  

Régulations traductionnelles 

Les micro-ARN. Certains micro-ARN régulant la transcription d’ADAM10 ont été mis au 

jour, notamment dans les cadres de cancers et de la maladie d’Alzheimer. Par exemple, le miR-

122 est absent de certaines cellules cancéreuses pour lesquelles l’ARNm codant pour ADAM10 

est fortement exprimé, et son expression combiné à un traitement au sorafenib dans des 

cellules primaires de carcinomes hépatocellulaires réduit fortement la survie des cellules 

tumorales [120]. Le miR-140-5p aurait également des propriétés régulatrices d’ADAM10 et 

serait impliqué dans les processus oncogéniques [121]. Les miR-144 et 451, exprimés 

conjointement, auraient également un effet répressif sur cette transcription et induisent par 

ce biais une diminution du clivage de type α de APP [122]. Les effets de ces derniers sont par 

ailleurs amplifiés en présence de peptide β-amyloïde, ce qui renforce le déséquilibre dans le 

clivage d’APP, conférant donc à ces micro-ARN un rôle certain dans la pathogenèse de la 

maladie d’Alzheimer.  

La région 5’ UTR et son G-quadruplex. La région 5’UTR du gène d’ADAM10 possède une grande 

quantité de guanosines (nucléotides 66 à 94) formant des structures répressives particulières 

nommées G-quadruplex [123] [124]. Ces structures sont basées sur l’interaction de quatre 

guanosines contenues sur un à quatre brins différents liées par un appariement atypique dit 

de Hoogsteen. Ces interactions atypiques permettent de former une structure maintenant les 

quatre brins de façon à ce que les guanosines soient dans le même plan, nommé quartet et 

stabilisé par la présence d’un cation en son centre (sodium ou potassium) [125]. La 
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superposition d’au moins deux quartets forme le G-quadruplex. Longtemps observés lors 

d’expériences in vitro, avec des formes topologiques très polymorphiques, la question de leur 

existence en conditions naturelles a été incertaine jusque récemment, où l’utilisation 

d’anticorps spécifiquement dirigés contre les structures G-quadruplex télomériques a permis 

de révéler leur existence in situ dans le protiste cilié Stylonychia lemnae puis dans le génome 

humain [126].  

 

 

Figure 10 – Structure en G-quadruplex présente en 5’ UTR du gène d’ADAM10. 

A. Représentation d’un quartet, composé de 4 guanosines organisées autour d’un ion. B. Organisation de trois 
quartets formant le G-quadruplex, le trait fléché représentant le sens de lecture du brin d’ARN. C. Schéma du 
mécanisme de blocage de la traduction. Le G-quadruplex bloque la formation et la fonction du complexe 
d’initiation au niveau du 5’UTR bloquant ainsi la production de la protéine. 

 

La présence de G-quadruplex en amont de la traduction d’ADAM10 a tout d’abord été 

supposée en tant que mécanisme permettant d’expliquer la très forte répression de la région 

promotrice du gène [123], puis a été montrée grâce à la spectroscopie appliquée au dichroïsme 

circulaire de cette structure [124]. L’encombrement stérique important que présentent ces G-
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quadruplex est le principal acteur de leur action répressive, empêchant la formation des 

complexes d’initiation de la traduction. La levée de cette inhibition, pouvant être réalisée in 

vitro par mutation, permet d’augmenter fortement l’expression d’ADAM10 et son activité sur 

ses substrats [124]. 

Régulations structurelles 

Le prodomaine. Le prodomaine d’ADAM10 est un inhibiteur de son activité [127] [10], et est 

clivé lors de sa maturation, dans le réseau trans-golgien, par des pro-protéines convertases, 

soit la furine, soit la PCSK7 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 7) [9]. Dans un article 

publié en 2009, Moss et al. démontrent que ce prodomaine, même clivé, reste associé à 

ADAM10 et conserve sa capacité à inhiber spécifiquement son activité, et isolent une séquence 

de 40 acides aminés essentiels à cette inhibition. Ils suggèrent alors que ce peptide pourrait 

avoir un usage à visée thérapeutique [10]. La question de la levée de cette inhibition reste 

encore ouverte.  

Il est intéressant de noter que contrairement à la plupart des ADAMs, ni ADAM10 ni 

ADAM17 ne partagent le mécanisme d’inhibition par le prodomaine nommé cystein-switch. 

Ce mécanisme est basé sur la compétition entre deux cystéines, l’une dans le site actif et l’autre 

sur le prodomaine, cette dernière ayant une plus grande affinité pour l’atome de zinc que la 

première et l’empêchant donc, par compétition, de le fixer [128]. Cette cystéine du prodomaine 

existe chez ADAM10 et 17, bien qu’elle ne soit pas inhibitrice, et il a été proposé qu’elle puisse 

participer à la stabilisation de la structure [127].  

Conformation auto-inhibitrice d’ADAM10. Dès 2005 [70], il a été supposé que le domaine riche 

en cystéine pourrait jouer un rôle dans la régulation de l’activité d’ADAM10. En effet, sa 

liaison à l’EphA3 via son domaine riche en cystéine induit un déplacement stérique du 

domaine métalloprotéase permettant à ADAM10 de cliver l’éphrine A5 sur une cellule en 

trans. Dans ce cas, la fixation du domaine métalloprotéase permet de moduler non seulement 

l’activité mais également la sélectivité des substrats d’ADAM10 en plaçant correctement son 

domaine métalloprotéase. 
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L’étude récente de Blacklow et al. mettant en évidence la structure tridimentionnelle 

d’ADAM10 [8] a permis de révéler une conformation atypique des domaines désintégrines et 

riches en cystéines qui entourent à l’état basal le domaine catalytique. Plus précisément, le 

domaine riche en cystéine pénètre dans le sillon actif du domaine métalloprotéase au niveau 

des poches S1 et S2. Cette conformation particulière inhibe l’activité d’ADAM10. A l’état basal, 

l’activité d’ADAM10 serait ainsi contenue par un repliement du domaine métalloprotéase 

dans les domaines proxi-membranaires. Une forme initialement inhibée et se produisant 

suite au clivage du prodomaine permettrait notamment d’éviter des clivages indésirables [8].  

La région cytosolique. La rétention d’ADAM10 dans le réticulum endoplasmique à l’état 

basal (RE) est assurée par une séquence riche en arginine contenue dans son extrémité C-

terminale [129]. Par ailleurs, ce domaine C-terminal pourrait être impliqué dans les 

phénomènes d’endocytose d’ADAM10. En effet, dans les neurones, une telle endocytose est 

 

Figure 11 – Autoinhibition du domaine catalytique d’ADAM10 par les domaines proxi-membranaires 

Schéma spéculatif du clivage de Notch, un substrat d’ADAM10, selon le modèle de l’inhibition par les domaines 
riches en cystéines et désintégrine. A l’état basal, ADAM10 se trouve dans un état fermé (Eclosed). Une 
interaction avec un partenaire, soit le ligand, soit une autre protéine (une tétraspanine ?) permet la libération 
du site catalytique (Eopen). En présence de son substrat, cet état peut être maintenu jusqu’à la catalyse. Il est 
possible que la séparation de l’ectodomaine du fragment membranaire restant (P) libère ADAM10 et lui 
permette de retourner à sa conformation basale, à l’exception éventuelle d’une interaction avec un autre 
partenaire qui maintiendrait une conformation continuellement ouverte et devrait alors être le vecteur de la 
sélectivité des substrats. Ces partenaires peuvent être des tétraspanines. D’après Seegar et al., 2017 [8]. 
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observée après une stimulation à l’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) impliquant la 

fixation du domaine SH3 de la protéine SAP97 aux domaines riches en prolines de la queue 

C-terminale d’ADAM10 [130]. Ce domaine SH3 serait également impliqué dans l’adressage 

d’ADAM10 au niveau des jonctions cellulaires et serait nécessaire à son action sur certains 

substrats présents spécifiquement à ces jonctions [131]. 

Régulation par les composants membranaires 

Plusieurs éléments de la membrane peuvent réguler l’activité d’ADAM10. Par exemple, la 

glycoprotéine RECK possède la capacité à inhiber l’activité d’ADAM10, 17, et de plusieurs 

MMPs [132]. Grâce à l’inhibition du signal Notch via ADAM10, elle est décrite comme un 

suppresseur de tumeur permettant de réguler l’angiogenèse, la migration et l’invasion et est 

par ailleurs sous-exprimée dans plusieurs cancers [133] [132].  

Les tétraspanines. Les tétraspanines sont une grande famille de protéines à quatre 

domaines transmembranaires partageant des caractéristiques structurales et séquentielles 

particulières. Parmi elles, plusieurs sont capables d’interagir avec ADAM10. La tétraspanine 

Tspan12 augmente le niveau d’ADAM10 mature à la membrane et favorise par là même son 

clivage de l’APP [134]. La tétraspanine CD81 interagit également avec ADAM10 et régule son 

clivage de l’EGF et du TNFα [102]. En 2016, une étude montre également une interaction entre 

ADAM10 et Tspan3 (une TspanC6). Cette interaction permettrait notamment la stabilisation 

d’ADAM10 à la surface de la cellule et favoriserait son clivage d’APP in vivo [135] [136]. La 

régulation d’ADAM10 par les tétraspanines TspanC8 est l’objet du chapitre 3-V. 

Le cholestérol. ADAM10 semble présenter une sensibilité à la présence de cholestérol. 

N’interagissant pas avec lui de manière générale et exclue des radeaux lipidiques [137], 

l’activité d’ADAM10 est régulée négativement par ce lipide [40]. L’appauvrissement de la 

membrane en cholestérol augmente le clivage de ses substrats, comme CD44, l’IL6 ou CXCL1, 

tandis qu’un ciblage aux radeaux lipidiques, par la création d’une chimère d’ADAM10 liée à 

une ancre GPI, inhibe fortement son activité. Par ce mécanisme, une augmentation du 

cholestérol membranaire diminue le clivage d’APP par ADAM10 au profit d’un clivage de type 

β et amyloïdogène. Par ailleurs, d’autres données ont montré l’inaptitude d’ADAM10 à cliver 

APP lorsque ce dernier était dans un environnement lipidique riche en cholestérol [137]. A 

l’inverse, sa déplétion par l’utilisation de statines, au contraire, active fortement l’α-sécrétion 
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d’APP [137]. Ce dernier point est particulièrement intéressant d’un point de vue thérapeutique 

car il s’agit de molécules déjà utilisées lors de thérapies.  

Récepteur P2X7, influx calciques et asymétrie membranaire. L’activation par l’ATP du récepteur 

purinergique P2X7 induit les clivages de plusieurs protéines transmembranaires et promeut, 

à courte activation, une inflammation locale, alors qu’une activation plus longue est 

cytotoxique [138]. L’implication d’ADAM10 dans ces clivages a été récemment soulignée par 

plusieurs études, et notamment pour la protéine d’adhérence CD44 [139], les protéines CD23 

et CXCL16 [140] [141] impliquées dans le système immunitaire et parfois trouvées sur des 

lymphocytes B malins [142]. La mélittine, petit peptide composant principal de l’apitoxine 

(venin d’abeille), agit notamment sur le clivage de la E-cadhérine et du TGF-α à travers 

l’activation d’ADAM10 par P2X7 [143]. Il à noter que l’activation de P2X7 induit également le 

clivage d’APP mais que celui-ci ne semble, dans ce cas, pas impliquer ADAM10 [144].  

L’activation de P2X7 provoque en premier lieu une incorporation rapide de cations 

comme l’éthidium ou le calcium [138]. Or plusieurs études notent une augmentation de 

l’activité d’ADAM10 suite à une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire 

via une translocation à la membrane [145], et notamment sur plusieurs récepteurs impliqués 

dans la réponse immunitaire comme le récepteur I au TNFα (TNFRI) [146] ou le récepteur de 

type Toll-Like 4 (TLR4). Cette réaction anti-inflammatoire due à une vague calcique est 

notamment impliquée lors de l’injection de vasopressine chez les patients ayant subi un choc 

septique, permettant de diminuer le taux de cytokines circulantes de manière plus efficace 

que la noradrénaline [146]. D’autres substrats d’ADAM10 sont touchés par cette régulation 

dépendante du calcium, tels que le récepteur à l’EGF ou la VE-cadhérine [147].  

Par ailleurs, les vagues calciques modulent l’asymétrie membranaire via les flippases et 

notamment l’anoctamine-6. Des patients mutés pour cette protéine souffrent de troubles de 

l’activation d’ADAM10 [145]. A cet égard, une étude suggère une importance de l’exposition 

transitoire d’ADAM10 à des phosphatidylsérines (PS) sur le feuillet extracellulaire de la 

membrane [145]. Une découverte pouvant avoir une importance thérapeutique car l’utilisation 

de PS solubles permet, par compétition avec son homologue membranaire, de réguler 

négativement l’activité d’ADAM10 [145].  
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Les modulateurs exogènes 

Les inhibiteurs. Découverts en 1970, les TIMPS (Tissue inhibitors of metalloproteinases) 

sont des protéines solubles d’une trentaine de kDa, au nombre de quatre chez les mammifères, 

portant la possibilité d’inhiber les collagénases, les MMPs et plusieurs ADAMs et ADAMTS, 

selon des affinités propres à la paire TIMP / protéase [148]. Parmi elles, TIMP-1 et -3 inhibent 

l’activité d’ADAM10 mais également celle d’ADAM12, 17, 28 et 33 [149]. Une perte de l’activité 

des TIMPs participe à plusieurs pathologies présentant des anomalies inflammatoires et des 

cancers, et leur surexpression est source d’effets protecteurs sur des modèles murins atteints 

de ces mêmes maladies [150]. Plusieurs études proposent aujourd’hui de développer des 

variants de TIMPs possédant une sélectivité spécifique de certaines MMPs / ADAMs [151] [152] 

[148] et certains ont déjà montré leur efficacité thérapeutique [153].  

Les anticorps. Dans un article de 2008, Arduise et al. ont montré que l’incubation 

d’anticorps anti-tétraspanines peut modifier le clivage de cibles d’ADAM10 [102]. Les 

anticorps anti-CD82 et anti-CD9 induisent un relargage rapide du TNF-α et de l’EGF, 

dépendant principalement d’ADAM10 et non d’ADAM17, sans l’intermédiaire d’une 

signalisation extracellulaire ou de phosphorylation, indépendante de la PKC ou de la voie de 

MAP kinases [102]. Le fait que des anticorps anti-tétraspanines puissent modifier l’activité 

d’ADAM10 montre non seulement qu’ils peuvent servir d’outils biochimiques mais également 

que les tétraspanines ont un rôle important dans la régulation de l’activité d’ADAM10. 
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Chapitre II – Tétraspanines, au cœur de la toile 

Les tétraspanines sont des glycoprotéines membranaires présentes chez tous les 

métazoaires, au nombre de 33 chez les mammifères, 20 chez le nématode C. elegans et 37 chez 

la drosophile [154]. Elles sont caractérisées par quatre domaines transmembranaires 

flanquant deux domaines extracellulaires de taille inégale. Les tétraspanines partagent entre 

elles des structures homologues et des séquences consensus, que ce soit au niveau de leurs 

boucles extracellulaires ou dans les domaines transmembranaires.  

Nous allons, dans ce chapitre, décrire plus précisément la nature de ces tétraspanines et 

leur capacité à former un réseau dynamique d’interactions, le tetraspanin web par lequel elles 

régulent de nombreux processus physiologiques et biologiques essentiels.  

I. Découverte, classification et distribution 

Les tétraspanines : découverte d’une nouvelle famille de protéines membranaires 

Les premières tétraspanines à être découvertes et caractérisées sont CD63 (ME491 à 

l’époque) et CD37, toutes deux clonées en 1988. CD63, isolée dans le cadre d’une étude sur le 

développement des mélanomes dans lesquels elle est fortement exprimée [155], est décrite 

comme ayant quatre domaines transmembranaires et trois sites putatifs de N-glycosylation. 

CD37, quant à elle, est connue pour être fortement exprimée par les lymphocytes B. Son 

clonage permet de décrire sa structure, et ses nombreux sites de glycosylation [156]. La forte 

similarité de structure et d’hydrophobicité des domaines entre ces deux protéines et la 

molécule CD81 (TAPA-1) est soulignée en 1990 [157]. Ces homologies définissent ainsi une 

nouvelle famille de protéines, qui s’enrichit la même année de CD53 [158], Co-029 (Tspan8) 

[159] et de la protéine Sm23 chez un nématode Schistosoma mansoni [160]. Cette famille 

intègre CD9 en 1991, dont la structure primaire a été résolue par l’équipe de Claude Boucheix 

(du laboratoire) [161] et simultanément par un autre groupe [162].  
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L’existence de cette nouvelle famille, à défaut d’une fonction spécifique, est reconnue et 

décrite [163], et il est théorisé qu’elle provient d’un unique ancêtre commun par duplication 

[164]. En 1994, le nombre de molécules ayant rejoint cette nouvelle superfamille atteint le 

nombre de 15 [164], et qui présente déjà un grand nombre de molécules associées. Le nom de 

TM4SF (transmembrane 4 superfamily), 4TM ou de tetraspans leur est alors attribué, selon 

les publications. En 1997, Holden T. Maecker, Scott C. Todd et Soshana Levy proposent de 

standardiser leur appellation en utilisant le nom Tetraspanins, les séparant ainsi plus 

clairement des autres protéines à quatre domaines transmembranaires qui ne partagent pas 

les autres caractéristiques spécifiques aux tétraspanines dont nous parlerons bientôt. 

Enfin, de 1998 jusqu’aux années 2000, le restant des 33 membres des tétraspanines 

humaines sont découvertes grâce à des recherches d’alignements réalisés sur la base de 

donnée EST et à partir de séquences consensus extraites d’une dizaine de tétraspanines [165]–

[167]. 

Les tétraspanines de nos jours, classification et distribution  

Aujourd’hui, les analyses philogéniques nous permettent de classer les tétraspanines. 

Selon la nomenclature de l’HUGO ([Human Genome Organisation] Gene Nomenclature 

Commitee) les 33 tétraspanines de l’être humain sont chacune codées par un gène spécifique. 

La localisation de ces gènes est dispersée sur plusieurs chromosomes. Toutes les tétraspanines 

dérivent d’un gène ancestral ancien, dans la mesure où l’on en retrouve chez les champignons 

et des homologues chez les plantes [168], avec des rôles importants tels que la régulation des 

réponses au stress ou de la reproduction. Leur existence chez des êtres vivants aussi divers 

repousse le dernier ancêtre commun avant l’apparition des diverses pluricellularités et la 

séparation des uni- et bikontes. La diversification des tétraspanines aux familles actuelles, 

chez les métazoaires, a été évaluée comme datant de la dernière période du protéozoïque, 

l’édiacarien, plus précisément entre 540 et 650 millions d’années [169].  

Les tétraspanines sont retrouvées dans tous les tissus de l’organisme, la plupart sont 

exprimées à la membrane plasmique et sont généralement plusieurs à être exprimées 

simultanément [170] avec un profil d’expression pouvant grandement varier. Certaines sont 

spécifiques de certains tissus, comme les uroplakines UP1a et b qui sont exprimées dans 

l’urothélium, ou encore les protéines Rom-1 et RDS au niveau de la rétine. Les tétraspanines 

CD53 et CD37 sont respectivement des marqueurs leucocytaires et de lymphocytes B [171]. 
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Certaines tétraspanines marquent des compartiments spécifiques, comme CD63, typique des 

endosomes tardifs [170] ou CD9 et CD81, fortement exprimées dans des vésicules 

extracellulaires [172].  

Aujourd’hui, la classification la plus commune des tétraspanines les sépare selon le 

nombre de cystéines et de ponts disulfures présents dans les boucles extracellulaires. On 

distingue alors trois groupes de tétraspanines : celles dont les ponts disulfures sont au 

nombre de 2 (dont CD9 et 81) ; 3, majoritaires (CD151, CD37) et celles qui ont 4 ponts disulfures.  

 

 

Figure 12 – Classement phylogénique des tétraspanines humaines. 

Arbre réalisé selon leurs homologies de séquence dans leur structure primaire. D’après Charr in et al. 2009 
[154]. Echelle : 0,1 = 10% de variation de séquence. 
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II. Structure des tétraspanines 

Les tétraspanines sont des petites protéines intégrales transmembranaires dépassant 

légèrement de la membrane (3-5 nm), aux extrémités cytoplasmiques et dont les quatre 

passages transmembranaires délimitent deux boucles extracellulaires de tailles inégales (SEL 

et LEL, pour Small / Large Extracellular Domain) et trois courts segments cytoplasmiques [173] 

[170].  

Les analyses cristallographiques du grand domaine extracellulaire de CD81 [174] [174], 

[175] puis de la molécule entière [176] [177] ont permis de révéler certaines caractéristiques 

structurelles de cette tétraspanine, et notamment la forme conique qu’elle adopte [177]. Sa 

structure est notamment stabilisée par des liaisons hydrogènes entre certains résidus polaires 

et des ponts disulfures au sein de la LED. De plus, les tétraspanines sont glycosylées à des 

niveaux variant selon la molécule en question et leurs cystéines intracytoplasmiques sont 

palmitoylées [178]. 

 

     

Figure 13 – Structure des tétraspanines  

A. Structure schématique d’une tétraspanine « classique », selon Boucheix et Rubinstein en 2001 [170]. 
Modélisation réalisée à partir d’une comparaison de 26 tétraspanines humaines. Résidus rouges : conservés à 
plus de 80%, bleus : à plus de 60%, tirets verts : sites potentiels de N-glycosylation. B. Modélisation de CD81. 
(Seigneuret et al., 2009) réalisée à partir de la structure cristallographique des boucles extracellulaires. Etoiles 
rouges : sites de palmitoylation potentiels.  
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La grande boucle extracellulaire. Ce domaine large forme une sorte de chapeau se rabattant 

sur les domaines transmembranaires (PDZ : 5TCX, cf. Figure 14) [177]. Cette région, dont la 

structure est concordante entre les différentes études, est constituée de deux sous-domaines, 

à savoir un domaine dit constant de trois hélices α (A, B, E), structurellement conservé bien 

que sa séquence varie selon les tétraspanines ; et un domaine à la structure variable. Ce 

dernier domaine possède malgré sa variabilité élevée quatre cystéines conservées chez toutes 

les tétraspanines (sachant que certaines peuvent en avoir plus), qui sont le support de deux 

ponts disulfures permettant le maintien de la structure tertiaire de la protéine.  

Les passages transmembranaires. Composés d’hélices α, ces passages transmembranaires se 

distinguent par la présence de résidus polarisés conservés (asparagine, glutamine et acide 

glutamique) atypiques pour ce genre d’environnement. Leur présence dans la bicouche 

présente un profil énergétiquement défavorable, cependant leur grande conservation indique 

une importance fonctionnelle élevée. Il a été théorisé que ces résidus puissent stabiliser les 

domaines transmembranaires et jouer un rôle dans les interactions entre les tétraspanines et 

leurs partenaires [176], [177]. 

La dernière étude en date [177] fait état de deux couples de passages transmembranaires 

indépendants, se rapprochant de leur côté cytoplasmique mais divergeant fortement du côté 

extracellulaire, laissant entre eux un espace occupé par une molécule de cholestérol, dont la 

présence a pu être vérifiée par des expériences de biochimie.  

Un mutant de CD81 a également permis d’identifier 13 résidus hydrophobes acceptant ce 

cholestérol (conservés sur 27 des 33 tétraspanines humaines) et un acide aminé (E219) dont la 

mutation induit une perte de 50% de cette interaction [177]. Dans cette étude, selon des 

algorithmes de prédiction, la position du domaine EC2 est également variable et peut adopter 

deux conformations [177]. L’une dite « fermée », où la grande boucle interagit avec EC1 et 

chaque couple de passage transmembranaire, et l’autre dite « ouverte », où son interaction 

avec les domaines transmembranaires 1 et 2 n’a plus lieu et où le « chapeau » est levé et gagne 

en flexibilité et en dynamisme. Cette structure encore inédite reste cependant étonnante dans 

la mesure où ce cholestérol est positionné tête bêche, son groupement hydroxyl enfoui dans 

la membrane plasmique. Les auteurs nous font par ailleurs remarquer à ce sujet que de ces 

deux conformations prédites pour la LEL, seule la conformation fermée semble compatible 

avec la présence de cholestérol dans la poche, ce dernier jouant sans doute un rôle de 

stabilisateur [177].  
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La petite boucle extracellulaire. Ce petit domaine était moins bien décrit jusque récemment 

car il ne possède pas de structure à la densité électronique détectable lors des cristallisations 

[176] [177]. La seule modélisation disponible [176] montre un unique feuillet β dont la longueur 

varie entre trois et sept résidus. Il a été suggéré que ce dernier interagisse avec les hélices α de 

la LEL, permettant non seulement sa stabilisation mais également celle de toute la structure 

externe de la tétraspanine. Par ailleurs, une grande partie des tétraspanines présente des N-

glycosylations au niveau de la grande boucle extracellulaire[170] à l’exception de CD9, CD81 et 

Tspan12 qui ne possèdent pas de site de N-glycosylation [157] [161].  

Les domaines cytoplasmiques. Il s’agit de régions relativement petites (généralement sous les 

20 résidus, à part les C-ter de Tspan10, 12, 15, 32 et 33 et le N-ter de Tspan10 [170]) variables en 

séquence et en taille, dont les modélisations ne présentent aucune structure secondaire. 

Néanmoins ces domaines cytoplasmiques peuvent être palmitoylés (CD9, 63 81, 151, 82 ; liste 

non exhaustive) et peuvent également être ubiquitinylées (CD82, 81 et 151) [154], [173]. Notons 

que ces domaines peuvent également porter des signaux d’internalisation, de tri ou de 

dégradation, ainsi que des motifs permettant l’interaction avec d’autres protéines via leur 

domaine PDZ [179]. Il est supposé que pour la tétraspanine CD81, son extrémité C-terminale 

lui permet d’interagir avec la GTPase Rac1 [180].  
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Figure 14 – Modèle structural récent de CD81  

A. Structure du CD81 et fixation de son cholestérol intramembranaire. Dans le zoom de droite, les résidus 
proximaux (4 angströms) de ce cholestérol sont notés et colorés en orange dans les vues inférieures prenant 
en considération les forces de Van der Waals.  

B. Modèle hypothétique de la régulation de la fixation du CD19 par la présence du cholestérol au sein de CD81. 
A gauche la structure fermée du CD81 stabilisée par le cholestérol l’empêche d’interagir avec CD19, mais qui 
peut aboutir à une ouverture du chapeau composée de l’EC2 libérant le cholestérol et permettant un contact 
avec son partenaire.  

Selon Brandon Zimmerman et al. 2016 [177].  

 

III. Compartimentation de la membrane par le tetraspanin web 

Afin de comprendre la fonction des tétraspanines, plusieurs études ont tenté d’identifier 

les molécules auxquelles elles s’associent. Cette approche a notamment culminé avec la 

spectrométrie de masse conduisant à l’identification de plus de soixante protéines 

partenaires. Les tétraspanines se distinguent ainsi par leur capacité à s’associer à ces dernières 

de manière non covalente pour former un réseau dynamique d’interactions nommé 

tetraspanin web ou TEM (Tetraspanin Enriched Microdomain).  
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Concept et découverte 

Dès le début des années 90, il a été supposé que CD81 / TAPA-1 pouvait avoir la capacité 

d’interagir de manière non covalente avec différents partenaires [157]. Mais l’existence d’un 

réseau entier tel qu’on le perçoit actuellement a été démontrée à la fin de cette décennie par 

co-immunoprécipitations de tétraspanines et plusieurs analyses par spectrométrie de masse 

réalisées afin d’identifier leurs potentiels interactants [181] [181] [170] [182] [183]. Ces 

expériences ont permis de mettre au jour de nombreuses protéines interagissant avec les 

tétraspanines. Il apparaît que les tétraspanines interagissent entre elles, mais que ces 

interactions sont relativement faibles et, si elles sont conservées par des détergents à faible 

stringence tels que le CHAPS ou les Brij®, elles peuvent être dissociées en utilisant des 

détergents plus forts tels que la digitonine et le Triton X-100 [109]. Ces derniers, s’ils 

dissocient les interactions entre tétraspanines, permettent d’isoler des partenaires protéiques 

spécifiques à certaines tétraspanines et dont les interactions semblent directes [170], [178], 

[184].  

De ces observations est née l’idée d’un réseau d’interactions entre tétraspanines. Ce 

modèle propose des interactions fortes au sein des complexes dits primaires, formés d’une 

unique tétraspanine et d’un très faible nombre de protéines partenaires [182] [185], mais 

également des interactions entre différents complexes primaires par le biais d’interactions 

tétraspanine-tétraspanine, formant ainsi des complexes dits secondaires organisant un plus 

large réseau d’interactions [170] (pour revue, voir [154]). Dans certains cas ces interactions au 

sein de complexes primaires sont portées par une liaison chimique très forte, dans des cas tels 

que l’appariement des uroplakines ou l’interaction CD151 / intégrines α3β1 car même 

l’utilisation de détergents particulièrement agressifs tels que le NP-40 ne parvient pas à les 

dissocier [184]. 
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Tétraspanine Partenaires  Tétraspanine Partenaires 

UP1a UPII    CD53 ADAM10 

UP1b UPIII    

CD63 

H+K+ATPase 

CD9 

CD9P-1 EWI-2 ICAM-I  CXCR4 

EWI-F CD36 Claudin-I  Synaptotagmin VII 

FPRP EpCAM Pro-HB-EGF  
Tspan12 

Frizzled 4 

CD315 PRO-TGFα Integrin α2β1  ADAM10 

CD81 

CD19 EWI-F CD316  Tspan8 E-cadherin 

Integrin α4β1 FPRP Claudin-1  
TspanC8 
(Tspan 5, 10, 14, 
15, 17, 33) 

ADAM10 

CD9P-1 EWI-2     

CD151 

Integrin α3β1 Integrin αщβ4     

Integrin α6β1 VCAM-1     

Integrin α6β4 MT1-MMP     

 

Figure 15 – Organisation du tetraspanin web et tableau des principaux complexes primaires 

Schéma. Concept biochimique des différents niveaux d’interactions au sein du tetraspanin web Gauche : de 
petits groupes de tétraspanines (briques bleues mâles, T1 T2 T3) associés à leurs partenaires (briques femelles 
P), interagissent entre eux et échangent certains de ces partenaires. Droite : pour certaines tétraspanines des 
interactions plus stables ont lieu, facilitées par leur palmitoylation et le contexte lipidique [154]. 

Tableau. Principaux complexes primaires [170] [173] [186]. 

 

Les interactions les plus caractérisées à ce jour regroupent les complexes primaires 

formés du CD81 / CD19 ; du CD151 / intégrine α3β1 et α6β1, ainsi que les partenaires partagés 

entre CD81 et CD9 que sont EWI-2 et CD9P-1. L’existence de ces deux partenaires partagés 

s’explique par la proximité séquentielle et structurelle entre CD9 et CD81 (45% d’homologie de 
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séquence) [170], [184], [181], [187], [154]. Notons également qu’il existe d’autres méthodes que 

l’immunoprécipitation permettant d’identifier des protéines physiquement proches ou liées 

par une liaison ionique faible, comme le FRET ou des expériences de pontage covalent. Ce 

type d’expériences a notamment permis de mettre en évidence la proximité à la surface des 

cellules de partenaires tels que CD151 / VCAM1 ou CD9 / ICAM1 [154]. Les tétraspanines 

peuvent interagir avec les autres protéines via plusieurs domaines. Par exemple, CD81 

interagit avec CD19 grâce à la région variable de sa grande boucle extracellulaire ainsi qu’avec 

EWI-2 grâce à un de ses domaines cytosoliques [184].  

TEMs et rafts, cousins éloignés 

Certains composants membranaires sont mal solubilisés par les détergents et se 

concentrent dans la fraction de faible densité des gradients de sucrose, et forment les DRM 

(Detergent Resistant Membrane), à l’origine du concept de radeau lipidique (« rafts ») [154]. Or 

les tétraspanines, interagissant avec plusieurs lipides tels que les gangliosides (synthétisés à 

partir de céramides) ou le cholestérol [188] [154], « flottent » également dans ces fractions de 

faible densité [181]. Le fait que les détergents qui conservent les interactions entre 

tétraspanines (CHAPS, Brij) soient ceux qui discriminent le mieux cette insolubilité a mené à 

l’hypothèse des microdomaines enrichis en tétraspanines (TEM).  

Ces TEMs, enrichis lipides spécifiques, diffèrent par plusieurs aspects des radeaux 

lipidiques. En effet, les TEMs conservent leur solubilité suite à une déplétion du cholestérol 

ou à l’ajout de Brij à une température s’élevant à 37°C, deux conditions dissociant les radeaux 

lipidiques. D’autre part, les constituants de ces deux microdomaines membranaires sont 

différents, c’est-à-dire qu’on ne retrouve dans les rafts aucune des 33 tétraspanines humaines 

et à peine quelques-unes de leurs partenaires, et inversement, il est assez rare de trouver des 

composants des radeaux lipidiques, à savoir des protéines à ancre GPI [109], des cavéolines et 

des Src-kinases, dans les TEMs [187], à l’exception notable de l’assemblage du HIV-1, lors 

duquel la tétraspanine CD9 et la protéine CD55 (localisée dans un raft) colocalisent et 

interagissent [189]. Ces éléments appuyent l’idée d’une nature distincte des TEMs et des rafts 

[154].  
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Dynamique du tetraspanin web  

La notion de tetraspanin web renvoie à l’idée d’un système dynamique globalisé. Cette 

dynamique a été mise en évidence dans les années 2010 grâce à des technologies telles que la 

microscopie de type TIRF ou à onde évanescente permettant le suivi de molécules uniques à 

la surface de cellules vivantes (méthodes notamment mises au point par les équipes de Schutz 

et Sako et al. [190]). 

En 2008, une étude de l’équipe de Pierre-Emmanuel Mihilet, en collaboration avec notre 

laboratoire, montre la diversité des mouvements de la tétraspanine CD9 à la surface de la 

cellule [190] et laisse entrevoir un minimum de deux types de déplacements : un majoritaire 

de type brownien, et un minoritaire de type confiné, dans lequel le déplacement de CD9 est 

fortement restreint. Ce dernier définit des aires de confinement fortement enrichies en CD9 

et ses partenaires, constants en taille et en localisation. Cette notion d’assemblage dynamique 

de constituants pouvant être stabilisés momentanément à un endroit précis ressemble par 

ailleurs fortement au modèle actuel des radeaux lipidiques tels que décrits en 2010 par 

Lingwood et Simons [191], renforçant une vision de la membrane plasmique en mouvement 

constant.  

IV. Rôles et fonctions des tétraspanines 

La littérature n’abonde pas de publications concernant la recherche d’un ligand 

physiologique des tétraspanines ou de leur capacité à transduire un signal en tant que 

récepteur. Cependant les découvertes sur leurs rôles et leurs implications dans un grand 

nombre de mécanismes biologiques ont été relevés, aussi bien au niveau cellulaire qu’au 

niveau de l’organisme entier. L’importance des tétraspanines au niveau fonctionnel peut être 

mise en évidence grâce à des modèles existant de maladies génétiques pour lesquelles 

certaines tétraspanines sont mutées ainsi que grâce à des animaux transgéniques chez 

lesquels certaines protéines ont été éteintes (pour quelques exemples, cf. tableau ci-dessous). 
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Tétraspanine Systèmes biologiques touchés Phénotype 

CD151 
Rénal  

Immunitaire 

Prolifération des lymphocytes T 
Morphologie et fonctions rénales anormales 

Défauts d’angiogenèse 

CD37 Immunitaire Perturbation de la réponse immune 

CD63 
Métabolisme 

Rénal 
Homéostatie urinaire anormale 

Polydipsie et polyurie 

CD81 

Immunitaire  
Hématopoïétique  

Nerveux  
Musculaire 

Défaut de réponse immunitaire 
Défaut de fusion des gamètes 

Hyperprolifération de structures cérébrales 
Augmentation de la fusion chez certains types cellulaires 

CD9 
Reproductif 

Hématopoïétique  
Musculaire 

Défaut de fusion des gamètes 
Augmentation de la fusion 

RDS Vision Anomalies rétiniennes 

Rom1 Vision Anomalies rétiniennes et dégénérescence lente 

Tspan12 
Vision 

Cardiovasculaire 
Vascularisation rétinienne anormale 

Hémorragies et microanévrismes rétiniens 

Tspan32 Immunitaire Prolifération des lyphocytes T 

Tspan33 Hématopoïétique 
Anémie 

Splénomégalie 
Réticulocytose 

Figure 16 – Tableau des implications fonctionnelles de tétraspanines 

D’après les synthèses de [170] [186] [173] [192]  

Adhérence, jonctions cellulaires et fonction épithéliale 

Seules deux tétraspanines, CD151 et CD81, précipitent des intégrines dans des conditions 

de lyse disruptant les complexes secondaires [182]. S’il a été montré que CD151 était capable de 

réguler certaines voies de signalisation en aval de la fixation d’un ligand aux intégrines, son 

rôle précis dans l’adhérence cellulaire est plus flou.  

Chez les mammifères, les tétraspanines CD9, CD81 et CD151 sont fortement exprimées 

dans les épithéliums et plus particulièrement au niveau des jonctions cellulaires. Les deux 

premières sont exprimées dans la plupart des cellules de l’épiderme tandis que CD151 est 

restreinte aux cellules de la lame basale. Les animaux KO pour CD151 présentent non 

seulement une redistribution de l’intégrine partenaire α6β4 mais également des anomalies de 

migration cellulaire pour certains phénomènes comme la cicatrisation [193]. Ces phénotypes 

sont notamment présents au niveau des néphrons et peuvent induire une insuffisance rénale, 

causée par une adhérence réduite des cellules glomérulaires (les podocytes) faisant face au 
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flux sanguin à haute pression [194]. Ce manque d’adhérence peut également être retrouvé au 

niveau de la peau avec la présence de lésions épithéliales.  

Ces expériences de KO in vivo ont aussi leur écho clinique avec non seulement l’existence 

de patients mutés pour CD151 présentant eux aussi des signes d’épidermolyse bulleuse, mais 

également avec des patients mutés pour l’intégrine α3 qui développent alors les mêmes 

symptômes de perte de la fonction rénale, conduisant au décès par insuffisance rénale [195].  

D’autre part, des expériences in vitro ont montré l’importance de CD151 dans la migration 

cellulaire, ses effets pro-migratoires étant liés aux intégrines avec lesquelles il interagit et dont 

il régule la stabilité [196, p. 151], rôle retrouvé dans la croissance des métastases [197]. De plus, 

l’expression de CD151 dans des cellules épithéliales renforce la fixation de ses partenaires 

intégrines α3β1 pour leur ligand, la laminine. Cela peut également être observé au niveau 

moléculaire comme cellulaire, avec une augmentation de l’adhésion cellulaire mesurable 

dans les cellules exprimant CD151 grâce à des expériences de biophysique permettant de 

mesurer la force d’adhérence de différentes intégrines fixées sur des billes magnétiques [198].  

Il en est de même pour CD81 qui agit sur les lymphocytes B en augmentant leur force 

d’adhérence à la fibronectine [197] [199]. Notons aussi que dans ces cellules immunitaires, et 

ce malgré l’absence d’interaction directe entre elles, la tétraspanine CD37 régule positivement 

la fixation de substrats d’intégrines tels que ICAM-1 et la signalisation AKT. Elle favorise 

également la survie des lymphocytes et augmente l’adhérence des neutrophiles et cela grâce à 

un recrutement du cytosquelette d’actine en aval de cette signalisation médiée par les 

intégrines [200]. 

Signalisation et complexes protéiques 

Tspan12 et la Norrine. Certaines tétraspanines peuvent également moduler les signaux 

intracellulaires comme signalisation en aval des intégrines et des récepteurs à facteurs de 

croissance tels que VEGF [201]. Dans la rétine, Tspan12 est nécessaire au fonctionnement 

d’une voie non canonique de la signalisation Wnt/β-caténine, en se fixant à la protéine 

transmembranaire Frizzled4 (FZD4) et en jouant un rôle de co-récepteur pour le ligand 

Norrine [202]. L’interaction entre Tspan12 et ces deux autres protéines se fait via sa grande 

boucle extracellulaire. Tspan12 et la Norrine sont notamment connues pour leur implication 

dans la vitréorétinopathie exsudative familiale (FEVR), maladie provoquant une cécité due à 

un défaut de vascularisation au niveau de la rétine caractérisée par une perte de fonction de 
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la voie β-caténine [203]. La reproduction in vitro de mutations de Tspan12 retrouvées dans la 

FEVR induit notamment une dissociation du complexe Tspan12/FZD4 [202].  

Tsp15 chez le nématode. Chez le nématode C. elegans, Tsp-15 s’associe à un complexe formé 

par une NADPH oxydase du nom de BLI-3 et un partenaire nommé DOXA-1. L’interaction de 

ces deux protéines ne requiert pas Tsp-15, mais la présence de cette dernière est essentielle à 

la production d’espèces réactives de l’oxygène par BLI-3. Dans ce cas de figure, Tsp-15 n’agit 

que comme régulateur fonctionnel, mais n’a pas d’influence sur le trafic de ces deux 

partenaires [204]. Par ailleurs, un KO de Tsp-15 chez C. elegans induit de graves défauts de la 

formation de la cuticule et de l’épiderme qui perd sa fonction de barrière [205] [204]. 

Les uroplakines. Les uroplakines, tétraspanines principalement présentes au niveau de 

l’urothélium, sont au nombre de quatre et ont la capacité de former des hétérotétramères 

d’uroplakines, elles-mêmes formant des hexamères de 16 nm de large, appelées plaques et 

couvrant plus de 90% de la surface de l’urothélium [206]. Ces plaques urothélines forment une 

des barrières biologiques les plus imperméables, à l’efficacité plus grande que l’épiderme 

[207]. Ces plaques au pouvoir rigidifiant sont soumises à un processus d’internalisation et 

d’envoi à la membrane répondant au gonflement de la vessie (plus la vessie se remplit, plus 

les plaques sont exprimées à la surface de l’urothélium, et plus elle se vide et plus ces dernières 

sont internalisées) [206]. L’absence d’uroplakines se traduit in vivo par une létalité prénatale 

ou lors de la première année de vie chez l’humain [208] et plusieurs mutations sont liées à de 

graves déficiences rénales [207].  

Impact des anticorps anti-tétraspanines. Certains anticorps anti-tétraspanines sont connus 

pour moduler la signalisation en aval de leurs protéines partenaires [170]. Par exemple, un 

anticorps anti-CD53 a la capacité d’induire un flux calcique chez les lymphocytes B, ainsi 

qu’une phosphorylation de certaines tyrosines [209]. Ces mêmes effets peuvent être retrouvés 

chez les cellules de Schwann stimulées avec des anticorps dirigés contre CD9 [210]. Les 

anticorps anti-CD81 sont également connus pour bloquer la dégranulation mastocytaire et 

inhibe la fusion de myoblastes murins [154]. Une des explications avancées pour ces divers 

phénomènes serait que l’utilisation d’un anticorps anti-tétraspanines induirait une 

agrégation de ces dernières et de leurs partenaires, favorisant ainsi leur signalisation. Enfin, 

notons que des effets de costimulation ont été démontrés pour certaines tétraspanines, 

notamment CD82, CD53, CD9 et CD81 qui permettraient à chacune d’entre elles d’activer les 

lymphocytes T Jurkat via la signalisation CD3 [170]. Certaines de ces stimulations sont, de 

manière imprévue, suivies de phénomènes apoptotiques. 
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Régulation de l’activité de protéases. Grâce à des expériences de spectrométrie de masse, on 

sait que plusieurs tétraspanines peuvent interagir avec certaines métalloprotéases, telles que 

la protéase à sérine matriptase/TADG-15, l’ectopeptidase CD26 (dipeptidyl peptidase IV) [173] 

et bien sûr la métalloprotéase ADAM10, sujet de cette thèse. La surexpression de la 

tétraspanine CD9 augmente l’activité de la MMP-7 avec laquelle elle interagit dès sa forme 

précoce (pro-MMP7)[154]. A l’inverse, la surexpression de CD63 induit une diminution de 

l’activité de la MMP2 via une augmentation de la dégradation d’une autre protéase nécessaire 

à sa maturation, la MT1-MMP (membrane-type 1 matrix metalloproteinase).  

Fusion cellulaire 

Les deux tétraspanines fortement homologues CD9 et CD81 peuvent également réguler les 

phénomènes de fusion cellulaire, comme démontré par l’incapacité qu’ont les ovocytes KO 

pour CD9 de fusionner avec les spermatozoïdes [154], incapacité pouvant être en partie 

compensée par l’expression de CD81 [211]. Il est intéressant de noter que le phénomène inverse 

a lieu dans les macrophages et cellules musculaires, où la suppression de CD9 et CD81 active 

la fusion cellulaire [212], et ce sans doute avec la participation de CD9-P1, partenaire partagé 

par ces deux tétraspanines, puisque l’extinction de celui-ci produit les mêmes résultats.  

Ces observations sont accompagnées in vivo par le développement de pathologies dans 

les souris KO pour CD9 et CD81. Celles-ci développent en effet des emphysèmes pulmonaires, 

des ostéopénies ou des défauts de vaisseaux sanguins et lymphatiques, ainsi qu’une réduction 

de la motilité des macrophages, sans pour autant que cela semble lié à une modification de la 

fusion cellulaire [213]. 

Système nerveux 

Il existe un certain nombre de tétraspanines impliquées dans le système nerveux, comme 

la tétraspanine lbm (Late Bloomer) qui est exprimée dans les motoneurones (hors système 

nerveux central, donc). Cette protéine semble importante pour la bonne formation des 

connexions synaptiques et pourrait bien agir de concert avec l’autre tétraspanine Tsp42Ej 

Sunglasses (« Sun » ) dans cette fonction, dans la mesure où chez les drosophiles mutées pour 

les deux protéines, le phénotype lbm KO est renforcé, sans pourtant avoir d’effet à long terme 

[214].  
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Chez les mammifères, nous pouvons citer l’exemple de CD81 qui semble avoir un rôle de 

régulateur de l’organisation des populations neuronales. Des expériences in vitro ont montré 

que cette tétraspanine peut réguler la croissance des astrocytes et bloquer leur prolifération à 

un certain stade [215]. Des résultats in vivo sur des souris KO pour CD81 vont dans le même 

sens, présentant une microglie et une population astrocytaire plus importante que la normale 

et ayant pour conséquence une augmentation de la taille du cerveau [216]. Par ailleurs, dans 

le cadre de blessures nécessitant une reconstruction neuronale, l’utilisation d’anticorps anti-

CD81 permet une repopulation plus rapide et plus efficace [217]. D’autre part, Goldberg et al. 

ont montré qu’une mutation dans la tétraspanine périphérine/RDS entraîne chez l’être 

humain une dégénérescence des régions photosensibles de la rétine contenant cônes et 

batônnets pouvant également aller jusqu’à la perte de la vision [218]. 

Notons que les régulateurs d’ADAM10 Tspan33 et 14 (ainsi que Tspan15 dans les cellules 

HEK) diminuent le clivage d’APP [219]. La production de peptide amyloïde peut notamment 

être fortement diminuée in vitro via une extinction du gène CD81, et in vivo dans des souris 

knock-out pour CD9 et CD81 [220]. Cette inhibition de la γ-secrétase induit notamment une 

accumulation des fragments C-terminaux de ses substrats à la membrane plasmique. Par 

ailleurs il semblerait que Tspan12 et 17 participent à un mécanisme de feedback entre l’α et la 

γ-secrétase induisant une augmentation de la production de sAPPα au détriment du fragment 

sAPPβ [136]. 

Immunité, maladies infectieuses et cancers 

Système immunitaire. De nombreuses molécules du système immunitaire interagissent avec 

les tétraspanines. Nous pouvons citer le MHC de classe I et II, les CD3, CD4, CD8 et CD19 [170], 

[173]. Certaines tétraspanines, comme CD9, CD81, CD82 ou CD63 sont connues pour leur 

capacité à stimuler les lymphocytes T, mais leur extinction chez la souris ne mène pas à une 

déficience de ces cellules, qui sont même plus prolifératives que la moyenne [221].  

Par contre, les souris KO CD81 ou CD37 présentent un taux de cytokines liées à une 

activation des cellules T plus faibles [222], et ce possiblement grâce à son interaction avec 

CD19. Cette observation est d’autant plus intéressante qu’il est nécessaire, pour avoir une 

réponse immunitaire complète, que CD81 soit présent sur ces deux types de leucocytes.  

De plus, les tétraspanines CD63 et CD37 interagissent également avec la dectine-1, 

récepteur des b-glycanes fortement impliqué dans la réponse immunitaire contre les mycètes, 
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et la suppression de CD37 induit une forte production d’IL6 indépendante de la voie des TLR 

[154].  

Maladies infectieuses. Les tétraspanines jouent un rôle important dans plusieurs maladies 

infectieuses graves. L’exemple le plus éloquent est sans doute celui de CD81, essentiel à la fois 

pour l’entrée du virus de l’hépatite C et pour certains parasites de type Plasmodium, 

responsable du paludisme (malaria). En effet, il a été montré que CD81 est le récepteur de la 

protéine virale E2 du HCV qui se fixe sur sa grande boucle extracellulaire [223]. L’infection par 

Plasmodium nécessite la présence de CD81, et l’utilisation d’anticorps spécifiquement dirigés 

contre cette tétraspanine permet de diminuer grandement le nombre d’hépatocytes infectés 

[154]. D’autres tétraspanines sont impliquées dans les phénomènes infectieux ou toxiques. Par 

exemple, la fixation de la toxine diphtérique à son récepteur pro-HB-EGF est augmentée 

lorsque CD9, tétraspanine partenaire du pro-HB-EGF, est surexprimée [154].  

Le VIH est notamment connu pour intégrer plusieurs tétraspanines lors de son 

bourgeonnement, telles que CD63, CD9, CD81, CD82. Le virus de la grippe et certains 

alphavirus pourraient nécessiter les CD81 et CD9 pour les étapes précoces de leur infection 

[224]. Enfin, le virus HPV16, responsable du cancer du col de l’utérus, mais aussi le 

cytomégalovirus (HCMV) se fixent à l’intégrine alpha 6 pour leur entrée dans la cellule. Il a été 

montré que l’extinction de CD9, CD63 et CD151 bloque jusqu’à 80% de l’infection par ces deux 

virus de cellules in vitro [225] et que leur domaine C-terminal joue un rôle dans cette infection.  

Cancers. La régulation de l’adhérence et de la migration par les tétraspanines peut jouer 

un rôle dans les tumeurs. Leur capacité à réguler la progression métastatique a été longuement 

décrite in vitro par des expériences utilisant des anticorps bloquant la prolifération des 

cellules ou des modifications de l’expression des tétraspanines.  

Dans le cas des tumeurs primaires, peu d’effets ont été décrits. Généralement, l’expression 

de CD151 est considérée comme promotrice de l’invasion [226]. Les phénomènes de migration 

et d’adhérence cellulaire sont particulièrement importants dans les phases métastatiques et 

en conséquence les tétraspanines les régulant peuvent également y jouer un rôle important. 

Ainsi, CD82 et CD9 semblent être des facteurs ralentissant fortement la formation des 

métastases. Leur ciblage avec des anticorps spécifiques semble par ailleurs activer ces effets 

anti-migratoires. A l’inverse, CD151 est un promoteur métastatique, sans doute via son effet 

pro-migratoire, et il en va de même pour la tétraspanine Co-029 qui accélère leur apparition 

et y est souvent fortement exprimée. Il est par ailleurs assez étonnant de constater que les 

modifications de l’expression de CD151 modifient la migration cellulaire sur des protéines 
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matricielles qui ne sont habituellement pas des ligands des intégrines associées à cette 

tétraspanine [154]. L’utilisation d’anticorps anti-CD151 ralentit fortement la progression 

métastatique.  

V. Régulation d’ADAM10 par les TspanC8 : état des 

connaissances actuelles 

Découverte de nouveaux partenaires d’ADAM10 

Le premier chapitre de cette thèse a montré qu’ADAM10 est soumis à plusieurs niveaux 

de régulations lui permettant notamment de moduler son expression et sa localisation. 

Néanmoins la régulation de son activité à la membrane reste floue, et en particulier la 

sélectivité de ses substrats.  

Or en 2008, le laboratoire met en évidence une interaction entre ADAM10 et plusieurs 

tétraspanines [102], caractérisées par 8 cystéines dans leur LEL, groupe alors nommé TspanC8 

et regroupant Tspan5, Tspan10 (Occulospanin), Tspan14 (DC-TM4F2), Tspan15, Tspan17 et 

Tspan33 (penumbra). Cette interaction est confirmée quatre ans après par Dornier et al. qui 

montre qu’il s’agit d’une interaction directe.  

Le laboratoire ne disposant pas à cette époque d’anticorps anti-TspanC8, leur interaction 

avec ADAM10 fut montrée grâce à des co-immunoprécipitations utilisant une fusion de ces 

TspanC8 avec une GFP en leur extrémité C-terminale. Ces interactions ont été confirmées 

grâce à des expériences de pontage covalent.  

Par ailleurs, des expériences montrent que Tspan5 interagit avec ADAM10 grâce à sa LEL 

et que ses motifs rDDxDlqn (chaque minuscule indique un résidu conservé dans au moins 4 

TspanC8 et chaque majuscule une conservation dans toutes les TspanC8) et NxYFN sont 

essentiels à son interaction et à sa sortie du réticulum [227]. Des mutants d’ADAM10 ont pu 

mettre en évidence que les TspanC8 interagissent avec la région « stalk », très proche de la 

membrane [228]. La présence ou l’absence de certaines portions du domaine disintegrine ou 

cystein-rich modifient l’interaction ADAM10-TspanC8, il semblerait donc que les TspanC8 ne 

s’associent pas toutes de la même manière à ADAM10.  
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Figure 17 – Schémas des potentielles interactions entre ADAM10 et TspanC8 

Les parties d’ADAM10 en gras représentent les domaines nécessaires à une interaction ADAM10-TspanC8 

forte. D’après P. Noy et Tomlinson [228].  

 

L’interaction Tspan15 / ADAM10 a également été observée la même année par le groupe 

de Saftig, grâce à un screening de type split ubiquitin assay yeast two-hybrid [229]. Cette 

méthode, utilisée chez la levure, est basée sur la reconstitution d’une ubiquitine dont les 

domaines N- et C-terminales ont été respectivement fusionnées à la protéine d’intérêt et aux 

interactants candidats ; si cette interaction a bien lieu, l’ubiquitine est alors reformée et 

permet le relargage, grâce à des protéases spécifiques, d’un activateur de gène reporteur (ici 

HIS3) permettant l’identification de l’interaction [229].  

Une interaction directe a également pu être montrée entre les TspanC8 de drosophile 

Tsp3A et Tsp86D et ADAM10/Kuzbanian [230]. L’éloignement phylogénétique de la 

drosophile par rapport à nos modèles standards renforce l’idée d’un rôle important pour cette 

interaction entre TspanC8 et ADAM10. De plus, cette interaction directe entre un groupe de 

tétraspanines et une protéase est un phénomène rare, les seuls autres exemples où des 

protéines membranaires s’associent à plusieurs tétraspanines sont les protéines CD9P-1/EWI-

F et IgSF8/EWI-2 qui interagissent respectivement avec CD9 et CD81. 

Les TspanC8 induisent la maturation d’ADAM10 et augmentent son expression à la 

surface cellulaire 

Deux études du laboratoire ([230] [219], confirmées par [231]) ont montré que l’expression 

de chimères TspanC8-GFP induit dans les cellules U2OS et HeLa une sortie d’ADAM10 du 

réticulum, s’accompagnant de sa maturation, ainsi qu’une augmentation de son expression à 

la membrane plasmique pour quatre d’entre elles (Tspan5, 15, 14 et 33). Tspan10 et 17, quant à 

elles, induisent une relocalisation d’ADAM10 dans un compartiment marqué par CD63, décrit 
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comme endosome tardif [219]. Notons également que les tétraspanines accompagnent 

ADAM10 lors de ces changements de compartiment et restent colocalisées avec lui.  

 

 

Figure 18 – Certaines TspanC8 augmentent l’expression membranaire d’ADAM10 

D’après S. Jouannet (2014), analyse de l’expression membranaire d’ADAM10 après transfection de cellules 
U2OS par les tétraspanines Tspan5,14, 15. pCDNA3 : vecteur vide ; CD9 en tant que tétraspanine contrôle 
n’augmentant pas le marquage membranaire.  

 

Concernant le mécanisme impliqué dans cette sortie du réticulum, une hypothèse 

probable se base sur une découverte de Marcello et al., qui en 2010 montre l’existence d’une 

séquence riche en arginine dans la partie C-terminale d’ADAM10 qui semble responsable de 

la rétention d’ADAM10 dans le réticulum. Nous pouvons imaginer que l’association à une 

TspanC8 permet de masquer ce motif, induisant ainsi la sortie du réticulum et la maturation 

de la protéase [129]. 

Régulation de l’activité protéolytique d’ADAM10 

Pour quelle(s) raison(s) ADAM10 s’associe-il avec tant de tétraspanines ? Il a été suggéré 

que les variations d’interactions induisaient des changements de conformations d’ADAM10 

en fonction de la tétraspanine à laquelle il s’associe [228], ce qui pourrait entre autres 

expliquer la sélectivité différentielle des substrats. 

Plusieurs études montrent que les TspanC8 modulent le clivage des substrats d’ADAM10. 

Par exemple, Tspan15 est un régulateur positif du clivage de la N-cadhérine, contrairement 

aux autres TspanC8 [219], [228], [229]. Alors que Tspan5 et Tspan14 sont respectivement des 

régulateurs positifs du clivage de CD44 et de GPVI [232]. Les effets de certaines TspanC8 sont 

encore peu clairs. Il est à noter que l’expression relative des différentes TspanC8 au sein des 
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lignées varie de telle manière que les effets de la surexpression ou la délétion de l’une d’elles 

changent leur équilibre et l’effet fonctionnel qui en résulte.  

 

 

Figure 19 – Les TspanC8 régulent la localisation et l’activité d’ADAM10 

L’interaction entre ADAM10 et TspanC8 au niveau du RE permet la sortie du couple, sa maturation dans le Golgi 
et son expression, soit à la membrane (Tspan5, 15, 14 et 33), soit dans des endosomes tardifs (Tspan10, 17). 
L’association d’ADAM10 avec Tspan5 ou Tspan14 régule de manière positive la signalisation Notch tandis que 
son association avec Tspan15 est un régulateur négatif de cette signalisation et permet le clivage de CD44. 

 

Les TspanC8 régulant ADAM10, il est intéressant d’observer leur impact sur la 

signalisation Notch. Chez la drosophile, l’extinction des trois TspanC8 Tsp3A, Tsp86D et 

Tsp26D induit une altération des processus du développement liés à la signalisation Notch 

via une diminution de son activité et de la localisation cellulaire du récepteur Notch in vivo. 

Des expériences de surexpression dans les cellules HeLa et U2OS couplées à des extinctions 

par SiRNA ont montré que Tspan5 et 14 sont des régulateurs positifs de Notch tandis que 

Tspan15 en est un négatif. Le fait que cette régulation soit spécifiquement centrée sur ADAM10 

a été montré en utilisant des inhibiteurs et des mutants de Notch démontrant qu’elle a lieu à 

une étape pré-gamma-secrétase [219]. Il a été suggéré que Tspan33 puisse agir sur cette gamma-

secrétase. Des expériences de surexpression sur les cellules U2OS N1 ont montré qu’il serait 

un inhibiteur de Notch, mais des résultats de silencing sur les cellules HeLa montrent qu’au 
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contraire il serait nécessaire à l’activation du signal Notch malgré le fait que ces cellules 

expriment faiblement cette TspanC8.  

Les TspanC8 régulent finement la compartimentation membranaire d’ADAM10 

Modifications de la localisation subcellulaire et de l’environnement membranaire 

Dans la mesure où Tspan15 permet l’expression membranaire d’ADAM10 à l’image de 

Tspan5, il est surprenant que ces derniers n’aient pas le même effet sur Notch. Pour expliquer 

ces données, l’hypothèse d’une compartimentation différentielle d’ADAM10 par Tspan5 et 

Tspan15 a été posée.  

Grâce à des expériences de microscopie confocale, il a été montré que la répartition 

membranaire d’ADAM10 varie selon la TspanC8 exprimée. Dans le cas des cellules 

transfectées par Tspan5-GFP, ADAM10 est enrichi à la périphérie des cellules, dans un liseré 

très marqué où colocalise une grande partie de CD9 [219], [232].  

Certaines tétraspanines sont déjà connues pour influencer l’environnement 

membranaire de leurs partenaires. Des expériences en gradient de sucrose montrent que 

quelle que soit la TspanC8 exprimée, ADAM10 est en partie présent dans des fractions des 

gradients de sucrose correspondant aux DRM (Detergent-Resistant Membranes). Ces données 

regroupées indiquent que les TspanC8 régulent la localisation d’ADAM10 et son 

environnement membranaire.  

Modification de l’environnement membranaire 

Enfin, ces régulations de compartimentation de l’environnement membranaire et 

protéique s’accompagnent également d’une régulation de la dynamique d’ADAM10. 

L’environnement membranaire est composé d’éléments (protéines, lipides, sucres, etc.) 

pouvant constituer une entrave mécanique et chimique à la libre diffusion d’ADAM10 à la 

surface de la cellule.  

Grâce à des méthodes de suivi en molécule unique, il a été montré qu’en présence de 

Tspan15, ADAM10 présente un taux de diffusion brownien supérieur (70%) à celui qu’il 

présente lors de son association à Tspan5 (55%), associé à une réduction forte des modes de 

diffusion confinés ou mixtes [219], [232]. Ainsi ADAM10 aurait une diffusion plus restreinte 
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lorsqu’il est associé à Tspan5 qu’à Tspan15 ce qui peut être dû à la modification de son 

environnement membranaire et son interaction avec les composants du tetraspanin web.  

 

Figure 20 – Tspan5 et Tspan15 modifient la diffusion d’ADAM10 

A. Représentation schématique des différents types de mouvements présents à la surface cellulaire permettant 
d’appréhender plus facilement B. Distribution des trajectoires d’ADAM10 en fonction des TspanC8 
transfectées, d’après Jouannet et al., 2016. [219] 

Interaction différentielle avec les composants du tetraspanin web 

Ce changement d’environnement membranaire s’accompagne également d’une 

modification des interactions d’ADAM10 et de ses tétraspanines partenaires. Grâce à la 

spectrométrie de masse, le laboratoire a démontré que les répertoires de protéines 

membranaires intégrales co-immunoprécipitées avec Tspan5-GFP et Tspan15-GFP diffèrent 

malgré une dizaine d’interactants communs [219]. Dans le cas de Tspan5, les partenaires mis 

à jour sont très similaires à ceux de CD9, une tétraspanine dite « classique » (à savoir CD9, 

CD81, CD9-P1, EWI2 et l’intégrine α3β1). Mais dans le cas de Tspan15, le résultat est tout autre : 

on y trouve un plus grand nombre d’interactants, qui sont eux-mêmes pour la plupart 

nouvellement identifiés et qui ne font pas partie du tetraspanin web dit « classique ».  

Ainsi, il a été montré que les répertoires de protéines associées à Tspan5 et à Tspan15 

étaient largement divergents, et que Tspan5 s’associe avec plus de composants connus du 

tetraspanin web.  

La même technique appliquée à ADAM10 a montré que ce dernier co-précipite bien plus 

les protéines associées à CD9 dans les cellules exprimant Tspan5 que dans celles exprimant 

Tspan15. Cela montre que Tspan15 a la capacité d’inhiber l’interaction d’ADAM10 avec les 
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composants classiques du tetraspanin web, tandis que Tspan5 semble favoriser ces 

interactions. Ces résultats permettent d’avoir un aperçu sur les capacités régulatrices de 

Tspan5 et Tspan15 sur ADAM10 et sont peut-être un début d’explication quant à leur impact 

si différent sur la signalisation Notch.  

TspanC8 et pathologies  

A l’instar des autres tétraspanines dont nous avons précédemment parlé, plusieurs liens 

ont été établis entre les TspanC8 et certaines maladies.  

Certaines tétraspanines, comme Tspan15 et Tspan10, semblent liées aux risques cardio-

vasculaires. Une méta-analyse de 12 génomes a permis d’associer un SNP (single nucleotide 

polymorphism) de Tspan15 à une susceptibilité légèrement surélevée (augmentation de 1.3) de 

faire des thromboembolismes veineux [233]. Un SNP de Tspan10 est également lié au diamètre 

des microvaisseaux rétiniens et, par extension, aux conditions vasculaires cérébrales [234].  

Un rôle de Tspan5 dans plusieurs troubles neurologiques, et notamment dans les 

dépressions sévères, a été mis à jour. In vitro, Tspan5 a un rôle de régulateur positif indirect 

de la sérotonine par la régulation des gènes TPH1, TPH2, DDC et MAOA [235]. D’un point de 

vue clinique, il existe un cluster de SNP corrélant avec une augmentation de la concentration 

basale de sérotonine dans le plasma sanguin ainsi qu’avec une forte diminution de cette 

concentration lors des thérapies basées sur des inhibiteurs du recaptage de la sérotonine [235]. 

 Par ailleurs, un lien entre quelques tétraspanines et le diabète de type 2 a également été 

mis en lumière récemment. Tspan33 est un régulateur positif de la sécrétion d’insuline, et 

Tspan8 est exprimé plus fortement chez les patients atteints d’un diabète de type 2 [236]. Une 

analyse métagénomique montre la présence de SNP dans le gène de Tspan33 induisant une 

diminution de son expression dans les ilots pancréatiques et sur le long terme, une plus forte 

concentration d’hémoglobine glyquée, signe d’une hyperglycémie prolongée [237].  

Dans le cas des maladies infectieuses, plusieurs tétraspanines sont capables de réguler 

l’entrée ou la prolifération d’agents pathogéniques. Par exemple, Tspan14 et Tspan33 

contribuent à la formation des pores induits par la toxine du staphylocoque doré, nommée α-

hemolysine, dont le récepteur n’est autre qu’ADAM10 [238] [239]. La suppression de Tspan14 

diminue les infections via une baisse de l’expression d’ADAM10. Ces liens entre TspanC8 et 

staphylocoque ont été récemment mis en évidence par une étude génomique montrant une 

augmentation de l’expression de ces dernières après l’infection [238]. De plus, Tspan5 et 
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Tspan17 promeuvent la transmigration des lymphocytes T grâce à leur effet positif sur le 

clivage de la VE-Cadhérine par ADAM10, permettant une réponse immunitaire rapide [94]. 

Enfin, Tspan5 a récemment été décrit comme marqueur de pronostic favorable dans le 

cadre du cancer gastrique [240]. Son expression est inversement proportionnelle au taux de 

survie des patients et la transfection de cette TspanC8 in vitro et dans des xénogreffes chez la 

souris diminue la prolifération cellulaire en bloquant la phase de transition G1/S et agit ainsi 

comme un suppresseur de tumeur [240].  

De par leurs redondances fonctionnelles et leur structuration en réseau complexe, il est 

difficile de décrire précisément le rôle physiologique des TspanC8 et leur impact dans les 

pathologies. Il existe un modèle de souris Tspan33 KO qui développe des anémies et des 

splénomégalies, dont les érythrocytes expriment un faible niveau d’ADAM10. Notons ici que 

Notch2 est un élément clé de l’érythropoïèse. Ainsi, l’étude de l’impact des TspanC8 sur les 

maladies liées à ADAM10 permet d’imaginer le ciblage des différentes TspanC8 pour modifier 

ou orienter l’activité d’ADAM10, la sélectivité de ses substrats ou d’en limiter l’action dans 

certains tissus. 
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Chapitre III – La constellation des endocytoses  

Phénomène découvert dès la fin du XIX siècle, l’endocytose intrigue par sa diversité, sa 

complexité et son adaptabilité. Cette constellation de mécanismes d’absorption (pour un 

schéma récapitulatif, voir la Figure 24) montre qu’il est vital pour le vivant de posséder un 

dynamisme membranaire variable et diversifié. Nous allons détailler dans ce chapitre 

quelques-unes des principales voies d’internalisation présentes chez les cellules eucaryotes.  

I. Historique des premières découvertes 

Le XIXème siècle et les premières observations de Metchnikov et Lewis 

Les phénomènes d’internalisation au sein de cellules vivantes sont connus depuis la fin 

du XIXème siècle. Leur première description a été faite par le naturaliste russe Ilya Ilitch (Elie) 

Metchnikov (-ff) qui fut nobélisé en 1908 pour ses travaux sur l’immunité, et à qui on doit 

notamment la découverte des processus de fermentation [241]. C’est en 1882 qu’il découvre de 

grosses cellules ayant la capacité de s’organiser autour de pathogènes injectés dans le tube 

intestinal d’étoiles de mer. La capacité de ces cellules à ingérer les pathogènes leur valut le 

nom de macrophages, tandis que des cellules à la taille moins conséquente furent appelées 

microphages (aujourd’hui neutrophiles).  

Cette découverte est à l’origine de la théorie de « l’atrophie sénile » de Metchnikov, (c.a.d. 

le vieillissement des tissus) dans laquelle les macrophages se « substituent aux plus nobles 

éléments organiques nerveux et musculaires » et dont il est « impossible de fortifier 

[l’organisme] contre le pouvoir phagocytaire ! », rappelant la théorie du plasma germinatif de 

Weismann [242]. Pour combattre ce vieillissement et s’appuyant sur ses découvertes sur la 

fermentation, Metchnikov propose d’utiliser des probiotiques tels que le kéfir et le yaourt 

bulgare [243]. Cette théorie a reçu un accueil mitigé (cf. La science est-elle en faillite ? : des 

doctrines phagocytaires de M. Metchnikoff, C-L. de Casamajor, 1903), et a été notamment 
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défendue lors du congrès de Londres de 1891 par le Dr. Roux contre la théorie humorale de 

Buchner [244].  

En 1931, Warren Harmon Lewis et Margaret Reed Lewis décrivent le phénomène de 

pinocytose à la fois dans des macrophages et dans des cellules cancéreuses de rongeurs. Ils 

définissent cette nouvelle notion comme une façon de « boire » le milieu extracellulaire [245]. 

Ils décrivent alors des cellules capables de produire des pseudopodes pouvant capter le milieu 

extracellulaire en de petits globules encapsulés, qu’ils qualifient de vésicules migrant jusqu’au 

centre de la cellule, avant de disparaître en étant « digérées ». Les cellules qu’ils décrivent 

peuvent alors internaliser plus d’un tiers de leur propre volume en une heure.  

Découverte de l’endocytose médiée par la clathrine 

La découverte en 1974 du récepteur aux LDL par Michael Brown et Joseph Goldstein ouvre 

une autre porte de l’endocytose. Les deux médecins constatent alors que les particules de LDL, 

une fois fixées à leur récepteur, ne restent pas plus de 10 minutes à la surface de la cellule et 

sont ensuite internalisées, puis dégradées en moins de 60 minutes. Une collaboration avec 

R.G.W Anderson montre que cette internalisation est indépendante des phénomènes de 

pinocytose et de phagocytose décrits auparavant. Le LDL et son récepteur sont retrouvés dans 

des structures en forme de puits à manteau d’accrétion protéique (coat). 

La découverte de la clathrine, élément principal de ces puits à accrétion, est due à Barbara 

Pearse [246]. En 1975, elle découvre accidentellement en microscopie électronique des 

structures en cercle, « ressemblant à des tomates tranchées en rondelles ».  

 

 

 

Figure 21 – Les « tomates 
tranchées » de Barbara Pearse. 

D’après son article original de 
1975. Notons que ces 
structures avaient déjà été 
observées 5 ans auparavant 
par Ken Kadota et Toku 
Kanaseki. 

 

  



 

Page | 59 

 

Pearse purifie la protéine prédominante dans ces structures et la nomme clathrine. Elle 

propose une hypothèse dans laquelle cette clathrine, grâce à une polymérisation, permet un 

enrobage protéique de la membrane en « pinçant » les phospholipides et induisant ainsi la 

formation d’une vésicule. Plus tard, notamment grâce à des collaborations avec Tony 

Crowther et John Finch, Pearse met au jour la structure en haute résolution de la molécule de 

clathrine caractérisée par sa forme en triskélion et son oligomérisation en cage de 12 

monomères [247]. 

La séquence tétramérique NPXY est par la suite identifiée, grâce à des mutations, par 

Brown et Goldstein comme étant la séquence d'adressage du LDL récepteur dans les vésicules 

de clathrine. Une séquence similaire est également retrouvée, en une ou plusieurs copies, dans 

la queue cytoplasmique de plusieurs autres protéines de surface, et notamment dans APP, le 

EGFR ou le récepteur à l’insuline.  

II. Endocytose dépendante de la clathrine 

L’endocytose dépendant de la clathrine, ou CME, est aujourd’hui considérée comme le 

mode d’endocytose le plus utilisé chez les eucaryotes. Les eucaryotes unicellulaires peuvent 

se passer, du moins temporairement, de la CME, et les levures ainsi que les protozoaires 

peuvent survivre lorsque la production de clathrine est inhibée. Chez tous les métazoaires, à 

l’exception des amibes, ces conditions sont létales [248]. La CME s’avère être le mode 

d’endocytose le mieux caractérisé, même si certains mécanismes sont encore discutés. 

La CME est utilisée dans de nombreuses fonctions cellulaires et physiologiques comme 

la transmission synaptique, le contrôle de la différenciation cellulaire, et plus globalement 

l'homéostasie cellulaire en général. Ce dernier point fait référence aux éléments essentiels à 

de nombreuses voies de signalisations et mécanismes métaboliques internalisés par la CME, 

comme les LDL ou le fer. 

La CME est ainsi une voie d'internalisation privilégiée pour de nombreux récepteurs. Le 

récepteur à la transferrine (TfR) est souvent utilisé comme contrôle ou comarqueur. Parmi les 

autres récepteurs internalisés par la CME, nous pouvons noter certaines tyrosines kinase 

comme l'EGFR qui est endocyté sous la forme d'un dimère, ou des GCPR comme récepteurs 

beta-2 adrénergique dont l'endocytose ne peut être effectuée qu'après fixation de son ligand 

induisant un changement de conformation. Nous pouvons aussi noter que la CME est 
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nécessaire au bon fonctionnement de la voie Wnt grâce à l'internalisation de son récepteur 

Frizzled [249].  

 

Figure 22 – Composants et étapes de la CME 

A. Représentation schématique des différentes étapes de la CME [250] 

B. Illustration en microscopie électronique à transmission de plusieurs étapes de la CME (McMahon et al. 2002) 
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C. Illustration en microscopie électronique à balayage de puits proto-vésiculaires présentant déjà leur manteau 
de clathrine, présentant une forte variation de la courbure de la membrane. Images réalisées sur membrane 
fractionnée de cellules épithéliales bovines [251] 

D. Exemples de triskélions de clathrine relâchés après leur démantèlement (échelle : 50 nm) [251] 

CME : structure et mécanismes 

Les vésicules de clathrine sont caractérisées par leur taille relativement uniforme, au 

diamètre maximal de 100 nm, mais pouvant varier en fonction du type cellulaire et de 

l’espèce. En effet, chez les levures ou chez les plantes les vésicules de clathrine sont 

particulièrement petites, de l'ordre de 30 à 60 nm manteau d’accrétion compris (leur intérieur 

ne mesurant pas plus de 20nm). A l’inverse, les vésicules retrouvées chez la poule sont 

particulièrement grandes et frôlent les 150-180 nm. Cette taille varie également au sein des 

mammifères, avec des vésicules de 70-90 nm chez le rat et la souris, allant jusqu’à 150 nm chez 

l’humain. Cette différence de taille est à considérer dans le sens où une vésicule de clathrine 

petite ne pourra transporter qu’une ou deux protéines (TfR : 11nm ; EGFR : 13nm) alors que le 

flux apporté par une vésicule plus grande est plus important [252]. Notons également l’activité 

intense de cette voie d’endocytose, où l’on considère qu’en une minute, entre 1 à 5% de la 

quantité totale de clathrine participe au même moment à un processus d’endocytose, pour un 

processus total dont la durée va de 20 secondes à 2 minutes [252] (rappelons que les premières 

mesures de Goldstein dépassaient parfois les 7 minutes).  

La molécule de clathrine de laquelle cette voie d’endocytose tire son nom, est connue pour 

s’oligomériser en trimères nommés triskélions (du grec triskelês, « trois jambes »), dont la 

forme rappelle le fameux symbole artistique celtique ou des Tomoe japonais. Ces triskélions 

de clathrine sont composés de trois chaînes lourdes et une unique chaîne légère. Leur 

caractéristique principale réside en leur capacité à s’oligomériser entre eux et à former des 

facettes en hexagones ou pentagones [252]. On considère qu’une vésicule de clathrine est 

constituée d’une centaine de triskélions [250], mais comme nous l’avons vu dans le 

paragraphe précédent la taille des vésicules peut grandement varier. Le manteau de clathrine 

couvrant les vésicules forme un treillis de ces polygones, dont la forme semble la plus 

optimisée pour couvrir d’une structure anguleuse une surface sphérique.  

Le concept d'endocytose apporte la notion d'un changement morphologique de la 

membrane qui va à l'encontre de plusieurs forces, à savoir la tension superficielle de la 

membrane, sa rigidité intrinsèque, et la pression de turgescence cellulaire. La plus importante 
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de ces forces chez les métazoaires est la tension superficielle de la membrane, alors que chez 

les eucaryotes unicellulaires, il s'agit de leur turgescence. La cellule doit alors contrer ces 

barrières énergétiques pour pouvoir créer une vésicule d’endocytose [253].  

Dans le cas de la CME, il s’agit d’un mécanisme relativement bien décrit et complexe que 

l’on peut schématiser en cinq étapes : (i) la nucléation, (ii) le recrutement du cargo, (iii) 

l’assemblage du manteau de clathrine, (iv) la scission de la vésicule et (v) le démantèlement 

de la clathrine. Le processus d’endocytose dure une dizaine de secondes, mais nécessite une 

préparation de l’environnement membranaire et protéique pouvant excéder les 100 secondes. 

Nous allons détailler ci-dessous quelques-uns des mécanismes impliqués lors de ces étapes 

[252] [248].  

(i) Nucléation. Elle se produit à la membrane plasmique, en présence d'un contexte lipidique 

favorable, en présence de PI(4,5)P2 et de protéines spécifiques telles qu’EPS15, DAB2, des 

intersectines, et le complexe d'initiation FCHO (FCH domain only). Ces protéines possèdent 

pour certaines un domaine BAR capable d'initier la courbure de la membrane avant même le 

recrutement de la clathrine [250]. Des expériences de vidéo-microscopie sur cellules 

exprimant la clathrine taguée ont permis de mettre en évidence la présence de sites de 

nucléation spontanée à des endroits aléatoires de la membrane cellulaire mais ne persistant 

pas dans le temps à moins d’être stabilisée par un cargo [254]. 

 (ii) Sélection du cargo. Cette sélection passe par les molécules adaptatrices, dont les plus 

connues sont AP2, DAB et Numb [248] [255]. Elles se lient soit directement au cargo en 

reconnaissant les motifs YXXφ (AP1, 2, 3 et 4, envoie également les protéines dans les 

endosomes tardifs) NPXY (internalisation rapide via l’intermédiaire de PTP et Dab-1 et 2, qui 

permettent son interaction à AP2), GDXY (permet également le recyclage de récepteurs) et di-

leucine (interagissent avec les adaptateurs) [256], soit interagissent avec eux par un 

intermédiaire, et font le lien avec la clathrine tout en se liant au Pi(4,5)P2 de la membrane. 

AP2 est la seconde protéine la plus abondante au niveau des vésicules de la CME. Elle est 

considérée comme un véritable centre d'interactions, et comme la molécule adaptatrice 

principale de la vésicule de clathrine. Une hypothèse encore non vérifiée postule que d’autres 

protéines avec lesquelles elle interagit (trouvées parfois sous la dénomination CLASPs pour 

Clathrin-Associated Sorting Proteins) se liant à la membrane et formant une sorte de réseau 

d'interactions, endossent à la fois le rôle d'adaptateurs mais aussi d'aide à la courbure 

membranaire [252].  
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(iii) Assemblage de la clathrine. La clathrine est recrutée par AP2. Sa polymérisation est 

assurée à la fois par une courbure stable de la membrane, et par la présence des différentes 

protéines accessoires, telles qu'EPS15 et l'epsine [250] [248]. Il a été pendant un temps 

considéré que la clathrine elle-même portait, de par sa capacité à polymériser, la force 

d'induire la distorsion membranaire permettant la formation des vésicules [250]. Aujourd’hui, 

cette idée fait débat dans la mesure où l'interaction entre la clathrine et la membrane n'est pas 

directe, et les forces de tension mises en jeu sont atténuées par les adaptateurs successifs [257]. 

(iv) Scission de la vésicule. La scission est assurée par la dynamine [258], protéine apparue 

très tardivement dans l’évolution à tel point que même si elle est nécessaire à la CME dans la 

grande majorité des cas, certains eucaryotes unicellulaires peuvent effectuer une scission de 

vésicule de clathrine sans son aide [248] (à l’aide de mécanismes issus de certains mécanismes 

de la CIE). La dynamine est recrutée par les nombreuses protéines à domaine BAR présentes 

au niveau du "cou" de la vésicule. La structure hélicoïdale très spécifique de la dynamine 

prenant forme dans son état basal permet la scission de la vésicule grâce à l'hydrolyse du GTP 

induisant un changement conformationnel qui permet l'hémifusion nécessaire à la scission. 

Il est admis que deux « pas » seulement de dynamine sont suffisants pour détacher une 

vésicule (soit entre 30 à 40 monomères). Deux concepts concernant ce changement 

conformationnel ont été développés [250] [258]. L’hypothèse dite de la Pinchase [259], 

provenant d’expériences où l’hydrolyse du GTP induit un rétrécissement de diamètre de 

l’hélice de dynamine sans faire varier son pas, et l’hypothèse de la Popsase, dans laquelle 

aucun changement de diamètre n’est observé mais qui fait état d’une élongation du pas de 

plus d’un facteur 2 par rapport aux situations contrôles. Il semblerait que ces deux 

observations correspondent à la réalité physiologique et sont suppléées par une force de 

torsion par surenroulement de la dynamine lors de l’hydrolyse de GTP [250] [258].  

(v) Démantèlement du manteau de clathrine. Ce démantèlement est nécessaire pour le transport 

et la fusion des vésicules dans les endosomes précoces [257]. Il implique deux protéines 

particulières, l'auxiline et la HSC70 (heat shock cognate 70) L'auxiline est recrutée au niveau 

des domaines externes des triskélions, permettant le recrutement de HSC70 au centre des 

tripodes de clathrine [251]. La réaction de démantèlement est initiée au niveau du "cou" dans 

la mesure où la clathrine y est présente en très faible densité et offre un contexte énergétique 

favorable. Bien que cela n'ait pas encore été montré, il est probable que cette étape n'ait lieu 

qu'après la scission de la vésicule. La clathrine libérée est principalement recyclée et retourne 

à la membrane, prête à reformer une nouvelle vésicule [260]. 
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Variation des mécanismes et interactants secondaires 

Ces différentes étapes que nous venons de voir sont toujours présentes lors de la CME. 

Elles peuvent cependant être modulées par la substitution de certaines protéines à d’autres. 

Par exemple, la protéine AP2 peut être remplacée par AP3 ou AP1, qui permettent toujours la 

formation de la vésicule de clathrine, mais généralement à partir d'autres compartiments que 

la membrane plasmique. Selon la protéine substituée, des variantes peuvent apparaître et 

offrir une spécificité à un cargo particulier. Par exemple, le récepteur aux LDL possède des 

adaptateurs spécifiques (DAB2 et ARH) [257] permettant de moduler précisément son 

endocytose. Ces spécificités permettent de cibler et d’abolir l'endocytose d'une protéine 

précise en ciblant un de ses adaptateurs sans affecter l'endocytose d'autres protéines utilisant 

la CME.  

L’actine joue elle aussi un rôle dans l’endocytose médiée par la clathrine. Il a été suggéré 

que la membrane plasmique puisse « reposer » sur une couche d’actine stabilisée en 

profondeur par des filaments longs et possédant des filaments plus courts et dynamiques au 

contact de la membrane. Cette partie dynamique est rattachée à la membrane grâce à des 

protéines spécifiques [261]. La myosine et la dynéine joueraient également un rôle important 

dans le remodelage de la membrane et la formation de puits d’endocytose.  

L’actine n'est pas nécessaire à l'internalisation de la transferrine, chez les mammifères, 

mais est considérée comme aidant à la formation des vésicules de CME dans certains cas. 

Dans ces cas, l'actine est recrutée par un complexe de nucléation composé de ARP2/3, la 

cortactine ou N-WASP. L’actine est cependant nécessaire pour la CME chez les organismes 

unicellulaires, pour imposer à la membrane une force suffisante pour contrer la turgescence 

qui est beaucoup plus forte chez ces organismes et qui s’oppose fortement à la formation de 

vésicules. Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer son action, mais ils s’accordent 

à dire qu’il est certain que l’actine permet de contrer les barrières énergétiques à la fois en 

comprimant le col de la vésicule et très certainement [250] en l’éloignant de la membrane, à 

l’image de la dynamine, mais à une échelle plus grande. 

Enfin, il existe des cas de figure lors desquels la clathrine ne peut pas servir de marqueur 

fiable d’endocytose. Des études menées par Montagnac et al. ont mis en évidence la présence 

de larges plaques de clathrine se formant principalement grâce à l'intégrine αvβ5 en réponse 

à des substrats dont la rigidité et la taille bloquent toute possibilité d’internalisation [262], 

[263]. Cette « endocytose frustrée » a lieu préférentiellement en présence de substrats solides, 

et est très peu observée en présence de substrats plus souples. Les plaques de clathrine 
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permettent non seulement à la cellule de tester l'élasticité des substrats mais servent 

également de « pince » dont la traction a pour conséquence le déplacement, au moins local, 

du cytosquelette d'actine [264], si ce n’est du corps cellulaire entier.  

III. Endocytose indépendante de la clathrine 

Les années 80 furent une époque de changement de paradigme pour les chercheurs qui 

s’intéressaient aux phénomènes endocytiques. La découverte d’inhibiteurs de la clathrine ont 

permis de déceler plusieurs petites particules permettant de marquer des bourgeonnements 

à la surface des cellules et pouvant être internalisées, comme le Lucifer yellow ou la ricine, 

mais insensibles à la déplétion ou à l’inhibition de la clathrine [265] [266].  

Depuis lors, on distingue deux types d’endocytose indépendant de la clathrine (CIE). La 

première constitue en l’internalisation de grands patchs de membrane, à l'échelle du 

micromètre, comme la macropinocytse et la phagocytose, qui nécessitent un recrutement 

important du cytosquelette. La seconde regroupe l’internalisation de vésicules sous l'échelle 

des 200 nm [267]. La petitesse de ces vésicules les soumet à des forces physiques s’opposant à 

leur formation. La présence d’acteurs moléculaires permettant la courbure et la scission de la 

membrane est alors requise [268]. Il existe plusieurs de ces outils, donnant lieu à une 

classification des différents modes d’endocytose indépendants de la clathrine. Cette 

classification n’est pas strictement définie mais permet de donner un cadre pour organiser et 

discuter des données émergentes sur ce sujet. 

Ainsi, on distingue tout d’abord les CIE nécessitant la dynamine de celles qui ne l’utilisent 

pas (avec déjà à ce premier rang des incertitudes et des précautions à prendre, comme nous le 

verrons plus tard) [269]. Les CIE utilisant un manteau d’accrétion protéique sont également 

séparées de celles n’en utilisant pas. Ces deux critères servent surtout à classer l’endocytose 

médiée par les cavéoles. En effet, il s’agit avec la clathrine des seules voies d’endocytose 

utilisant concrètement une accrétion protéique [269], dont la présence dans les autres 

mécanismes d’internalisation a été écartée grâce à l’absence de structure dense en électrons 

autour des bourgeonnements endocytiques en microscopie électronique, et ce dans des 

cellules chez lesquelles la production de clathrine a été inhibée.  

La problématique majeure que soulèvent ces observations relève de la contrainte 

physique à laquelle la membrane doit être soumise pour former une vésicule. Il semblerait 
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que dans la plupart des cas, cette courbure membranaire soit induite à la fois par l’action de 

protéines à domaine BAR et par un environnement lipidique particulier [270] [268], souvent 

riche en cholestérol ou en glycosphingolipides, permettant à la membrane d’être soumise à 

une déformation intense sous couvert d’un contexte énergétique favorable ou via une action 

mécanique médiée par une protéine externe [268]. Ces voies d’endocytose sont souvent 

régulées par de petites GTPase pouvant réguler la polymérisation d’actine, élément 

vraisemblablement essentiel pour une grande partie des CIE [261] [270].  

Récemment, grâce à une méthode de marquage et de suivi des protéines de surface, une 

étude a suggéré que les CIE ne contribuent pas significativement au flux total des protéines 

internalisées [271], et que certaines protéines connues pour emprunter une CIE ne le feraient 

que de manière mineure (<10%), entrant en contradiction avec des suggestions d’articles 

antérieurs [272]. Néanmoins il a été montré qu’une inhibition de la CME, que ce soit par 

mutants de la dynamine, acidification du cytosol ou extraction du potassium, ne bloque pas 

l’absorption de fluide par la cellule. Certains cargos, tels que la ricine [273] [265], sont toujours 

internalisés, faisant alors des CIE des mécanismes compensatoires qui ne seraient peut-être 

pas actifs en temps normal. D’un point de vue fonctionnel, il a également été suggéré que les 

CIE pourraient affecter l’homéostasie lipidique en organisant le trafic de certains types de 

lipides ou au contraire, en restreignant la mobilité de certains autres [270]. 

Les cavéoles 

En 1953, George Emil Palade met en évidence grâce à la toute récente microscopie 

électronique à transmission de Ruska, l’existence de petites structures en U au col serré 

donnant sur le milieu extracellulaire qu’il nomme « plasmalemmal vesicles » [274]. Il observe 

des structures de forme régulière, seules ou en clusters, au niveau des pôles des cellules 

endothéliales. Deux ans après, Enichi Yamada, de l’Université de Washington à Seattle, décrit 

à son tour ces structures en microscopie électronique et leur donne le nom de caveola 

intracellularis (du latin caveolae, « petits creux », source de l’ancien français jaiole d’où 

dérivent geôle et jail), de 150 à 600 angströms de diamètre accompagnées de structures 

oblongues en forme de tunnels (cf. Figure 23 – B) [275]. N’observant aucune structure dense à 

l’intérieur de ces cavéoles, il en déduit une fonction d’absorption du fluide extracellulaire. 

Durant plusieurs décennies, ces cavéoles ont été répertoriées dans de nombreux types 

cellulaires, sans être plus décrites du fait de l’absence de marqueur moléculaire spécifique. Ce 
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n’est qu’en 1992 que Rothberg et al. découvrirent la molécule caveolin-1 et sa présence dans les 

cavéoles [276].  

Ces cavéoles sont de petits renflements intracellulaires larges de 50 à 100 nm. Elles sont 

constituées principalement de cavines et de cavéolines, ces dernières assurant l’interaction 

avec la membrane. On compte en général et par cavéole, près de 140 molécules de cavéolines 

nommées Cav-1 et entre 30 à 70 d’autres cavéolines nommées Cav-2. Ces deux cavéolines 

interagissent avec un complexe protéique constitué de cavines (cavin-1, 2 et 3) [277]. Dans 

certains types cellulaires, notamment les cellules musculaires, ces cavines sont remplacées 

par Cav-3 Cav-4/MURC. La membrane constituant les cavéoles est particulièrement enrichie 

en sphingolipides et en cholestérol (associé aux cavéolines). Ce cholestérol et d’autres 

phospholipides participent à la formation des cavéoles grâce à des interactions 

électrostatiques [278]. Les cavéoles sont particulièrement nombreuses dans les lignées 

épithéliales et les adipocytes mais sont absentes des lignées lymphocytaires et des neurones 

[279] [280] [281]. 

 D’un point de vue mécanistique, les cavéoles requièrent, comme la CME, la présence de 

dynamine à leur col pour la scission de la vésicule [282]. D’autres protéines sont impliquées 

dans les mécanismes de régulation de l’endocytose dépendant des cavéoles. On peut citer la 

Pacsin2, qui interagit avec la dynamine et avec CAV1, et qui fait partie de la famille de 

protéines à domaine F-BAR capables de « sentir » ou d’induire la courbure de la membrane. 

Certaines protéines impliquées dans la fusion membranaire jouent également un rôle dans la 

dynamique des cavéoles, comme NSF, SNAP, des annexines et VAMP2, qui semble être un 

composant majeur de certaines cavéoles capables d'internaliser la toxine cholérique [283]. 

Une des protéines clé du mécanisme des cavéoles récemment découverte est EDH2. Cette 

ATPase a un rôle de régulateur négatif de l’endocytose dans la mesure où son extinction 

augmente le bourgeonnement des cavéoles [284]. EHD2 est nécessaire pour le maintien des 

cavéoles à la surface de la cellule grâce à son interaction avec le cytosquelette d'actine et 

semble capable d’en réguler la polymérisation à échelle locale [284]. On peut imaginer EHD2 

comme une protéine liant l'actine aux cavéoles, de manière directe ou indirecte.  

Les travaux de Pelkmans et de Zerial en 2005 [285] ont notamment montré qu’il existerait 

deux populations de cavéoles, dont la majorité serait immobile à la surface et une minorité 

qui serait endocytée en 2 à 5 secondes. Cette fraction de cavéoles internalisées interagit très 

rapidement avec certaines vésicules, sans fusion totale (théorie du « kiss-and-run »), avant 

retour à la membrane. Il semble qu’à côté de ce cycle rapide internalisant près de 30 % des 
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cavéoles en moins de 2 secondes (le temps de formation d’une vésicule ou de fusion à la 

membrane est de l’ordre d’une seconde), plus de 85% d’entre elles sont endocytées avant 10 

minutes, ce qui laisse supposer un renouvellement de toutes les cavéoles relativement rapide 

[250].  

Il a été longtemps considéré que la fusion des vésicules issues de l'endocytose médiée par 

les cavéoles formait un compartiment nommé cavéosome, riche en cav-1 et excluant les 

marqueurs classiques des endosomes précoces, mais des expériences plus récentes ont 

montré qu'il s'agissait d'un artefact expérimental [286]. 

 

 

 

Figure 23 – Endocytose dépendant des cavéoles  

A. Représentation schématique de l’internalisation des cavéoles ou de leur fusion à la membrane plasmique. 
B. Découverte des cavéoles par Yamada. Photo présentant les structures en puits (C2) ainsi que des structures 
en tunnel qu’il regroupe sous le terme caveola intracellularis [225]. C. Vésicules de cavéoles au microscope 
électronique à transmission et D. à balayage permettant d’apprécier leur structure et leur répartition [283]. 
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Le rôle des cavéoles est à considérer notamment par rapport à leur dynamique atypique. 

En effet, la présence de cycles d’internalisation à la fonction encore inconnue et le fait que 

leur densité change drastiquement selon le type cellulaire ont fait émerger l’idée de cavéoles 

remplissant plusieurs rôles distincts. De plus, les extinctions chez la souris induisent un 

phénotype viable, suggérant l’existence de compensations ou de fonctions très spécifiques 

[287].  

Dès leur découverte, il a été proposé que ces cavéoles jouent un rôle dans la transcytose, 

notamment au niveau intestinal. Depuis, de nombreux autres rôles leur ont été attribués, 

comme le transport du cholestérol, dans la lipodystrophie, des implications dans des voies de 

signalisation, et parfois même un potentiel rôle de suppresseur de tumeur (et d’autres fois 

comme oncogènes). En 2011, il a été a montré que les cavéoles constituaient un réservoir de 

membrane et de mécanosenseurs capable de détecter les tensions membranaires et de 

pourvoir à leur flexibilité en leur apportant un surplus lipidique contenu dans les cavéoles 

[288] [278]. Ce phénomène où les cavéoles se désassemblent et s’aplanissent à la surface 

cellulaire est rapide et régule directement certains gènes grâce à l’intermédiaire de EHD2 qui 

est alors relâché, sumoylé et qui migre au noyau pour jouer le rôle de facteur de transcription.  

Autres modes d’endocytose indépendants de la clathrine  

Plusieurs mécanismes d’endocytose ne nécessitant ni la clathrine ni la dynamine ont été 

découverts. A cette heure, il semble que leur grande majorité, si ce n’est la totalité d’entre eux, 

nécessite l’intervention du cytosquelette d’actine. Cette polymérisation est souvent induite 

par une cascade de signalisation locale médiée par de petites GTPases. Si certains de ces 

mécanismes sont assez bien décrits, il est encore difficile d’exclure totalement la participation 

de la dynamine dans toutes ces voies d’internalisation. L’existence de phénomènes 

endocytiques chez des hémocytes primaires de drosophile mutée pour la dynamine suggère 

fortement que cette protéine n’est pas toujours nécessaire à l’internalisation de protéines 

membranaires [289].  

La voie CLIC/GEEC (CG) 

 Aussi nommée endocytose médiée par Cdc42. Découverte au début des années 2000 avec 

l’internalisation du MHC de classe I puis de plusieurs protéines à ancre GPI et de CD44. Ces 
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protéines sont internalisées dans des invaginations formant des structures tubulo-

vésiculaires qui se dirigent vers les endosomes précoces classiques [270]. Le bourgeonnement 

de la membrane produit des tubules endocytiques sans accrétion protéique nommés CLICs 

(Clathrine Independant Carriers). La maturation de ces tubules forme des compartiments au 

pH acide nommés GEECs (GPI-AP enriched early endosomal compartments) [277] [290, p. 42]. 

Ces GEECs peuvent fusionner aux endosomes précoces. Un recyclage des protéines est 

également possible grâce à des GEEC spécifiques permettant une ségrégation des protéines 

destinées à la dégradation de celles qui ne le sont pas.  

L’endocytose CLIC/GEEC est initiée par le recrutement à la membrane de GBF1, un GEF 

(Guanin Exchange Factor) de Arf1, induisant le recrutement de la RhoGAP ARHGAP10/21. Ce 

complexe à la membrane permet le maintien de la RhoGTPase Cdc42 dans un état induisant 

le recrutement de la machinerie de polymérisation de l’actine, nécessaire à ce type 

d’endocytose. L’intervention de la protéine à domaine BAR GRAF1 co-localisé avec Cdc42 

pourrait permettre la formation des vésicules. La présence de cholestérol semble également 

nécessaire pour le bon fonctionnement de cette voie dans la mesure où sa déplétion abolit ce 

mode d’endocytose [291]. Le rôle de la dynamine dans cette voie d’endocytose reste sujet à 

débat, car si son inhibition ne perturbe pas la fonction de la voie CG, on la retrouve néanmoins 

colocalisée avec les GEEC [288]. Cela pourrait être expliqué par la fusion de vésicules 

provenant de différents modes d’internalisation. Dans un cadre non pathogénique, il a été 

récemment proposé que la galectine 3 puisse servir d’adaptateur afin d’initier la formation de 

CLICs pour l’internalisation de CD44 et de l’intégrine β1 [292]. 

L’endocytose liée à Arf6 

Il s’agit d’un mode d’endocytose identifié par Radhakrishna et Donaldson en 1997 [293]. 

Indépendante de la dynamine et nécessitant la présence de cholestérol, elle fonctionne 

principalement grâce à l’action de la petite protéine G Arf6 sur la production de PIP2 

nécessaire au processus d’internalisation et régulant la polymérisation du cytosquelette 

d’actine proche de la membrane. De nombreuses protéines ont été identifiées comme utilisant 

ce mode d'endocytose, comme des protéines impliquées dans le transport de nutriments 

(Glut1, CD98) dans les interactions avec la matrice (CD44) dans les fonctions immunes (MHC 

ClassI, CD1a) et des protéines avec une ancre GPI (CD55 et CD59, régulateurs de l’activité du 

complément). Récemment, il a été montré que Arf6 était également nécessaire au recyclage 

des hémidesmosomes qui sont pourtant internalisés par les cavéoles [294].  
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Les liens entre cette voie et les autres modes d’endocytose restent méconnus. En effet, les 

vésicules internalisées semblent séparées des vésicules de la CME, mais fusionnent et sont 

rapidement marquées par Rab5, marqueur d’endosomes précoces. Le PIP2 étant requis pour 

la CME, l’augmentation de l’activité de Arf6 peut également induire une augmentation de 

l’endocytose médiée par la clathrine. De plus, le lien entre Arf6 et la clathrine passe 

notamment par la protéine SMAP2, qui interagit avec la clathrine et est une GAP pour Arf. Sa 

présence semble nécessaire à la CME [295].  

Notons également que certains articles assimilent cette voie d’endocytose à un sous-type 

de mécanisme d’internalisation de type CLIC/GEEC de par la similitude entre leurs cargos. 

Cependant l’absence d’effet de l’inhibition de Arf6 sur la voie CG semble montrer qu’il s’agit 

bien de deux processus différents.  

Endocytose de type IL2-R / Rho-A-dépendante 

Les travaux de Lamaze et al. en 2001 [296] ont montré que le récepteur à l'IL-2 est 

internalisé dans des petites invaginations non recouvertes par une accrétion protéique. Il 

existe une concentration importante de ce récepteur spécifique dans des vésicules de taille 

relativement uniformes (50-100 nm), laissant cependant supposer la présence d'un manteau 

d’accrétion permettant le modelage de la membrane et le recrutement du récepteur à l'IL-2. 

Cette voie d'endocytose semble utilisée par plusieurs récepteurs aux interleukines (2, 4, 7, 9, 

15, et 21) [297]. Ces récepteurs sont connus pour s'associer aux "radeaux lipidiques", or 

l’endocytose de type IL-2R semble particulièrement sensible à la déplétion du cholestérol. 

Cette voie d'internalisation utilise une fois de plus l'actine. Cette actine est recrutée par 

une cascade de signalisation en provenance du récepteur à l'IL-2, qui active Rho-A grâce à une 

signalisation dépendant du PI3P. Ceci induit l’activation de Rac1, puis de Pak1, qui 

phosphoryle la cortactine et permet son interaction avec N-WASP, sans doute présent dans 

les puits d'internalisation [298]. Cette cascade permet l'activation d'un complexe formé de 

cortactine, de N-WASP, de Arp2/3, et est suivie d'une polymérisation de F-actine durant 

l'endocytose de l'IL2R. Notons également que la dynamine régule cette internalisation. 

Hypothèse GL-Lect et FEME 

Les effets de la perturbation de glycolipides de la famille des céramides sur plusieurs voies 

de CIE ont mené à l’hypothèse nommée « GL-lect » [299] supposant qu’en dépit des activités 
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biologiques variables des cargos, il existe un mécanisme générique d’endocytose incluant les 

galactocéramides et leurs ligands lectines, basé sur une forte déformation de la membrane 

induite dans un domaine spécifique induit par la fixation des lectines sur leur substrat [268]. 

Ainsi, un mécanisme homologue entre le virus SV40, la toxine cholérique et la shiga-toxine 

permet leur interaction avec une quinzaine de molécules de glycosphingolypides Gb3 à la fois, 

induisant une réorganisation de la membrane et forçant ainsi sa courbure [268]. Dans le cadre 

de la shigatoxine, ce mécanisme d’internalisation a pu être lié à l’actine, la dynamine, et à 

l’endophiline, ainsi qu’aux SNAREs et au moteur moléculaire dynéine. Dans un contexte plus 

physiologique, il a été montré qu’une lectine cellulaire (Gal3) participe à la formation de CLICs 

et à l’internalisation de protéines telles que CD44 en jouant un rôle d’adaptateur oligomérisé 

entre un cargo glycosylé et les glycosphingolipides [299]. Ce mécanisme de type GL-Lect 

pourrait également permettre l’internalisation de glycoprotéines à ancre GPI, et il n’est pas 

exclu qu’il puisse participer à certaines internalisations médiées par la clathrine [268].  

L’hypothèse GL-Lect a trouvé son écho mécanistique dans des études récentes à travers la 

nouvelle voie d’internalisation, la FEME (fast-endophilin-mediated endocytosis) qui dépend 

de la dynamine mais ni de la clathrine ni de l’actine [300], et peut être induite par des cargos 

qui se fixent à l’extérieur de la cellule, comme la Shigatoxine. Son existence a été mise en 

évidence grâce à des expériences d’extinction révélant une forte diminution de l'endocytose 

de certains GPCR tels que les récepteurs beta1-AR, alpha2a-AR, les récepteurs 

dopaminergiques DR3 et 4 ou encore le récepteur muscarinique mAchR4. Les protéines 

internalisées colocalisant avec l’endophiline sont retrouvées dans des structures tubulo-

vésiculaires qui se forment et atteignent rapidement le centre de la cellule après stimulation 

des récepteurs endocytés par leurs ligands. Mis à part les quelques GPCR citées plus haut, il 

apparaît que plusieurs récepteurs de type tyrosine kinase, à l'image du récepteur à l'EGF (à 

haute concentration d'EGF uniquement), et le récepteur à l'interleukine-2 (sans en être un 

mécanisme exclusif), sont internalisés grâce à la FEME. 
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Figure 24 – Plan de différentes voies endocytoses possibles 

Dans ce schéma, les différents mécanismes d’internalisation ont été classés selon leur dépendance à la dynamine.  

Parmi les voies dépendant de la dynamine sont présentes : la CME, généralement acceptée comme voie 
majoritaire, reposant sur la clathrine et généralement la protéine adaptatrice AP2 ; les cavéoles, de plus petite 
taille et dont le mécanisme, basé sur les cavines et cavéolines, permet également une libération très rapide de 
patchs de membrane ; les voies dépendant de Rho-A et de l’endophiline, partageant à la fois certains cargos et 
certains mécanismes.  

Parmi les voies indépendantes de la dynamine sont présentes : la voie associée à ARF6, formant des structures 
tubulaires et dont la présence de dynamine est cependant nécessaire lors de l’infection par des virus ; la voie CLIC-
GEEC, aussi appelée CDC-42-dépendante, formant des GEECs acides pouvant fusionner aux endosomes précoces 
ou rapidement recycler leur contenu, et colocalisant avec la dynamine, bien qu’elle ne soit pas fonctionnellement 
nécessaire. Enfin, l’endocytose aidée par la flotiline, indépendante de la dynamine, et dont il est possible qu’elle 
participe à d’autres mécanismes dont ceux présents dans ce schéma.  

R. = récepteur ; [C] = concentration ; Mb. = membrane ; Ext. = milieu extracellulaire ; Int. = milieu intracellulaire 

IV. Devenir des protéines internalisées 

Toutes les vésicules d’endocytose n’ont pas le même destin. Pour une certaine partie 

d’entre elles, les protéines qu’elles contiennent doivent être dégradées. Dans d’autres cas, elles 

sont stockées, recyclées, ou transportées à un pôle de la cellule.  

On considère généralement que le matériel endocyté parvient aux endosomes précoces en 

1 à 5 minutes. Il s'agit de compartiments à l'apparence variable, identifiés classiquement par 

Rab5, EEA1 et le Pi3P, marqueurs participant à leur biogenèse et leur maintien dans le temps 

[260]. Ils correspondent généralement à de grosses vésicules (400 nm de diamètre) possédant 

des invaginations et des gonflements membranaires intra-luminaux et pouvant posséder des 

excroissances membranaires tubulaires fines régulant l'accès au réseau transgolgien.  

Dans le cas de protéines destinées à la dégradation, la maturation des endosomes précoces 

produit des corps multi-vésiculaires, dont la formation est notamment assurée par le 

complexe protéique dynamique ESCRT, qui reconnaissant les protéines polyubiquitinylées 

[301] [302]. Il en résulte l’apparition d’endosomes de grande taille dits tardifs [303], au lumen 

acide (pH 5.2-5.8) et à la structure variable (bourgeons, tubules, repliements), permettant 

notamment un tri précis du matériel reçu. On considère généralement que ces endosomes 

tardifs sont atteints dans les 15 minutes suivant l’endocytose [304] [303]. 

L’étape finale de ce processus de dégradation prend place dans le lysosome, dont la 

capacité à dégrader les protéines est assurée par plus de 75 enzymes différentes, un mélange 

essentiellement composé d'hydrolases (lipases, glycosides hydrolases, protéases et nucléases) 
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et de protéines de dégradation nommées lysosomal membrane proteins (LMP) [252] [302]. Son 

pH très acide (entre 4,5 et 5) est maintenu par une batterie de pompes à protons et plusieurs 

canaux ioniques. Ces propriétés de l’espace intra-lysosomial en font un outil de dégradation 

capable de digérer tout type de molécules biologiques. L’importance fonctionnelle de cette 

organelle est illustrée par son abondance au sein du cytoplasme dont il représente près de 5% 

du volume total [302]. 

Certaines protéines, telles que les récepteurs à la transferrine et aux LDLs, ne sont pas 

destinés à être dégradés mais sont au contraire recyclés à plus de 95% [305], et ce sans 

nécessiter de signal ou de séquence particulière [260]. Il existe un premier type de recyclage 

rapide, ayant lieu parfois avant même l’atteinte des endosomes de tri et provenant de 

plusieurs voies d’endocytose indépendantes de la clathrine (GC et cavéoles), ou provenant de 

vésicules issues des endosomes précoces. Ils sont généralement marqués par Rab4 et Rab35. Il 

existe également un recyclage plus lent, caractérisé par le passage des protéines recyclées par 

des ERC (Endocytic Recycling Compartment), longs et tubulaires, marquées par un ensemble 

de protéines récurrentes mais à la composition variable (nexine 4, Rab22, dynéine, Rab10, 

RAB11FIP2/3, Rab11, Arf6, Alix [269] [305]). Afin de rejoindre la membrane plasmique, 

certaines protéines utilisent un mécanisme basé sur Arf6 identique à celui permettant 

l’endocytose de protéines.  

V. Endocytose de tétraspanines 

Douze tétraspanines possèdent au niveau C-terminal le motif YXXϴ (x représentant tout 

type de résidu et ϴ un résidu hydrophobe) [306]. Ce motif est considéré comme un potentiel 

site d’endocytose dépendant de la clathrine, via une interaction avec la protéine adaptatrice 

AP2, et de redirection vers les lysosomes depuis le réseau trans-golgien [256].  

Chez CD63, il s’agit de la séquence GYEVM, qui permet l’interaction avec les sous unités 

µ2, µ4, µ3A et µ3B des adaptateurs et permet son ciblage dans les endosomes tardifs [307]. 

Cette tétraspanine, qui est entre autres connue pour être fortement endocytée, peut faciliter 

l’internalisation de certains de ses partenaires, comme le récepteur aux chimiokines CXCR4 

[308], la glycoprotéine PMEL17, impliquée dans la mélanogenèse [309], la synaptotagmine VII, 

un senseur de calcium qui est envoyé aux lysosomes [310], ou encore la sous-unité β de la 

pompe H+K+-ATPase [154]. Nous pouvons aussi citer un cas chez la drosophile, où la 

tétraspanine Tsp42Ej « Sun » [311], proche de la CD63 mammalienne, présente en abondance 
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dans la rétine, contrôle l’endocytose de la rhodopsine (Rh1), qui est internalisée par voie 

clathrine- et arrestine-dépendante puis dégradée dans les lysosomes.  

Dans une série d’études, la tétraspanine CD82 a été décrite comme facilitant, lorsqu’elle 

est fortement exprimée et via un changement de compartimentation, l’endocytose de son 

partenaire EGFR suite à la fixation de son ligand [312]. Cependant un autre laboratoire a plus 

récemment démontré que la suppression de cette tétraspanine augmente l’internalisation de 

l’EGFR et induit une baisse de ses niveaux totaux et de surface [313], décrivant alors un rôle de 

stabilisateur pour CD82, opposé à celui précédemment décrit. Ceci suggère que l’effet de CD82 

sur l’EGFR peut varier selon le contexte cellulaire.  

Dans les neurones, une étude a démontré que Tspan7 joue un rôle dans la stabilisation du 

récepteur de l’AMPA [314]. Son extinction augmente l’endocytose de la sous-unité GluA2 de 

l’AMPAR, et tous deux interagissant avec le régulateur d’endocytose de protéines synaptiques 

PICK1, il a été suggéré que Tspan7 et PICK1 étaient en compétition pour la régulation du trafic 

de l’AMPAR, le premier le stabilisant à la surface et le second, induisant son endocytose.  

Enfin, notons que les tétraspanines sont présentes en quantité sur les vésicules 

extracellulaires tels que les exosomes (CD63, CD81…) et peuvent en moduler la composition et 

le comportement. Par exemple, CD9 et CD82 permettent le recrutement aux exosomes de la β-

caténine, élément essentiel de la signalisation Wnt et E-cadhérine [315]. CD9 serait notamment 

important pour la formation de certaines vésicules extracellulaires, son extinction dans des 

cellules dendritiques réduisant le nombre d’exosomes produits [315]. Enfin, il a été suggéré 

que Tspan8 (CO-029) faciliterait le recrutement, dans des lignées cancéreuses, d’autres 

tétraspanines et de certaines intégrines aux exosomes [316].  
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Objectifs et hypothèses de travail 

 

Au sein de la famille des tétraspanines, le groupe des TspanC8 (Tspan5, 10, 14, 15, 17 et 33) 

se distingue par leur capacité à s’associer à la métalloprotéase ADAM10. Des résultats publiés 

précédemment par le laboratoire montrent que toutes les TspanC8 promeuvent la sortie 

d’ADAM10 du réticulum endoplasmique, et que deux d’entre elles (Tspan10 et 17) la dirigent 

vers les endosomes tardifs alors que les quatre autres (Tspan5, 15, 14 et 33) induisent son 

expression à la membrane plasmique. Ces dernières confèrent à ADAM10 une sélectivité de 

substrats différente, notamment sur la signalisation Notch pour laquelle Tspan5 et Tspan14 

sont des régulateurs positifs alors que Tspan15 en est un régulateur négatif. Les mécanismes 

sous-tendant cette dualité de fonctions sont encore mal compris. Il a été notamment proposé 

que cela puisse être dû à un changement de conformation d’ADAM10 ou à une 

compartimentation membranaire différente.  

Cette thèse a pour vocation de contribuer à une meilleure compréhension des 

mécanismes impliqués dans la dichotomie des régulations de fonctions d’ADAM10 par les 

TspanC8. Le premier objectif de mon travail a été de déterminer si et comment les TspanC8 

affectent le trafic d’ADAM10. A cet égard, différents protocoles expérimentaux ont été mis au 

point, permettant de mesurer l’internalisation d’ADAM10 et d’étudier sa localisation 

subcellulaire. De tels protocoles permettent d’étudier les mécanismes d’endocytose 

d’ADAM10 ainsi que son devenir. De plus, la validation expérimentale d’une régulation 

différentielle du trafic par les TspanC8 permet de tester le rôle de leurs LEL et extrémités N- 

et C- terminales dans la modulation de l’expression, du trafic et de la fonction d’ADAM10. 

La génération par le laboratoire d’un anticorps anti-Tspan5 et la disponibilité d’un 

anticorps anti-Tspan15 permettent de tester la validité de modèles de TspanC8 couplés aux 

tags GFP ou myc et de travailler sur les versions endogènes de ces deux TspanC8. Grâce à ces 

anticorps, le second objectif de ma thèse était d’approfondir l’étude de la relation entre les 

couples Tspan5 / ADAM10 et Tspan15 / ADAM10 et de tester l’hypothèse d’une compétition 

entre eux. ADAM10 est également impliqué dans plusieurs pathologies, ce qui renforce 

l’intérêt de la découverte d’un régulateur fin de sa fonction. Considérant ces éléments, le 

dernier objectif de ma thèse a consisté à tester l’impact de l’anticorps anti-ADAM10 11G2 sur 

le trafic et la fonction d’ADAM10 et d’en analyser les mécanismes sous-jacents.  
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Matériel et méthodes  

Anticorps, plasmides et mutagenèses 

Les anticorps de souris dirigés contre les versions humaines d’ADAM10 (11G2), CD9 (TS9), 

CD81 (TS81), CD63 (TS63) et Tspan5 (TS5-2 et TS5-1r) ainsi que les anticorps dirigés contre 

Tspan15 (5F4, IgG2b ; et 5D4, IgG1) ont été générés dans notre laboratoire [102], [183], [227].. 

L’anticorps anti-cadhérine provient de BD transduction. L’anticorps polyclonal dirigé contre 

le domaine cytoplasmique d’APP nous a été donné par le Dr. W. Annaert. Le marquage des 

anticorps avec les fluorophores DyLight 650 ou 550 ont été réalisés au laboratoire en utilisant 

des esthers de succimidine et en suivant les indications du fournisseur, Thermo Scientific.  

Les plasmides codants pour Tspan5 et Tspan15 fusionnés à une GFP ont été décrits dans 

un article du laboratoire publié en 2012 [230]. Après une amplification par PCR, les inserts ont 

été sous-clonés dans le vecteur pCDNA3/hygro (Thermo). Les chimères entre Tspan5 et 

Tspan15 ont été réalisées au laboratoire. Les échanges des chimères ont été réalisés au niveau 

des résidus conservés entre Tspan5 et 15. Ts15LEL5, pour laquelle la LEL de Tspan15 a été 

remplacée par celle de Tspan5, ainsi que sa construction réciproque (Ts5LEL15), ont été 

décrites dans l’article Saint-Pol et al. publié en 2017 [227]. Les séquences des sites échangés au 

niveau de l’extrémité N-terminale sont les suivantes : Séquences C-terminales : Tspan5- 

ALLQIFGVLLTLL -Tspan15 pour T5C15 ; Tspan15- LLPQFLGICLAQN -Tspan5 pour T15C5 ; et 

séquences N-terminales : Tspan15- FSYLWLKYFIFGF -Tspan5 pour T5NC15 ; Tspan5- 

PEVSCCIKFSLII -Tspan15 pour T15NC5 (en gras, l’acide aminé conservé entre les deux 

tétraspanines). 

Culture cellulaire et génération des cellules sur- ou sous- exprimant ADAM10 ou des 

tétraspanines.  

Les cellules murines OP9, qu’elles expriment ou pas le ligand de Notch DLL-1 (OP9-DLL1) 

[317] ont été cultivées dans du milieu alphaMEM suppléé de 10% de SVF et des antibiotiques 
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(PSN). Les cellules humaines, qu’il s’agisse de la lignée d’ostéosarcome U2OS [318] exprimant 

Notch1, de la lignée de cancer de la prostate PC3, ou de la lignée HeLa, ont été cultivées dans 

le milieu DMEM suppléé de 10% de SVF et de ces mêmes antibiotiques. Ces lignées cellulaires 

ont vu leurs niveaux d’ARN messagers codant pour les TspanC8 quantifiés [219], [230]. Les 

lignées cellulaires dérivées des U2OS et exprimant les transgènes de TspanC8 couplés à la GFP 

ont été également décrites dans ces mêmes études.  

Les transfections ont été réalisées grâce à l’agent de transfection Fugene HD (Promega). 

Les cellules exprimant stablement les différentes constructions ont été sélectionnées par un 

traitement à l’hygromycine et le tri des cellules a été réalisé sur un trieur Beckton Dickinson 

FACS Aria à l’aide d’un marquage avec les anticorps anti-Tspan5 (TS5-2) ou Tspan15 (5D4, 

IgG1). 

Les cellules PC3 pour lesquelles l’expression de Tspan5, Tspan14 ou ADAM10 a été éteinte 

ont été générées grâce à la technologie d’édition de gènes CRISPR/Cas9. Pour ADAM10, nous 

avons utilisé la séquence précédemment publiée TGCTCCTCTCCTGGGCGGCG [8] et les 

séquences cibles pour Tspan5 et Tspan15, respectivement TCTTCCATCACCGATCTCGG et 

CAGAAAAAGTTCAAGTGCTG, ont été sélectionnées grâce à l’outil mis à disposition en ligne 

par le Broad Institute (https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-

design). Les ADN guides correspondant ont été clonés dans les plasmides lentiCRISPRv2 

(Addgene #52961) selon les instructions du laboratoire Zhang (http://www.genome-

engineering.org/gecko/) (Ran et al. 2013). Ces plasmides ont été transfectés de la même 

manière que ceux décrits dans le paragraphe ci-dessus, et les cellules ont été traitées avec de 

la puromycine à 5 µg/ml, deux jours après leur transfection, et ce pendant 48 heures. Les 

cellules ayant perdu l’expression du gène d’intérêt ont également été triées comme décrit ci-

dessus.  

Extinction de l’expression de protéines par SiRNA  

Une solution de transfection est préparée en amont, contenant par puits de plaque à 6 

puits : 5 µL d’INTERFERin stock (Polyplus) pour une concentration finale de 10 nM, 2 µL 

d’oligos à 5µM et 194 µL de milieu DMEM sans sérum ayant été incubée 20 minutes à 20°C. 

Les cellules U2OS sont ensuite ajoutées dans les puits à la concentration de 200 000 cellules 

par puits pour un volume final de 1 mL. Les oligos utilisés ciblent les séquences suivantes :  

• SiAP2µ2 : GUGGAUGCCUUUCGGGUCA [319] 

https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
http://www.genome-engineering.org/gecko/
http://www.genome-engineering.org/gecko/
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• SiDyn2    GACAUGAUCCUGCAGUUCA [320] 

• SiCHC    GCAAUGAGCUGUUUGAAGA 

[320] 

 

Analyse de l’activité Notch Luciférase 

Cette analyse a été réalisé comme décrit dans 

l’étude de Moretti et al. en 2010 [318]. Les cellules U2OS-

N1 ont été cultivées à 25 000 cellules par cm². 24 heures 

après, ces cellules ont été transfectées avec les 

plasmides codant pour le rapporteur CSL et la Renilla 

comme indiqué ci-dessus. Après 24 heures, les cellules 

U2OS ont été mises en co-culture avec des OP9 ou OP9-

DLL1 à la concentration de 35 000 cellules par cm². Les 

activités de la firefly ou de la Renilla ont été déterminées en utilisant le test Dual luciferase 

reporter assay de Promega selon leurs indications. Les analyses statistiques ont par la suite 

été réalisées grâce à un test Anova suivit d’un test de comparaison multiple de Dunett.  

Immunoprécipitation et Western Blot  

Les cellules ont été lysées dans un tampon de lyse (30 mM de Tris à pH 7.4, 150 mM de 

NaCl, 1mM de O-phénantroline et des inhibiteurs de protéases) auquel ont été ajoutés soit 1% 

de Brij 97 ou 1% de Triton X100. Dans certaines expériences, l’inhibiteur d’ADAM10 Gi254023X 

a été ajouté à la concentration de 5 µM au tampon de lyse. Après 30 minutes d’incubation à 

4°C, les composants insolubles ont été éliminés par une centrifugation à 10 000 g et les 

protéines ont été immunoprécipitées par 10 µL de billes de sépharose couplées à de la protéine 

G ainsi qu’avec 1µg d’anticorps ou 0,4 µl d’ascite pour 400 à 800 µL de lysat. Les protéines 

ainsi immunoprécipitées ont été séparées par électrophorèse en conditions non réductrices 

sur un gel de polyacrylamide contenant du SDS et transférées sur une membrane de PVDF 

(GE helthcare). Le Western-Blot sur les lysats a été réalisé grâce aux anticorps primaires 

appropriés et des anticorps secondaires couplés à une Alexa 680. Dans le cas des 

immunoprécipitations, lors des révélations, pour ne pas être gêné par les immunoglobulines 

utilisées lors de la précipitation, des anticorps spécifiques couplés à la biotine et un anticorps 

 

Figure 25 – Schéma du mécanisme Notch-
Luciférase 

Selon Moretti et al. 2010 [318], schéma par 

J. Saint-Pol.  
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secondaire anti-biotine couplé à une Alexa 680, à l’exception des anti-Tspan15 et anti-CD81. 

Enfin, toutes les acquisitions ont été réalisées grâce à un scanner de type Odyssey Infrared 

Imaging System (LI-COR Bioscience).  

Immunofluorescence sur lame  

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre dans du milieu complet puis fixées 

durant 15 minutes avec 4% de paraformaldéhyde à température ambiante. Elles ont ensuite 

été lavées en PBS, puis incubées durant 20 minutes dans 50 mM de NH4Cl en PBS. Pour le 

marquage de surface, les cellules ont été incubées directement durant 30 minutes / 1 heure 

avec les anticorps (primaires comme secondaires) à la concentration de 10-20 µg/ml, dans du 

PBS suppléé de 0,1% de BSA à température ambiante. Pour le marquage intracellulaire, les 

cellules ont été incubées avec 0,1% de saponine en présence de l’anticorps. Les lamelles 

contenant les cellules ont été montées en utilisant du ProLongTM Diamond Gold (Invitrogen). 

Enfin, ces montages ont été observés soit à l’aide du microscope à fluorescence Leica DMR 

équipé de la caméra CoolSnap HQ2 (Photometrics) contrôlée grâce au logiciel Metamorph 

(Molecular devices), soit à l’aide du microscope confocal Leica SP5, avec un objectif 63x, une 

ouverture numérique de 1.4 et un zoom de 3x ou de 6x.  

Analyse de l’expression membranaire par cytométrie en flux 

Les cellules ont été détachées avec de la Trypsine-EDTA, lavées deux fois en milieu 

complet (DMEM) et incubées pendant 1 heure à 4°C avec l’anticorps primaire. Après trois 

lavages, les cellules ont été incubées pendant 30 minutes à 4°C avec un anticorps secondaire 

(anti-souris) couplé à de la phycoérythrine. Les cellules ont été analysées grâce à un cytomètre 

de type Accuri C6 (Beckton-Dickinson). 

Mesure de l’endocytose par cytométrie en flux 

Les cellules ont été incubées à 37°C avec de l’anticorps anti-ADAM10 11G2 couplé à du 

Dylight 650 à 10 µg/ml sur différents temps. Après leur décrochage à l’accutase, les cellules 

ont été incubées avec un anticorps secondaire couplé à du PE (phycoérythrine) durant 30 

minutes à 4°C, et leur fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux sur un BD Accuri C6. 

Pour chaque expérience, une fraction des cellules n’a pas été incubée avec l’anticorps primaire 
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à 37°C mais à 4°C, avec le même marquage secondaire en PE, déterminant ainsi le marquage 

membranaire après fixation. Cela permet de déterminer le ratio de fluorescence PE / Dylight 

650 lorsque l’anticorps n’est présent qu’à la surface de la cellule. En supposant que ce ratio est 

constant, il permet à partir de la fluorescence PE d’estimer la quantité d’anticorps couplé au 

Dylight 650 présent à la surface cellulaire et donc d’estimer la fraction internalisée d’ADAM10 

(FL4i) selon la formule suivante, où FL20 ou FL2n et FL40 ou FL4n sont les valeurs de PE et de 

Dylight 650 pour les cellules traitées durant n heures ou non traitées (temps 0). 

𝐹𝐿4𝑖 =  𝐹𝐿4𝑛 − (𝐹𝐿2𝑛 ×
𝐹𝐿40

𝐹𝐿20
) 

 

 

 

Figure 26 – Protocole expérimental pour la quantification de l’internalisation d’ADAM10 par cytométrie en flux 

Les cellules sont incubées à 37°C avec un anticorps fluorescent puis la fraction de surface est révélée avec un 
anticorps secondaire d’une autre couleur à 4°C après décrochage des cellules avant d’être analysées au 
cytomètre.  

Mesure de l’endocytose au microscope confocal 

Les cellules ont été incubées durant 1 heure à 37°C en présence de l’anticorps anti-ADAM10 

11G2 couplé à du Dylight 650 (ci-après nommé « marquage total »). Après fixation ou 

refroidissement à 4°C, la fraction d’ADAM10 à la surface de la cellule est marquée grâce à un 

anticorps polyclonal anti-souris couplé à de l’Alexa Fluor 568 ou 488 (ci-après nommé 

« marquage de surface »). Les images ont été obtenues au microscope confocal Leica SP5 

(objectif 63x, ouverture numérique 1.4, airy = 1, et zoom 3x), grâce à un empilement 

d’acquisitions réalisées tous les 250 nm sur l’axe vertical des cellules.  

La quantification de ces images et l’établissement du pourcentage d’internalisation a été 

réalisé sur le logiciel Icy imaging (Chaumont et al., 2012, http://icy.bioimageanalysis.org), 

selon un protocole (Figure 28) mis au point au laboratoire. Ce protocole utilise le marquage 

http://icy.bioimageanalysis.org/
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externe comme masque afin d’isoler la fraction internalisée de l’anticorps, qui est ensuite 

quantifiée puis comparée à la fraction totale de ce même anticorps, permettant alors d’en 

déduire un ratio interne / externe. Ce protocole est décrit plus précisément dans le paragraphe 

suivant. 

Les deux canaux de couleur sont extraits. Les valeurs du canal contenant le marquage 

externe (R dans la figure Figure 28) subissent une addition de 1 pour ne pas être égales à zéro. 

Ces valeurs sont utilisées pour créer, par division du marquage total (V), un ratio pixel à pixel 

dont les valeurs basses correspondent aux pixels de surface et les valeurs élevées aux pixels 

internes. Un seuil appliqué à ce ratio permet d’éliminer le marquage externe, laissant 

uniquement les pixels internalisés. La valeur initiale de ces derniers leur est ensuite 

réattribuée par multiplication, et un flou gaussien est appliqué à l’image afin d’éliminer les 

pixels uniques, permettant d’homogénéiser le bruit de fond. Enfin, le module Spot detector 

est utilisé afin d’identifier les groupements de pixels pouvant correspondre aux vésicules 

internalisées et éventuellement afin de supprimer les marquages aberrants qui seraient 

encore présents. La somme du marquage de ces vésicule est comparée au marquage total dont 

le bruit de fond a été homogénéisé par un flou gaussien et éliminé par un seuil de type Kmean. 

Le ratio entre ces deux images correspond alors à la fraction d’anticorps internalisée par les 

cellules.  

Dans certaines expériences, les cellules sont incubées avec des anticorps non marqués. 

Dans ces cas, la fraction totale est révélée après le marquage de la fraction de surface grâce à 

un anticorps anti-souris polyclonal couplé à un fluorochrome (Alexa Fluor 647) en présence 

de saponine. La quantification dans le logiciel Icy est alors réalisée comme précédemment 

expliqué, et une valeur indicative d’endocytose est alors obtenue en divisant la valeur de la 

fraction interne par la fraction externe.  

Analyse du clivage protéique 

Les cellules ont été traitées ou non avec du DAPT à 3µM avant d’être lysées directement 

dans du tampon de Laemmli pour une analyse en Western-Blot comme décrit ci-dessus. Pour 

chaque protéine analysée, l’intensité de la bande correspondant au CTF (C-terminal fragment) 

a été mesurée grâce à Fiji puis normalisée sur la quantité de protéines non clivées. Les 

résultats sont ensuite exprimés en pourcentages de production de CTF par rapport à ceux 

observés dans les échantillons contrôles. 
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Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Graphpad Prism sur des 

expériences indépendantes en se basant sur des tests Anova à une ou deux passes suivies par 

des tests de comparaison mutliples de Dunnett. Les diagrammes en barres représentés 

montrent la moyenne +/- la SEM sous forme de barres d’erreurs.  

 

 

Figure 27 – Protocole expérimental d’internalisation d’ADAM10 pour analyse en microscopie confocale 

Les cellules sont incubées soit avec un anticorps fluorescent (A), soit avec un anticorps non fluorescent (B) qui 
est par la suite révélé par un anticorps secondaire fluorescent pouvant accéder à la fraction internalisée grâce 
à une perméabilisation des membranes. La fraction de surface est révélée avec un anticorps secondaire d’une 
autre couleur permettant de discriminer le marquage interne du marquage externe. 
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Figure 28 – Protocole de quantification des images sur Icy  

Un ratio pixel à pixel est établi en divisant plan par plan les images issues du marquage total (V) par celles issues du marquage de surface (R). Un seuil est ensuite appliqué 
déterminant le ratio discriminant la fraction internalisée, ensuite quantifiée grâce au plugin spot detector. Les marquages totaux et de surface sont quantifiés après 
suppression du bruit de fond grâce à un seuil de type K-mean. Le pourcentage de l’anticorps internalisé est alors obtenu en divisant les valeurs de la fraction interne par 
celles de la fraction totale. Images rondes : représentation des valeurs des pixels servant aux opérations mathématiques ou aux sélections. Images carrées : résultats 
comprenant les valeurs des pixels d’origine. 



 

Page | 88 

 

  



 

Page | 89 

 

 

 
 

 

 

Résultats 
 

 

 

  



 

Page | 90 

 

 

Résultats 

Etude de l’internalisation d’ADAM10 

La métalloprotéase ADAM10 est régulée par les tétraspanines TspanC8. Une précédente 

publication du laboratoire a démontré que les Tspan5 et Tspan15 régulent la 

compartimentation d’ADAM10 à la surface de la cellule, affectant ses interactions et sa 

fonction. Par ailleurs, une transfection par ces deux TspanC8 couplées à la GFP induit, dans 

les cellules U2OS, une augmentation du niveau de surface d’ADAM10, respectivement d’un 

facteur 3 et 5 [219]. Dans la mesure où les tétraspanines transfectées sont en large excès, ces 

différences d’expression devaient probablement être le reflet de différences de trafic après la 

sortie du RE. Dans ce contexte, une hypothèse serait que cette différence d’expression serait 

due une variation de l’internalisation d’ADAM10 selon la TspanC8 à laquelle il s’associe. Afin 

d’établir un test fiable et de caractériser l’endocytose d’ADAM10, j’ai tout d’abord concentré 

mon travail sur l’étude de son internalisation endogène dans les cellules U2OS transduites 

par le récepteur Notch1. Cette lignée a été choisie comme modèle pour l’étude de l’endocytose 

d’ADAM10 dans la mesure où elle est par ailleurs un modèle de référence pour l’étude de la 

signalisation Notch [219] [110]. 

Internalisation d’ADAM10 et comparaison avec des tétraspanines  

L’internalisation d’ADAM10 a été étudiée grâce à une approche de captation de l’anticorps 

anti-ADAM10 11G2 et une analyse en microscopie confocale. Les cellules sont incubées en 

présence de 11G2 pendant 1 heure à 37°C et le pool de surface est marqué par un anticorps 

secondaire couplé à une Alexa Fluor 568 ou 488. La fraction totale de 11G2 est révélée grâce à 

un anticorps secondaire couplé à un autre fluorochrome (ici une Alexa Fluor 647) en présence 

de saponine. Ce marquage permet de discriminer la fraction internalisée (marquée d’une 

seule couleur, ici en vert) de la fraction de surface d’ADAM10 (marquée des deux couleurs, 

donc ici en jaune) (Figure 29 – A). La quantification se fait selon le protocole décrit plus haut 

(cf. matériel et méthodes), qui peut être utilisé avec des anticorps dirigés contre d’autres 
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protéines comme CD9, CD81 ou CD63 permettant de comparer leurs niveaux relatifs 

d’endocytose.  

Ces expériences de microscopie confocale indiquent que le niveau relatif d’endocytose 

d’ADAM10 est proche de celui de CD81, c’est-à-dire plus élevé que celui de CD9 (qui est peu 

internalisé), et plus faible que celui de CD63 (qui au contraire est connu pour avoir un haut 

taux d’endocytose) (Figure 29 – B et C). Cette expérience permet d’appréhender le niveau relatif 

d’endocytose d’ADAM10 dans les cellules U2OS.  

 

Figure 29 – Différences entre les taux d’endocytose d’ADAM10, de CD63, de CD9 et de CD81 

A. Schéma rappelant le protocole expérimental mis en place afin de discriminer les fractions internalisées et 
extérieures des différentes molécules testées, grâce à des anticorps non couplés à des fluorochromes. B. 
Résultats suivant un tel protocole sur les protéines ADAM10, CD63, CD81 et CD9, qui possèdent chacune un 
taux d’internalisation qui leur est propre. La fraction de surface est ici représentée en jaune, mélange de la 
fraction totale verte et de l’anticorps de ségrégation rouge. C. Quantification des images présentées en B, 
basée sur une succession d’analyses automatisées dans le logiciel Icy imaging permettant de se servir de la 
fraction externe comme masque afin d’isoler la fraction internalisée et la comparer à la fraction totale. 
Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes.  

ADAM10 est internalisé par une voie dépendant partiellement de la dynamine 

Il a été proposé qu’ADAM10 soit endocyté via la CME dans des lignées cellulaires et in 

vivo [321] [322], voie empruntée par plusieurs cibles d’ADAM10 dont le récepteur Notch [110]. 
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J’ai donc tenté de confirmer ces résultats en testant l’impact de l’extinction de la CME sur 

l’endocytose d’ADAM10 dans les cellules U2OS.  

Afin de tester l’hypothèse d’une endocytose d’ADAM10 médiée par la clathrine, plusieurs 

éléments clés de cette voie ont été ciblés par ARN d’interférence (déjà utilisés dans la 

littérature, cf. matériel et méthodes), à savoir la clathrine (CHC), la dynamine (Dyn2) et la 

sous-unité µ2 du complexe adaptateur AP2. Le niveau d’expression d’ADAM10 a été mesuré 

dans ces différents cas par cytométrie en flux et son niveau d’endocytose par microscopie 

confocale. L’extinction des protéines cibles a été contrôlée par western blot, tandis que les 

protéines CD63 et le récepteur à la transferrine, connues pour être internalisés par la CME, 

servent de contrôles fonctionnels. 

Les analyses en microscopie confocale montrent une réduction de l’endocytose de CD63 

de 30 à 40% lors de la déplétion de la dynamine-2 et d’AP2, mais pas de la chaine lourde de la 

clathrine (en dépit d’une extinction de plus de 90% de son expression) (Figure 30 A). Au 

contraire, l’endocytose d’ADAM10 ne semble pas impactée par la suppression de la clathrine 

ou d’AP2. Néanmoins, l’utilisation du Dynasore, un inhibiteur de la dynamine, réduit d’un 

tiers l’internalisation d’ADAM10, à la fois en microscopie confocale et par cytométrie en flux, 

renforçant l’hypothèse d’une endocytose dépendant de la dynamine (Figure 30 B). Ces 

résultats suggèrent qu’ADAM10 serait internalisé de manière indépendante de la clathrine 

mais partiellement dépendante de la dynamine.  

Les protéines endocytées constitutivement par la CME voient théoriquement leur 

expression de surface augmenter lorsque cette voie est inhibée. Et en effet, la déplétion de la 

chaine lourde de la clathrine, de la dynamine-2 et d’AP2 entraine une augmentation de près 

de 50% de l’expression de surfacez de CD63 et du TfR. L’augmentation d’ADAM10 a été plus 

faible et n’est pas statistiquement significative (Figure 30 C).  

Notons cependant que la variation, dans les expériences de microscopie confocale sur 

ADAM10 (Figure 30 A), entre le SiRNA contrôle et les cellules non transfectées indique un 

biais dans cette expérience, apporté soit par le SiRNA soit par l’utilisation de l’agent de 

transfection. Par ailleurs, bien que les ARN d’interférence permettent d’éteindre plus de 90% 

de l’expression de la clathrine (Figure 30 D), l’extinction fonctionnelle semble plus complexe 

à concrétiser avec une absence d’effets visible sur l’internalisation de CD63 (Figure 30 A, 

CD63). La diminution fonctionnelle de l’internalisation par les SiRNA Dyn2 et AP2µ sont 

quant à eux effectifs bien que leurs niveaux d’extinction soient plus bas (73% et 23%). 
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L’ensemble de ces résultats suggère que l’endocytose d’ADAM10 serait moins sensible à 

l’inhibition de la CME que CD63 ou le récepteur à la transferrine. 

 

 

Figure 30 – L’internalisation d’ADAM10 dépend de la dynamine 

A. Variation de l’internalisation d’ADAM10 après l’extinction par ARN d’interférence (A) de protéines 
impliquées dans la voie CME, ou par l’inhibiteur de dynamine Dynasore (B) par rapport au contrôle non traité. 
Les valeurs sont tirées d’acquisition réalisées au microscope confocal (A) et (B, gauche) ou par cytométrie en 
flux (B, droite). C. Modification des niveaux de surface d’ADAM10, de CD63 et du récepteur à la transferrine 
(TfR) après les extinctions décrites ci-dessus. Valeurs obtenues par cytométrie en flux. D. Western-blot réalisé 
sur les cellules traitées par les SiRNA afin de contrôler l’extinction effective des protéines ciblées. Résultats 
moyennés +/- SEM à partir de 6 (A), 3 (B), 8 (C) et expériences indépendantes.  

 

Le destin des protéines internalisées est soit la dégradation soit le recyclage. Afin de tester 

si la fraction internalisée d’ADAM10 emprunte la voie dégradative, les expériences 
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d’endocytose en microscopie confocale ont été renouvelées en y ajoutant après la fixation des 

cellules un anticorps anti-CD63, tétraspanine connue pour marquer les endosomes tardifs et 

les lysosomes. Ces expériences de co-marquage montrent une colocalisation entre une partie 

de la fraction endocytée d’ADAM10 et CD63 (Figure 31), suggérant qu’au sein des molécules 

ADAM10 internalisées, une partie est destinée à la dégradation. 

 

 

Figure 31 – ADAM10 colocalise avec CD63, marqueur des endosomes tardifs 

Colocalisation de la fraction internalisée d’ADAM10 (vert) avec CD63, un marqueur des endosomes tardifs 
(rouge), dans les cellules U2OS. Résultats représentatifs de 3 expériences différentes. Barre d’échelle : 10 µm. 

Le taux d’internalisation d’ADAM10 varie en fonction de des lignées cellulaires 

Les cellules U2OS utilisées jusqu’alors expriment principalement Tspan5 et Tspan14. Le 

protocole expérimental développé pour mesurer l’internalisation d’ADAM10 en microscopie 

confocale permet de traiter d’autres types cellulaires exprimant des répertoires différents en 

tétraspanines endogènes. Ceci permet d’obtenir des premiers indices quant à une possible 

régulation de l’endocytose d’ADAM10 par les TspanC8.   

Les lignées cellulaires testées sont les U2OS, les HCT116, les HeLa, les PC3, et les A549. Le 

protocole a été adapté de façon à utiliser un anticorps anti-ADAM10 couplé à un 

fluorochrome, ce qui permet une mesure absolue de la fraction endocytée. Les cellules ont été 

incubées durant 1 heure à 37°C en présence de l’anticorps couplé à un Dylight 650. Après 

fixation, le pool de surface a été révélé avec un anticorps secondaire couplé à un autre 

fluorochrome (Figure 32 – A). Ce marquage de surface sert de nouveau de masque lors de 

l’analyse afin d’isoler la fraction internalisée.  

Ces premières expériences montrent que la fraction d’ADAM10 internalisée varie en 

fonction de la lignée cellulaire utilisée, allant de 3% dans les PC3 à 18% dans les U2OS (Figure 

32 – B). Ce taux d’internalisation est plus faible dans les cellules exprimant Tspan15 (les PC3 et 
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A549) que dans les trois autres lignées cellulaires testées (U2OS, HeLa et HCT116), qui 

n’expriment pas cette tétraspanine. Ceci fournit un premier indice sur le potentiel de Tspan15 

comme inhibiteur de l’internalisation d’ADAM10. 

 

Figure 32 – L’internalisation d’ADAM10 varie selon le type cellulaire et sa fraction internalisée colocalise avec 
CD63 

A. Schéma illustrant le protocole utilisé afin de mesurer le niveau réel d’endocytose grâce à un anticorps 
directement couplé à un fluorochrome. B. Mesure de l’internalisation d’ADAM10 dans différentes lignées 
cellulaires. Ces lignées ne possèdent pas les mêmes tétraspanines exprimées. Résultats moyennés +/- SEM à 
partir de 3 expériences indépendantes. Barre d’échelle : 10 µm. 
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Analyse de l’influence des TspanC8 sur l’endocytose d’ADAM10 en utilisant des protéines 

étiquetées 

Etude de l’endocytose d’ADAM10 après expression de TspanC8 étiquettées GFP en position C-

terminale 

 

Dans l’optique de tester l’effet des différentes TspanC8 sur l’internalisation d’ADAM10, 

des cellules U2OS ont été transfectées par ces différentes tétraspanines couplées à une GFP en 

leur extrémité C-terminale précédemment générées au laboratoire [219].  

L’internalisation d’ADAM10 dans ces cellules a été analysée à la fois par microscopie 

confocale et par cytométrie en flux (Figure 33). Ces résultats montrent que l’endocytose 

d’ADAM10 est 2 à 3 fois supérieure dans les cellules transfectées par Tspan5-GFP que dans 

celles transfectées par Tspan15-GFP. Les cellules transfectées par Tspan14-GFP présentent un 

taux d’endocytose d’ADAM10 intermédiaire (Figure 33 A) en microscopie mais identique à 

Tspan5 en cytométrie (Figure 33 B). A l’inverse, les cellules transfectées par Tspan33 présentent 

un phénotype proche de celui obtenu lors de la transfection par Tspan5 en microscopie 

confocale, tandis qu’en cytométrie en flux son phénotype est intermédiaire entre Tspan5 et 

Tspan15.  

Notons que l’expression des versions GFP de Tspan5 et 14 dans ces cellules réduit 

partiellement l’endocytose d’ADAM10 par rapport aux cellules non transfectées, à la fois en 

microscopie confocale et en cytométrie en flux et ce en accord avec l’augmentation du niveau 

de surface d’ADAM10 déjà démontrée [219]. Cette baisse globale d’endocytose dans des cellules 

exprimant déjà ces TspanC8 suggère que le tag GFP modifie le comportement des TspanC8 

auxquelles il est rattaché et modifie la régulation de l’endocytose d’ADAM10 par ces 

tétraspanines. 
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Figure 33 – Les TspanC8 taguées par la GFP diminuent l’endocytose d’ADAM10 

Internalisation d’ADAM10 (anticorps couplé à un fluorochrome) sur cellules U2OS sauvages ou transfectées 
par les versions de TspanC8 étiquetées par la GFP. A. Images quantifiées acquises au microscope confocal 
permettant également d’évaluer l’endocytose d’ADAM10. Barres d’échelle : 10 µm. Résultats moyennés +/- 
SEM à partir de 8 expériences indépendantes. B. Technique et quantification de l’internalisation d’ADAM10 
par FACS. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 5 expériences indépendantes. 
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Etude de l’endocytose d’ADAM10 après expression de TspanC8 étiquetées myc en position N-

terminale  

Afin de s’affranchir de ce potentiel biais lié au tag GFP, des TspanC8 couplées à leur 

extrémité N-terminale avec un tag myc (de quelques acides aminés seulement, N-

EQKLISEEDL-C) ont été conçues et transfectées dans les cellules U2OS. Les niveaux 

d’expression membranaire d’ADAM10 ont été analysés par cytométrie en flux. Il apparaît que 

Tspan5 et Tspan15-myc induisent une légère augmentation du marquage de surface 

d’ADAM10 (20-40%) (Figure 34 A), qui reste cependant très inférieure à celles observées avec 

le tag GFP (300-500%).  

L’endocytose d’ADAM10 a été testée par microscopie confocale en présence de l’anticorps 

11G2 couplé au Dylight 650. Les résultats obtenus suggèrent que l’ajout du tag myc sur ces 

TspanC8 induit une modification induisant une forte endocytose et une accumulation 

intracellulaire massive d’ADAM10 (Figure 34 B) et cependant non quantifiable par le protocole 

informatique développé. Ces résultats surprenants vont à l’encontre de ceux obtenus avec le 

tag GFP dans la lignée U2OS. 

 

Figure 34 – L’ajout d’un tag myc modifie l’expression et l’internalisation d’ADAM10 
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A. Marquage du pool de surface d’ADAM10 en cytométrie en flux. L’ajout d’un tag myc en position N-terminale 
des tétraspanines induit une augmentation légère de l’expression membranaire d’ADAM10.  Résultats 
représentatifs de 3 expériences différentes. B. Internalisation de 11G2 couplé à un fluorochrome dans ces 
mêmes cellules. L’ajout du tag myc induit une forte augmentation de l’internalisation ainsi qu’un 
regroupement du pool internalisé. Résultats issus de 3 expériences indépendantes. Barres d’échelle : 10 µm. 

Tspan5 et Tspan15 régulent différentiellement l’endocytose d’ADAM10 

L’effet des protéines Tspan5 et 15 taguées par la GFP ou myc sur l’endocytose d’ADAM10 

ne permettent pas de conclure quant à l’impact réel de ces TspanC8 sur l’endocytose 

d’ADAM10. Or le laboratoire a récemment généré plusieurs anticorps anti-Tspan5 [227] et a pu 

obtenir un anticorps anti-Tspan15 fonctionnel de l’équipe de Tomlinson MG (School of 

Biosciences, University of Birmingham). Ces anticorps ont permis de travailler sur les 

protéines endogènes et sur des transfectants des versions sauvages de Tspan5 et Tspan15. 

Analyse de l’expression et de l’endocytose d’ADAM10 après surexpression de Tspan5 et 15 dans 

les cellules U2OS 

Après transfection des versions sauvages de Tspan5 et de Tspan15 sur les cellules U2OS, 

leur localisation cellulaire a pu être révélée en microscopie confocale grâce à ces nouveaux 

anticorps. Il apparaît que ces deux tétraspanines sont réparties entre un pool à la surface des 

cellules et un pool interne, proche du noyau (Figure 35).  

 

Figure 35 – Localisation subcellulaire de Tspan5 et 15 

Marquage de Tspan5 et de Tspan15 dans les cellules U2OS. La fraction de surface a tout d’abord été révélée 
grâce un couple anticorps primaire et secondaire couplé à un fluorochrome d’une première couleur (vert) puis 
la fraction totale a été révélée après perméabilisation et marquage par le même anticorps primaire et un 
anticorps secondaire d’une seconde couleur (rouge). Résultats représentatifs de 2 expériences différentes. 
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L’ajout de l’anticorps 11G2 permet de mettre en évidence une colocalisation entre le 

marquage ponctuel d’ADAM10 et celui de Tspan5. Dans les cellules transfectées par Tspan15, 

le marquage d’ADAM10 est plus homogène et ne présente que très peu de ponctuations 

intracellulaires (Figure 36).  

 

Figure 36 – La fraction internalisée d’ADAM10 colocalise avec Tspan5 

Colocalisation de la fraction interne d’ADAM10 avec Tspan5 et Tspan15. Les fractions internes et externes 
d’ADAM10 ont été isolées selon le même procédé. Un troisième marquage avec les différentes TspanC8 a été 
réalisé (rouge) permettant d’observer la colocalisation entre ces derniers et la fraction interne d’ADAM10. 
Résultats représentatifs de 2 expériences différentes. Barres d’échelle : 10 µm. 

 

D’autre part, le marquage d’ADAM10 sur ces cellules a été analysé en cytométrie en flux. 

L’expression de la version sauvage de Tspan15 stimule une augmentation conséquente de 

l’expression membranaire d’ADAM10, similaire à celle observée après expression de la version 

fusionnée à la GFP (~5 fois le niveau basal). Au contraire, la surexpression de Tspan5 n’a pas 

modifié l’expression de surface d’ADAM10 (Figure 37).  
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Figure 37 – Transfection de Tspan5 et 15 dans les cellules U2OS 

Analyse par cytométrie en flux des niveaux d’expression d’ADAM10, Tspan5, Tspan15 et CD81 dans des cellules 
U2OS transfectées par chacune de ces tétraspanines. On constate une augmentation des niveaux d’ADAM10 
dans les cellules U2OS transfectées par Tspan5 mais pas Tspan15. Résultats représentatifs de 3 expériences 
différentes. 

 

Enfin, l’endocytose d’ADAM10 a pu être testée dans ces cellules en microscopie confocale. 

Il apparaît que dans les cellules U2OS Tspan5 stimule sensiblement l’endocytose d’ADAM10 

tandis que les cellules transfectées par Tspan15 ne présentent qu’une faible quantité 

d’ADAM10 internalisé (Figure 38). Ces résultats appuient l’hypothèse d’un Tspan5 stimulateur 

de l’endocytose d’ADAM10 et d’un Tspan15 inhibiteur. 

 

 

Figure 38 – Tspan5 et Tspan15 sont des régulateurs respectivement positifs et négatifs de l’internalisation 
d’ADAM10 dans les cellules U2OS 

Internalisation d’ADAM10 (anticorps 11G2 couplé à un fluorochrome) dans les cellules U2OS transfectées par 
Tspan5 ou Tspan15 et quantification de cette internalisation par le logiciel Icy Imaging (cf. matériel et 
méthodes). On constate que l’expression de Tspan5 augmente l’internalisation d’ADAM10 par rapport aux 
cellules sauvages tandis que l’expression de Tspan15 réduit fortement cette endocytose. Résultats moyennés 
+/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes. Barres d’échelle : 10 µm. 
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Analyse de l’expression et de l’endocytose d’ADAM10 après surexpression de Tspan5 et 15 dans 

les cellules HeLa 

Les cellules Hela, contrairement aux U2OS, n’expriment que peu de TspanC8 

(uniquement de faibles niveaux de Tspan14), et montrent par corolaire une rétention d’un 

large pool d’ADAM10 dans le réticulum [230]. Ce modèle cellulaire est donc intéressant pour 

étudier l’effet de Tspan5 et 15 avec une interférence minimale de la part des TspanC8 

endogènes. Ces cellules HeLa ont donc été transfectées par les versions sauvages de Tspan5 ou 

Tspan15 et ont été analysées par cytométrie en flux. Les niveaux d’expression de Tspan5 ou 

Tspan15 après transfection apparaissent plus faibles que ceux obtenus dans les U2OS et sont 

similaires à ceux d’ADAM10, dont l’expression de surface est augmentée d’un facteur 2 par 

l’une et l’autre des TspanC8 (Figure 39).  

 

 

Figure 39 – Transfection de Tspan5 et 15 dans les cellules HeLa  

Analyse par cytométrie en flux des niveaux de surface d’ADAM10, de Tspan5 et de Tspan15 dans les cellules 
HeLa transfectées par ces dernières TspanC8. On constate que l’expression de ces deux tétraspanines induit 
une augmentation de l’expression d’ADAM10. Résultats représentatifs de 2 expériences différentes. 

 

Concernant l’internalisation d’ADAM10, dans les cellules non transfectées, après une 

incubation de l’anticorps fluorescent durant une heure à 37°C, près de 20% du marquage 

d’ADAM10 est internalisé. La transfection par Tspan5 augmente cette internalisation à près 

de 35% et la transfection par Tspan15 la réduit à 7% (Figure 40), en accord avec les résultats 

obtenus sur les cellules U2OS.  



 

Page | 103 

 

 

Figure 40 – Tspan5 et 15 sont respectivement des régulateurs positifs et négatifs de l’endocytose d’ADAM10 
dans les cellules HeLa 

Internalisation d’ADAM10 (anticorps 11G2 couplé à un fluorochrome) dans les cellules HeLa transfectées par 
Tspan5 ou Tspan15 et quantification de cette internalisation par le logiciel Icy Imaging (cf. matériel et 
méthodes). On constate que l’expression de Tspan5 induit une internalisation d’ADAM10 plus forte que dans 
les cellules sauvages et que l’expression de Tspan15 la réduit fortement. Résultats moyennés +/- SEM à partir 
de 4 expériences indépendantes. Barre d’échelles : 10 µm. 

Analyse de l’expression et de l’endocytose d’ADAM10 après surexpression de Tspan5 et 15 dans 

les cellules PC3 

Les cellules PC3 proposent également un modèle intéressant dans la mesure où elles 

expriment les ARNs des tétraspanines Tspan5 et Tspan15, mais pas de Tspan14 [230]. Ces 

cellules, contrairement aux précédentes, permettent donc d’analyser l’effet de la 

surexpression de Tspan5 et Tspan15 dans un contexte où Tspan15 est exprimé de manière 

endogène et le niveau d’endocytose d’ADAM10 est faible.  

L’analyse de l’expression de Tspan5 et Tspan15 en cytométrie en flux montre que les deux 

protéines sont exprimées en surface, mais que le marquage par l’anticorps anti-Tspan15 est 

près de 10 fois supérieur à celui de Tspan5. Après transfection, l’expression de Tspan5 mène à 

une réduction d’environ 40% du niveau d’expression d’ADAM10, suggérant une potentielle 

compétition entre les deux tétraspanines pour l’interaction avec ADAM10. Une surexpression 

de Tspan15 n’a par ailleurs pas d’effet visible (Figure 41).  
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Figure 41 – Transfection de Tspan5 et 15 dans les cellules PC3  

Analyse par cytométrie en flux des niveaux d’expression d’ADAM10, Tspan5, Tspan15 et CD81 dans des cellules 
PC3 transfectées par chacune de ces tétraspanines. On constate une diminution du niveau d’expression 
d’ADAM10 dans les cellules transfectées par Tspan5 tandis que l’expression de Tspan15 n’a pas d’effet. 
Résultats représentatifs de 2 expériences différentes. 

 

L’endocytose d’ADAM10 dans ces cellules PC3 sauvage est faible, comme montré en Figure 

32. Les expériences de microscopie confocale montrent que l’expression de Tspan5 stimule 

l’endocytose d’ADAM10 d’un facteur 2 tandis que la surexpression de Tspan15 n’a pas d’effet 

significatif (Figure 42). Ces résultats concordant sur trois lignées cellulaires exprimant des 

répertoires différents de TspanC8 suggèrent fortement que Tspan5 et Tspan15 sont des 

régulateurs respectivement positifs et négatifs d’ADAM10. 
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Figure 42 – Tspan5 et Tspan15 sont des régulateurs respectivement positifs et négatifs de l’internalisation 
d’ADAM10 dans les cellules PC3 

Internalisation d’ADAM10 (anticorps 11G2 couplé à un fluorochrome) dans les cellules PC3 transfectées par 
Tspan5 ou Tspan15 et quantification de cette internalisation par le logiciel Icy Imaging (cf. matériel et 
méthodes). On constate que l’expression de Tspan5 induit une internalisation d’ADAM10 plus forte que dans 
les cellules sauvages. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes. Barres d’échelle : 
10 µm. 

Tspan15 est responsable de la faible endocytose d’ADAM10 dans les cellules PC3 

Si Tspan15 est bien un régulateur négatif de l’endocytose d’ADAM10, alors son expression 

endogène majoritaire dans les cellules PC3 pourrait en faire le responsable de la faible 

quantité d’ADAM10 internalisé dans cette lignée cellulaire. Afin de tester cette hypothèse, des 

cellules PC3 KO pour Tspan5 et Tspan15 ont pu être générées grâce à la technologie d’édition 

génique CRISPR/Cas9, et analysées. Les expériences de marquage de surface en cytométrie en 

flux montrent que le KO de Tspan15 a un effet plus prononcé sur les niveaux d’ADAM10 que 

le KO Tspan5, les réduisant à plus de 75% contre quelques pourcents seulement (Figure 43).  
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Figure 43 – Analyse du rôle de Tspan5 et de Tspan15 endogènes dans l’expression d’ADAM10  

Niveaux de surface d’ADAM10 dans des cellules PC3 chez lesquelles Tspan5 et Tspan15 ont été supprimées par 
technologie CRISPR-Cas9 (données acquises par cytométrie en flux). Résultats représentatifs de 2 expériences 
différentes. 

 

Cet effet est également associé à une diminution du niveau total d’ADAM10 observé en 

microscopie (Figure 44 A). Cette dernière semble au moins due en partie à la variation de la 

demi-vie d’ADAM10, mesurée à plus de 8 heures dans les PC3 contre moins de 4 heures dans 

les KO Tspan15 après traitement à la cycloheximide (Figure 44 B). 

 

 

Figure 44 – Analyse du rôle de Tspan5 et de Tspan15 endogènes dans l’endocytose d’ADAM10 

Marquage à l’état d’équilibre d’ADAM10 dans ces mêmes cellules. Résultats issus de 2 expériences 
indépendantes, quantification représentant la moyenne +/- SEM. Barres d’échelle : 10 µm. 
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Cette diminution de la demi-vie est associée à une augmentation du niveau d’endocytose 

d’ADAM10, qui a notamment pu être montrée par microscopie confocale (Figure 45). Ces 

résultats indiquent que l’expression endogène de Tspan15 est nécessaire au faible niveau 

d’endocytose d’ADAM10, et confirme de plus le rôle de régulateur négatif de cette 

tétraspanine. 

 

Figure 45 – L’extinction de Tspan15 dans les cellules PC3 restaure l’endocytose d’ADAM10 

Internalisation d’ADAM10 (anticorps couplé à un fluorochrome) dans les cellules PC3 sauvages ou KO pour 
Tspan5 ou Tspan15. On constate notamment une augmentation de l’internalisation d’ADAM10 dans les 
cellules KO pour Tspan15. Résultats issus de 3 expériences indépendantes, quantifications représentant les 
moyennes mesurées +/- SEM. Barres d’échelle : 10 µm. 
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Tspan5 et 15 régulent le trafic et la demi-vie d’ADAM10 

Traçage de l’internalisation d’ADAM10 par cytométrie en flux dans des cellules U2OS 

L’analyse en microscopie confocale a permis de démontrer que l’endocytose d’ADAM10 

était régulée de façon opposée par Tspan5 et Tspan15. Cependant, elle ne permet pas de 

déterminer si l’anticorps induit ou accélère l’endocytose d’ADAM10 dans les cellules 

exprimant Tspan5, ni de comparer la quantité globale d’ADAM10 atteignant la surface 

cellulaire en fonction de l’expression de Tspan5 ou 15. En d’autres termes, le faible niveau 

d’expression d’ADAM10 en absence de Tspan15 est-il dû majoritairement à une endocytose 

plus rapide et donc à un temps de résidence plus faible à la surface cellulaire, ou à un trafic 

différent dans lequel une fraction d’ADAM10 ne passerait pas par la membrane plasmique ? 

Pour répondre à cette question, des tests de capture d’anticorps par les cellules durant une 

incubation longue ont été analysés au cours du temps. L’avantage de cette approche est que 

même les protéines ayant un temps de résidence très court à la membrane plasmique peuvent 

être tracées, comme montré par Loppincott-Schwartz et Fambrough en 1986 [323]. Ainsi, si le 

complexe ADAM10 / Tspan5 subit une internalisation plus rapide que le complexe ADAM10 

/ Tspan15 après avoir atteint la surface de la cellule, un anticorps dirigé contre ADAM10 

continuellement ajouté au milieu de culture à 37°C devrait s’accumuler plus rapidement à 

l’intérieur des cellules transfectées par Tspan5 que celles transfectées par Tspan15.  

Ce protocole a été appliqué sur des cellules U2OS qui ont été incubées en présence de 

l’anticorps 11G2 fluorescent à 37°C sur des temps différents. Après décrochage, les cellules ont 

été incubées avec un anticorps secondaire couplé à de la phycoérythrine (PE), et les valeurs de 

fluorescence ont été mesurées par cytométrie en flux. La fluorescence du Dylight-650 nous 

renseigne sur le pool total d’ADAM10 qui est passé par la membrane, qu’il y soit encore présent 

ou internalisé, tandis que la fluorescence de la PE indique le niveau de surface d’ADAM10.  

Comme montré en Figure 46 A (gauche), dans les cellules sauvages ou transfectées par 

Tspan5, la fluorescence du Dylight-650 augmente avec le temps, atteignant après 4 heures 

d’incubation un niveau quatre fois plus élevé que les niveaux basaux observés après marquage 

à 4°C des cellules après détachement. Dans la mesure où il n’y a pas d’élévation concomitante 

des niveaux de surface d’ADAM10 (Figure 46 A, milieu), la majorité du signal Dylight-650 est 

donc intracellulaire et correspond à l’anticorps internalisé. Dans les cellules transfectées par 

Tspan15, cette fluorescence reste relativement stable au cours du temps, indiquant que seule 
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une fraction mineure d’ADAM10 est internalisée dans ces cellules (estimation en Figure 46 A, 

droite). Après 20 heures d’incubation avec l’anticorps fluorescent (Figure 46, B), le marquage 

des cellules U2OS sauvages ou transfectées par Tspan5 atteint un niveau similaire que les 

cellules transfectées par Tspan15, indiquant que dans cet intervalle de temps, la même 

quantité d’ADAM10 a atteint la membrane dans toutes ces cellules.  

 

Figure 46 – L’accumulation de l’anticorps 11G2 renseigne sur le niveau d’endocytose d’ADAM10 

A. Gauche : intensité de fluorescence Dylight-650 de l’anticorps 11G2 incubé avec les cellules sauvages ou 
transfectées par Tspan5 ou 15 durant différents temps. L’augmentation de cette valeur est proportionnelle au 
niveau d’internalisation d’ADAM10. Milieu : Analyse du niveau de surface d’ADAM10 suite à l’incubation des 
cellules avec l’anticorps 11G2. Droite : Estimation de l’endocytose d’ADAM10 en fonction du temps. Cette 
estimation est basée sur le rapport entre les des fluorophores Dylight-650 et PE. Résultats moyennés +/- SEM 
à partir de 4 expériences indépendantes. B. Marquage total d’ADAM10 après 20 heures d’incubation des 
cellules avec l’anticorps 11G2. Les valeurs identiques indiquent que la quantité d’ADAM10 passée par la 
membrane dans ce laps de temps est sensiblement la même. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 
expériences indépendantes. 

 

L’incubation de l’anticorps à 37°C induit une diminution du niveau de surface chez les 

U2OS sauvages et transfectées par Tspan5. Cette diminution est principalement observée 

entre les temps T0 (marquage à 4°C) et 1h (marquage à 37°C), indiquant que le détachement 

des cellules peut accélérer l’endocytose de la fraction d’ADAM10 liée à l’anticorps. Aux points 

supérieurs à 1h, l’anticorps continue d’être internalisé, atteignant un niveau largement plus 

élevé que le niveau initial, tandis que les niveaux de surfaces diminuent faiblement. Cette 

différence indique que l’internalisation observée n’est pas majoritairement induite par 

l’anticorps, bien que ce dernier puisse partiellement accélérer l’endocytose d’ADAM10. Ces 

éléments montrent que la transfection des cellules par Tspan5 induit une augmentation du 

flux entrant d’ADAM10 tandis que la transfection par Tspan15 le réduit.  



 

Page | 110 

 

Traçage de l’internalisation d’ADAM10 par cytométrie en flux dans des cellules PC3 déplétées 

pour Tspan5 ou 15 

La même approche a été utilisée dans les cellules PC3 KO ou non pour Tspan5 ou Tspan15. 

Dans les PC3 sauvages ou déplétées pour Tspan5, le marquage par l’anticorps anti-ADAM0 

reste stable au cours du temps, indiquant qu’une fraction mineure d’ADAM10 est internalisée 

dans ces cellules. Au contraire, dans les cellules KO Tspan15, le marquage s’accroit dans le 

temps, atteignant après 4h, comme dans les cellules U2OS, un niveau 4 fois supérieur au 

signal obtenu lorsque le marquage est réalisé après détachement (Figure 45 B). Après 20 

heures d’incubation avec cet anticorps, le marquage des cellules PC3 est par ailleurs resté 

comparable entre les cellules contrôles et les KO pour Tspan5 ou Tspan15 (Figure 45 C), 

indiquant ainsi qu’une quantité similaire d’ADAM10 est passée par la membrane plasmique 

durant ce laps de temps. Ainsi, la baisse d’expression d’ADAM10 à la surface des cellules 

déplétées pour Tspan15 n’est pas dû pour l’essentiel à une baisse de flux d’ADAM10 vers la 

membrane plasmique, mais à en endocytose plus rapide. 

 

Figure 47 – La suppression de Tspan15 chez les cellules PC3 restaure l’endocytose d’ADAM10 

B. Accumulation de 11G2 dans ces mêmes cellules sur des temps différents en présence d’un milieu saturé par 
l’anticorps (gauche), avec la diminution du marquage de surface associée après saturation et marquage par 
un anticorps secondaire (milieu) et estimation de l’endocytose d’ADAM10 déduite par soustraction après 
égalisation par rapport au temps contrôle T0 (droite). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences 
indépendantes. C. Accumulation après 20 heures de traitement. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 
expériences indépendantes. 

Tspan5 et 15 ont un impact différent sur la stabilité d’ADAM10 

Les résultats précédents montrent que la surexpression de Tspan15 est associée à une forte 

expression membranaire d’ADAM10. En l’absence de Tspan15, et en présence de Tspan5, les 

niveaux membranaires d’ADAM10 sont plus faibles. Mais cette diminution de l’expression de 

surface d’ADAM10 est-elle due à une modification de sa localisation subcellulaire ou à une 

baisse de niveau global ?  
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Pour répondre à cette question, la distribution d’ADAM10 a tout d’abord été analysée par 

microscopie confocale dans les cellules U2OS transfectées par Tspan5 ou Tspan15. De façon 

remarquable, le pool intracellulaire de Tspan5 est en partie colocalisé avec ADAM10, ce qui 

n’est pas le cas du pool intracellulaire de Tspan15 (Figure 48). 

 

Figure 48 – La fraction internalisée d’ADAM10 colocalise avec Tspan5 

Colocalisation de la fraction interne d’ADAM10 avec Tspan5 et Tspan15. Les fractions internes et externes 
d’ADAM10 ont été isolées selon le même procédé. Un troisième marquage avec les différentes TspanC8 a été 
réalisé (rouge) permettant d’observer la colocalisation entre ces derniers et la fraction interne d’ADAM10. 
Résultats représentatifs de 2 expériences différentes. Barres d’échelle : 10 µm. 

 

Ces résultats suggèrent que la présence de Tspan15 déplace une fraction intracellulaire 

d’ADAM10 vers la membrane plasmique. Cependant, ceci ne constitue pas le mécanisme 

principal conduisant à l’augmentation du niveau d’ADAM10 à la surface cellulaire puisqu’une 

analyse en western blot montre que celle-ci est associée à une augmentation du niveau global 

d’ADAM10. 
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L’augmentation de la quantité totale d’ADAM10 

observée après transfection de Tspan15 (Figure 49) 

associée à un flux inchangé vers la membrane 

plasmique suggère qu’ADAM10 devrait être plus stable 

en présence de Tspan15.  

Afin de tester cette hypothèse, les cellules U2OS ont 

été traitées à des temps différents par de la 

cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthèse 

protéique, et les niveaux totaux d’ADAM10 ont été 

révélés par Western-blot. Les résultats indiquent que 

l’augmentation importante des niveaux de surface 

d’ADAM10 après transfection des cellules par Tspan15 

est due, au moins en partie, à une stabilisation de la 

protéase. En effet, après un traitement de 8 heures, on 

peut observer dans les cellules U2OS non transfectées 

ou surexprimant Tspan5 que le pool initial d’ADAM10 a diminué de près de 50%, tandis que 

plus de 80% de ce pool est encore présent dans les cellules transfectées par Tspan15 (Figure 

50). En comparaison, la décroissance de CD9 reste identique dans les cellules sauvages ou 

transfectées, avec plus de 80% de CD9 restant après 8 heures de traitement.  

 

Figure 50 – Tspan15 est un stabilisateur d’ADAM10 

Western-blot réalisé sur cellules U2OS après traitement par la cycloheximide (CHX). La révélation par 
l’anticorps 11G2 montre que la dégradation d’ADAM10 au cours du temps est plus lente en présence de 
Tspan15 que dans les cellules exprimant Tspan5 ou sauvages. Graphiques : quantification du blot ci-dessus en 
pourcentages du contrôle non traité (T0). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 3 expériences indépendantes. 

 

Afin de mesurer directement les différences de stabilité d’ADAM10, les protéines de 

surface ont été marquées à la biotine, puis les cellules ont été lysées de manière à déterminer 

le niveau initial de protéine de surface marquée, ou incubées à 37°C durant 15 heures. ADAM10 

 

Figure 49 – Tspan15 augmente les 
niveaux totaux d’ADAM10 dans les 
cellules transfectées 

Les cellules U2OS ont été lysées et leurs 
extraits ont été analysés par Western-
Blot. Résultats représentatifs de 2 
expériences différentes.  
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et CD81 ont par la suite été immunoprécipités, et leur niveau de biotinylation a été mesuré 

par western blot grâce à de la streptavidine couplée à une sonde fluorescente. En guise de 

contrôle, les protéines précipitées ont été révélées par les anticorps anti-CD81 ou anti-

ADAM10. 

Cette expérience (Figure 51) montre que le niveau d’ADAM10 biotinylé après 15h baisse de 

près de 50% dans la lignée cellulaire parentale HeLa (qui exprime peu de TspanC8) et lorsque 

ces cellules expriment Tspan5. La transfection par Tspan15, quant à elle, s’accompagne d’une 

forte augmentation de la stabilité d’ADAM10, dont le niveau de biotinylation représente alors 

80% du pool d’origine. Pour comparaison, le pool initial de CD81 diminue de 80% après 15 

heures d’incubation. Ainsi, le pool de surface d’ADAM10 est plus stable en présence de 

Tspan15 qu’en présence de Tspan5, ce qui est cohérent avec leurs rôles de régulateurs 

d’endocytose précédemment décrits. 

 

 

Figure 51 – Tspan15 agit comme un stabilisateur d’ADAM10 

Immunoprécipitation d’ADAM10 ou de CD81 après marquage des cellules par la biotine puis une chasse de 0 
ou 15h sur les cellules HeLa transfectées par Tspan5 ou Tspan15. Le rapport entre la révélation à la 
streptavidine et le blot avec l’anticorps concerné indique la quantité de protéine initialement marquée qui n’a 
pas été dégradée. Cette quantification est représentée par les diagrammes de droite. Résultats moyennés +/- 
SEM à partir de 3 expériences indépendantes. 

 

Enfin, la distribution subcellulaire et la stabilité d’ADAM10 ont été analysés dans les 

cellules PC3 sauvages et déplétées pour Tspan5 ou Tspan15. Les expériences de microscopie 

confocale montrent dans les cellules KO pour Tspan15 une baisse du marquage membranaire 

d’ADAM10, associé à un pool intracellulaire légèrement plus important (Figure 52 A). Les 

expériences de western-blot indiquent également que ces cellules sont caractérisées par une 

baisse du niveau global de l’expression d’ADAM10. Cette baisse semble au moins due en partie 

à la variation de la demi-vie d’ADAM10, mesurée à plus de 8 heures dans les PC3 contrôle 
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contre moins de 4 heures dans les cellules déplétées pour Tspan15 après traitement à la 

cycloheximide (Figure 52 B). L’ensemble de ces résultats indique que Tspan15 est un 

stabilisateur d’ADAM10 à la membrane en plus d’être un inhibiteur de son endocytose.  

 

 

Figure 52 – La déplétion de Tspan15 réduit la demi-vie d’ADAM10  

A. Marquage à l’état d’équilibre d’ADAM10 dans ces mêmes cellules. Résultats issus de 2 expériences 
indépendantes. Barres d’échelle : 10 µm. B. Western-blot d’ADAM10 sur ces mêmes cellules après un 
traitement à la cycloheximide (CHX). On constate notamment la baisse de l’expression d’ADAM10 et de sa 
stabilité dans les cellules KO pour Tspan15. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 2 expériences 
indépendantes. 

Analyse de la contribution des différents domaines de Tspan5 et Tspan15 

Afin de comprendre quels domaines de Tspan5 et Tspan15 sont responsables de leur 

impact opposé sur ADAM10, des versions chimériques ont été générées et transfectées dans 

les cellules U2OS et HeLa (Figure 53 A et Figure 54 A). Leur effet sur les niveaux d’expression 

et l’endocytose d’ADAM10 a pu être étudié, ainsi que leur impact sur la signalisation Notch. 

Rôle de la grande boucle extracellulaire 

Dans les cellules HeLa, la chimère pour laquelle le domaine LEL de Tspan5 a été remplacé 

par celui de Tspan15 (T5LEL15) montre une augmentation de l’endocytose d’ADAM10, alors 

que la chimère inverse (Tspan15 avec le LEL de Tspan5, T15LEL5) présente une inhibition de 
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cette endocytose (Figure 53 B). Ceci suggère que les LELs de ces tétraspanines ne contribuent 

pas au phénotype différentiel de ces TspanC8 sur l’endocytose d’ADAM10. 

Dans les cellules U2OS, la chimère T15LEL5 conserve la capacité de Tspan15 d’inhiber le 

signal Notch (Figure 53 C), tandis que la chimère T5LEL15 perd en partie sa capacité à stimuler 

le signal Notch. Ces résultats sont accompagnés d’une baisse légère du niveau membranaire 

d’ADAM10 (de 20 à 30%) dans les transfectants T5LEL15 (Figure 53 D).  

 

 

Figure 53 – Analyse de l’importance des domaines LEL sur les fonctions de Tspan5 et 15 

A. Présentation des différentes constructions chimériques de Tspan5 et de Tspan15 au sein desquelles les 
domaines LEL ont été échangés. B. Endocytose d’ADAM10 par ces différentes chimères exprimées dans les 
cellules HeLa (anticorps couplé à un fluorochrome). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 7 expériences 
indépendantes. C. Activité Notch en présence de ces différentes chimères (essai Notch-Luciférase), cellules 
U2OS. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes. D. Niveau d’expression 
membranaire d’ADAM10 dans ces différentes chimères (analyse par cytométrie en flux). Résultats issus de 2 
expériences indépendantes.  
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Rôle des domaines cytosoliques 

Une des différences majeures entre les deux TspanC8 est la présence, chez Tspan15, d’un 

domaine cytoplasmique de plus de 30 résidus, inhabituellement long dans la mesure où il 

mesure généralement entre 10 et 15 acides aminés chez les autres tétraspanines.  

 

Tspan 5 :  ...(TM4)QNLVSD IEAVRASW 

Tspan15 :  ...(TM4)YITRVE DIIMEHSVTD GLLGPGAKPS VEAAGTGCCL CYPN 

Alignement de séquences des extrémités C-terminales de Tspan5 et de Tspan15 après le quatrième passage 
transmembranaire.  

 

Dans le but de tester le rôle potentiel qu’aurait ce domaine C-terminal sur l’endocytose 

d’ADAM10, des chimères de Tspan5 et de Tspan15 ont été créées pour lesquelles le domaine C-

terminal de l’une a été échangé avec le domaine C-terminal de l’autre (T5C15 et T15C5).  

Dans les cellules U2OS et HeLa, ces chimères s’expriment au même niveau que leurs 

versions sauvages respectives. Cependant, les quantifications d’expériences d’internalisation 

analysées au microscope confocal (Figure 54 B), révèlent qu’elles sont toutes deux incapables 

de stimuler l’endocytose d’ADAM10 chez les cellules HeLa. Lorsque ces chimères sont 

exprimées dans la lignée U2OS, elles induisent une augmentation du niveau d’expression 

d’ADAM10 d’un facteur 2, ce qui est plus faible comparé à celle induite par l’expression de la 

version sauvage de Tspan15 (rappelons également que Tspan5 n’induit pas d’augmentation de 

l’expression d’ADAM10 chez les cellules U2OS) (Figure 54 D). Ceci est certainement dû à un 

niveau d’internalisation intermédiaire entre ceux de Tspan5 et Tspan15 observé dans les 

cellules U2OS. Les expériences d’incubation continue de l’anticorps 11G2 dans ces cellules 

(Figure 54 E) penche en faveur de cette hypothèse en montrant des niveaux d’accumulation 

intermédiaires entre ceux des cellules transfectées par Tspan5 et Tspan15.  

Des chimères dont les deux extrémités intracellulaires ont été échangées présentent des 

résultats similaires à ceux observés chez les chimères C-terminales (Figure 54 B), indiquant 

ainsi que le rôle joué par le domaine N-terminal de ces tétraspanine n’est pas significatif dans 

la régulation des niveaux d’expression et d’endocytose d’ADAM10. 

Il apparaît que le remplacement du domaine C-terminal de Tspan15 par celui de Tspan5 

est suffisant pour abolir la capacité de Tspan15 à inhiber la signalisation Notch (Figure 54 C), 

le même phénotype étant retrouvé lorsque les extrémités N- et C-terminales sont échangées. 
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La fonction importante du domaine C-terminal peut également être observé chez la chimère 

inverse (Tspan5 avec le domaine C-terminal de Tspan15) qui induit une légère inhibition du 

signal Notch.  

Ces données indiquent que les domaines C-terminal de Tspan5 et de Tspan15 contribuent 

à leur phénotype divergent sur l’expression membranaire, l’endocytose et l’activité 

d’ADAM10. Il est néanmoins probable que d’autres domaines de ces tétraspanines participent 

à ces phénotypes.  

 

 

Figure 54 – Analyse de l’importance des domaines N- et C-terminales sur les fonctions de Tspan5 et 15 

A. Présentation des différentes constructions chimériques de Tspan5 et de Tspan15 au sein desquelles les 
domaines C-ter ou N-ter ont été échangés. B. Endocytose d’ADAM10 par ces différentes chimères exprimées 
dans les cellules HeLa (anticorps couplé à un fluorochrome). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 7 
expériences indépendantes. C. Activité Notch en présence de ces différentes chimères (essai Notch-Luciférase), 
cellules U2OS. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes. D. Niveau d’expression 
membranaire d’ADAM10 dans ces différentes chimères (analyse par cytométrie en flux). Résultats issus de 2 
expériences indépendantes. E. Accumulation sur différents temps de l’anticorps 11G2 au sein des transfectants 
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contrôles Tspan5 et Tspan15 ainsi que dans les chimères C-terminales (analyse par cytométrie en flux, 
anticorps couplé à un fluorochrome). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 expériences indépendantes. 

Tspan5 et 15 sont en compétition pour l’interaction avec ADAM10  

Les transfectants de Tspan5 et Tspan15 modifient les interactions d’ADAM10 

Comme démontré précédemment avec des versions fusionnées à la GFP, et confirmé dans 

cette thèse avec des formes sauvages dans les expériences Notch-luciférase ci-dessus, Tspan15 

est un inhibiteur de la signalisation Notch. Une hypothèse pour expliquer ce phénotype 

repose sur l’idée d’une compétition entre Tspan15 et les autres tétraspanines, où le couple 

ADAM10 / Tspan15, non permissif pour la signalisation Notch, remplacerait des complexes 

ADAM10 / Tspan5 ou 14, qui sont, eux, permissifs. 

Le laboratoire a récemment produit l’anticorps anti-Tspan5 TS5-1r [227], ne reconnaissant 

que la fraction libre de Tspan5 (c’est-à-dire celle qui n’est pas associée à ADAM10). Ce nouvel 

anticorps anti-Tspan5 permet de tester l’hypothèse posée et d’étudier l’évolution des 

interactions entre Tspan5 et ADAM10. Sur des marquages de cytométrie en flux sur des 

cellules U2OS exprimant les TspanC8 couplées à la GFP, cet anticorps TS5-1r ne marque qu’un 

pool minoritaire du Tspan5 endogène par rapport à l’anticorps TS5-2 qui reconnaît toutes les 

formes de Tspan5. Ces expériences révèlent que la fraction libre de Tspan5 augmente 

proportionnellement au niveau de transfection des cellules par d’autres TspanC8 (Figure 55), 

suggérant ainsi que les TspanC8 transfectées sont en compétition avec Tspan5 pour 

l’association à ADAM10.  
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Figure 55 – Les TspanC8 exprimées de manière ectopique sont en compétition avec Tspan5 pour l’association 
à ADAM10 

Analyse en cytométrie en flux des cellules U2OS exprimant stablement les versions taguées GFP de Tspan5, 15, 
14 et 33, marqués par des anticorps anti-ADAM10 (11G2), anti-Tspan5 (TS5-2, marquant la fraction totale de 
Tspan5, et TS5-1r, marquant uniquement la fraction libre de Tspan5), et anti-CD81. Résultats représentatifs de 
2 expériences différentes. 

 

La compétition entre Tspan15 et Tspan5 a été également analysée dans les cellules U2OS 

transfectées par les versions sauvages ces deux tétraspanines. La baisse d’interaction de 

Tspan5 avec ADAM10 dans les cellules transfectées avec Tspan15 peut de nouveau être 

constatée en cytométrie en flux en observant l’augmentation du ratio des signaux associés aux 

anticorps TS5-1r / TS5-2. Ces ratios plus élevés indiquent une augmentation de la fraction libre 

de Tspan5 lors de la transfection par Tspan5 ou 15 (Figure 57). On peut noter que ce ratio est 

assez proche que ce soit dans les cellules transfectées par Tspan15 ou dans celles transfectées 

par Tspan5, ces dernières ayant une quantité de Tspan5 en large excès par rapport à ADAM10. 

Ce ratio (0.4) correspond probablement à celui que l’on peut obtenir pour un pool de Tspan5 

entièrement libre, ce qui suggère que la transfection par Tspan15 soustrait ADAM10 à la quasi-

totalité des molécules de Tspan5 endogène.  
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Afin de confirmer la compétition entre le 

Tspan15 transfecté dans les cellules et le Tspan5 

endogène, une co-immunoprécipitation de la 

protéase a été réalisée et analysée en western-blot. 

Les résultats soulignent l’absence de Tspan5 dans 

l’immunoprécipitation d’ADAM10 dans les cellules 

transfectées par Tspan15 (Figure 56). Ceci confirme 

que Tspan5 et Tspan15 entrent en compétition pour 

l’interaction avec ADAM10, qui dans le cas d’une 

expression ectopique de Tspan15 supprime 

entièrement l’interaction entre ADAM10 et le 

Tspan5 endogène.  

Il est intéressant de noter dans ces expériences 

que les cellules transfectées par Tspan5 présentent 

une masse moléculaire de Tspan5 

immunoprécipitée par ADAM10 plus haute que celle 

de la molécule endogène (Figure 56). Ceci est 

certainement dû au fait que l’essentiel des molécules 

Tspan5 dans les cellules transfectées n’est pas 

directement associé à ADAM10, et ne subit pas la 

restriction de glycosylation imposée par 

l’association à ADAM10 [227]. 

Tspan5 et Tspan15 endogènes sont en compétition 

pour l’association avec ADAM10 

Afin de déterminer si les versions endogènes de 

Tspan5 et Tspan15 sont également en compétition 

pour l’interaction avec ADAM10, le modèle des 

cellules PC3 a été utilisé, (Tspan5+, Tspan15+, 

Tspan14-) dans lequel la déplétion de Tspan15 

permet une augmentation de la signalisation Notch 

[219]. Des immunoprécipitations avec les anticorps 

 

Figure 56 – Détail des interactions entre 
ADAM10, Tspan5 et Tspan15 

Immunoprécipitation d’ADAM10 et de CD81 
dans les cellules U2OS, mettant entre autres 
en valeur la compétition entre Tspan5 et 
Tspan15 pour l’association à ADAM10. P. = 
ADAM10 immature contenant encore son 
prodomaine. Résultats représentatifs de 3 
expériences différentes. 

 

 

Figure 57 – La fraction libre de Tspan5 libre 
augmente après une transfection par Tspan5 
ou Tspan15 

Ratio entre les marquages par anticorps TS5-
1r et TS5-2 réalisé par cytométrie en flux 
montrant que la transfection des cellules 
U2OS par Tspan15 mène à une 
augmentation de la fraction libre de Tspan5, 
illustrant ainsi la compétition entre les deux 
TspanC8. Résultats moyennés +/- SEM à 
partir de 3 expériences indépendantes. 
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anti-Tspan5 TS5-1r et TS5-2 ont été réalisées après lyse en Brij97 ou en digitonine, deux 

détergents qui préservent l’interaction entre la protéase et les TspanC8 (Figure 58).  

 

Figure 58 – Compétition des versions endogènes de Tspan5 et 15 pour l’association à ADAM10 

Immunoprécipitation par 11G2 (ADAM10), TS5-2, TS5-1r ou par un anticorps anti-Tspan15, sur les cellules PC3 
sauvages, KO Tspan5 ou KO Tspan15, lysées en Brj97 (A) ou Digitonine (B) et révélée en Western-blot par les 
anticorps anti-ADAM10, anti-Tspan5 et anti-Tspan15. Cette figure met en valeur la compétition entre les deux 
tétraspanines pour l’association à ADAM10 via les effets de l’extinction de l’une sur l’expression et l’association 
de l’autre. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 3 expériences indépendantes. 

 

Dans les cellules PC3 sauvages, après lyse en Brij97, l’anticorps TS5-2 immunoprécipite et 

reconnaît en western-blot une bande diffuse de 25 à 35 kDa qui est renforcée à 25 et 27 kDa. La 

bande à 25 kDa correspond à la fraction de Tspan5 retenue dans le réticulum endoplasmique 

[227]. Cette fraction est également non associée à ADAM10 dans la mesure où elle est 

également précipitée par l’anticorps TS5-1r et pas par l’anticorps anti-ADAM10. Ces résultats 

sont pareillement observés après lyse en digitonine, à l’exception de l’absence de 

renforcement de la bande à 25 kDa, TS5-1r ne précipitant que les formes de poids moléculaire 

plus faibles de Tspan5.  

Par ailleurs, dans les cellules PC3 sauvages, TS5-2 ne précipite qu’une faible fraction 

d’ADAM10 mature. Par opposition, la plupart du Tspan5 mature est associé à ADAM10, 
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comme montré par la comparaison entre les immunoprécipitations 11G2 et TS5-2 ainsi que 

par l’absence d’immunoprécipitation des formes de plus haut poids moléculaire par TS5-1r. 

D’autre part, les cellules KO pour Tspan15 montrent une augmentation de 

l’immunoprécipitation de Tspan5 par rapport aux cellules sauvages, en accord avec 

l’augmentation de l’expression observée plus tôt en cytométrie en flux.  

Elles montrent également un changement du profil de migration de Tspan5, qui 

correspond très probablement à un changement de glycosylation de la protéine liée à son 

association à ADAM10 [219]. En effet, cette forme de Tspan5 est fortement co-

immunoprécpitée par ADAM10 mais pas par l’anticorps TS5-1r, ce qui est cohérant avec la 

disparition de la bande à 25 kDa dans la lyse en Brij97. Cette donnée indique aussi que dans 

les cellules PC3 KO pour Tspan15, la grande majorité de Tspan5 a quitté le réticulum 

endoplasmique et est associé à ADAM10.  

Ces données sont de forts indicateurs d’une compétition entre les Tspan5 et Tspan15 

endogènes pour l’association à ADAM10, l’extinction de Tspan15 permettant à ADAM10 de 

s’associer plus fortement à Tspan5 et facilitant la sortie de ce dernier du RE, menant ainsi à 

l’augmentation de son niveau de surface. A l’opposé, l’absence de Tspan5 ne change 

visiblement pas l’interaction entre Tspan15 et ADAM10, certainement parce que ces derniers 

sont déjà majoritairement associés et exprimés à la membrane. 

ADAM10 est un stabilisateur de Tspan15 à la membrane plasmique 

Nous avons vu que Tspan5 et Tspan15 sont respectivement des régulateurs positifs et 

négatifs de l’endocytose d’ADAM10. Des expériences de microscopie confocale réalisées dans 

les cellules HeLa transfectées par Tspan5 montrent que l’anticorps TS5-2 est également 

internalisé sur 1 heure à 37°C et que sa fraction endocytée colocalise avec ADAM10. Ceci 

confirme que ces deux protéines sont internalisées ensemble (Figure 59, première rangée).  

Concernant Tspan15 dans les cellules HeLa, deux comportements ont été observés. Dans 

les cellules n’exprimant qu’un niveau modéré de cette tétraspanine, l’anticorps anti-Tspan15 

n’est pas internalisé. Par contre, dans les cellules l’exprimant fortement, Tspan15 présente un 

taux d’endocytose élevé (Figure 59, seconde et troisième rangée). Notons l’absence d’ADAM10 

détectable dans la fraction endocytée de Tspan15, suggérant que la protéase n’est pas 

internalisée avec cette fraction. 
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Figure 59 – Tspan5 est internalisé et colocalise avec ADAM10 

Internalisation de Tspan5 ou de Tspan15 sur cellules HeLa transfectées (anticorps non couplés) et colocalisation 
avec la fraction totale d’ADAM10. 2ème rangée : HeLa exprimant Tspan15 à moyenne intensité ; 3ème rangée : 
HeLa exprimant Tspan15 à forte intensité. Résultats représentatifs de 3 expériences différentes. Barres 
d’échelle : 10 µm.  

 

Une hypothèse pouvant expliquer le phénomène d’internalisation de Tspan15 serait 

qu’ADAM10 stabilise Tspan15 à la membrane plasmique. Afin de valider cette hypothèse, des 

cellules PC3 KO pour ADAM10 ont été générées grâce à la technologie CRISPR-Cas9. Les 

expériences de cytométrie en flux réalisés sur ces cellules indiquent que l’extinction 

d’ADAM10 induit une baisse des niveaux membranaires de Tspan15 de près de 60% (Figure 60 

A). Cette baisse du niveau membranaire de Tspan15 est corrélée à une augmentation de son 

internalisation sur 1 heure en microscopie confocale (Figure 60 B), montrant ainsi 

qu’ADAM10 est effectivement un stabilisateur de Tspan15 à la surface des cellules. 
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L’anticorps 11G2 stimule l’internalisation d’ADAM10 et inhibe sa fonction 

En tant que protéase, ADAM10 est impliquée dans le clivage de nombreux substrats 

comme le récepteur Notch, CD44 ou la N-cadhérine, lui donnant un rôle essentiel dans le 

développement mais également dans plusieurs pathologies, comme la maladie d’Alzheimer 

via le clivage du précurseur de fragment amyloïde APP.  

Les résultats des expériences de traçage de l’internalisation d’ADAM10 suggèrent que 

l’anticorps 11G2 induit une baisse du niveau de surface d’ADAM10 durant la première heure 

de traitement (Figure 61).  

 

Figure 60 – ADAM10 est nécessaire pour l’endocytose de Tspan15 

A. Expression membranaire d’ADAM10, de Tspan5 et de Tspan15 analysée par cytométrie en flux dans les 
cellules PC3 sauvages ou KO pour ADAM10. Dans ce dernier cas on constate une diminution du marquage 
Tspan15 et une augmentation de la quantité de Tspan5 libre. Résultats représentatifs de 3 expériences 
différentes. B. Internalisation de Tspan15 sur PC3 sauvages ou KO pour ADAM10 (anticorps non couplé), 
analysée par microscopie confocale et quantifiée sur le diagramme de droite. On observe que la suppression 
d’ADAM10 augmente fortement l’internalisation de Tspan15. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 3 
expériences indépendantes. Barres d’échelle : 10 µm. 
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L’impact, à la fois sur le temps long et court, de l’incubation de l’anticorps 11G2 sur les 

niveaux d’expression membranaire d’ADAM10 a été testé par cytométrie en flux, dans les 

cellules U2OS et les cellules HeLa transfectées par Tspan5 et 15. Les résultats indiquent que 

l’exposition à l’anticorps 11G2 induit effectivement une baisse du marquage d’ADAM10 

pouvant atteindre 50% après 24 heures dans les cellules contrôle ou exprimant Tspan5 (Figure 

62 A), tandis que dans les cellules exprimant Tspan15 (HeLa transfectées ou PC3), cette baisse 

de marquage est quasiment indétectable. Ainsi l’incubation de 11G2 agit comme un 

accélérateur de l’endocytose d’ADAM10, mais l’expression de Tspan15 suffit à inhiber cette 

endocytose.  

 

Figure 61 – Impact de l’incubation des cellules avec l’anticorps 11G2 sur l’expression d’ADAM10 

Effet de l’incubation de l’anticorps 11G2 durant différents temps sur l’expression membranaire d’ADAM10 sur 
les cellules HeLa sauvages, exprimant Tspan5 ou Tspan15 (analyse par cytométrie en flux), les cellules U2OS 
(exprimant Tspan5 et 14) et les cellules PC3 (exprimant Tspan15). Résultats moyennés +/- SEM à partir de 4 
expériences indépendantes. 

 

Cette observation a mené à l’hypothèse selon laquelle cet anticorps, qui ne bloque pas 

l’activité catalytique d’ADAM10 in vitro [8], pourrait induire une diminution de l’activité de 

certains substrats d’ADAM10 du fait de l’augmentation de l’endocytose qu’il induit. 

 Afin de valider cette hypothèse, les cellules U2OS et PC3 ont été incubées en présence de 

11G2 durant 12 heures avant d’être lysées et analysées par Western-blot. Les résultats indiquent 

que la présence d’ADAM10 induit une diminution du clivage d’APP dans les cellules U2OS et 

PC3, et de la N-cadhérine dans les cellules U2OS uniquement (Figure 62 B). L’incubation de 

11G2 dans les cellules U2OS inhibe également le signal Notch de 60% en réponse au ligand 

DLL1 (Figure 62 A). Ces données indiquent que l’anticorps 11G2 agit bien en inhibiteur de la 

fonction d’ADAM10.  
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L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’anticorps 11G2 inhibe la fonction d’ADAM10 à 

travers une stimulation de son endocytose. 

 

 

Figure 62 – Impact de l’incubation des cellules avec l’anticorps 11G2 sur la fonction d’ADAM10 

A. Impact de l’incubation de 11G2 durant 12 heures sur l’activité Notch (test Notch-luciférase) comparé à celui 
de l’anticorps anti-CD81 TS81, ou d’un isotype contrôle. Résultats moyennés +/- SEM à partir de 3 expériences 
indépendantes. B. Impact de l’incubation de 11G2 durant 12 heures sur le clivage de substrats d’ADAM10 dans 
les cellules U2OS et PC3 avec un isotype contrôle (quantification à droite). Résultats moyennés +/- SEM à partir 
de 3 expériences indépendantes. 
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Discussion 

Le trafic et les fonctions d’ADAM10 sont régulés par le sous-groupe de tétraspanines 

TspanC8. Alors que toutes les TspanC8 permettent à ADAM10 de sortir du RE, Tspan10 et 17 

ciblent la protéase dans des endosomes tardifs tandis que Tspan5, 15, 14 et 33 l’envoient à la 

membrane plasmique. Ces quatre tétraspanines ont un impact différent sur la fonction 

d’ADAM10 et pourraient influencer la sélectivité de ses substrats. L’analyse des propriétés 

d’ADAM10 modifiées par l’une ou l’autre des TspanC8 devrait contribuer à terme à 

comprendre les mécanismes sous-jacents. Dans cette thèse, j’ai contribué à montrer, grâce à 

différents modèles, que Tspan5 et Tspan15 régulent l’endocytose et la demi-vie et la fonction 

d’ADAM10 de manière différentielle. 

 

 PC3 U2OS HeLa 

 Expression de surface dans les cellules sauvages 

ADAM10 ++ ++ + 

Tspan5 + + 0 

Tspan15 ++ 0 0 

Tspan14 0 ++ + 

 Expression de surface d’ADAM10  
dans les cellules transfectées 

Transfection / Tspan5  ↓ = ↑ 

Transfection / Tspan15 = ↑↑ ↑ 

KO Tspan5 = = NA 

KO Tspan15 ↓ NA NA 

 Endocytose d’ADAM10  
dans les cellules transfectées 

Transfection / Tspan5  ↑ ↑ ↑ 

Transfection / Tspan15 = ↓ ↓ 

KO Tspan5 = ↓ NA 

KO Tspan15 ↑ NA NA 

Figure 63 – Tableau récapitulatif de l’effet de l’expression ou de l’extinction de Tspan5 ou 15 dans différents 
types cellulaires.  
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Tspan5 et Tspan15 ont un effet opposé sur l’expression d’ADAM10 à la surface cellulaire  

Un premier indice allant dans ce sens repose sur la variation de l’expression d’ADAM10 

selon la TspanC8 exprimée. L’analyse de cette expression en cytométrie en flux de cellules 

transfectées par Tspan5 ou Tspan15 conduit à des résultats variables et dépendant du type 

cellulaire. Ainsi, la transfection de Tspan15 accroit le niveau membranaire d’ADAM10 dans 

les cellules U2OS mais n’a pas d’effet dans les cellules PC3, tandis que la transfection de 

Tspan5 diminue l’expression d’ADAM10 dans les cellules PC3, mais n’a pas d’effet dans les 

cellules U2OS. Ces résultats pouvant paraître opposés sont interprétables lorsqu’on se réfère 

au répertoire de TspanC8 exprimé par les cellules. Ainsi, la transfection de Tspan15 augmente 

l’expression d’ADAM10 dans des cellules qui ne l’expriment pas (U2OS) tandis que Tspan5 

diminue l’expression d’ADAM10 dans des cellules qui expriment Tspan15 (PC3). Il serait 

intéressant de continuer à tester cette hypothèse en testant les conséquences de l’expression 

de ces deux TspanC8 dans d’autres lignées et de la corréler à celle de Tspan15. 

De plus, ces résultats suggèrent que l’expression de Tspan15 est associée à un niveau 

d’expression d’ADAM10 plus fort que l’expression de Tspan5. Les expériences de KO de 

Tspan15 chez les cellules PC3 renforcent cette hypothèse en indiquant une baisse importante 

du niveau d’expression d’ADAM10. Des résultats similaires ont déjà été montré in vivo, où des 

souris KO pour Tspan15 présentent une baisse de l’expression d’ADAM10 dans le cerveau [324]. 

Il semble probable que le rôle positif de Tspan15 sur l’expression d’ADAM10 ait une relevance 

physiologique importante, d’autant plus que les variations d’expression observées sont de 

grande ampleur (augmentation d’un facteur 5 après transfection des U2OS, réduction de 70% 

dans les cellules PC3 KO Tspan15, et réduction de 50% dans les cerveaux des souris KO 

Tspan15). 

La transfection de Tspan5 et Tspan15 dans les cellules HeLa conduit à une augmentation 

similaire de l’expression de d’ADAM10. Ceci semble à première vue contredire l’idée que 

Tspan15 est systématiquement associé à des niveaux d’expression plus élevés que Tspan5. 

Néanmoins, dans ces cellules n’exprimant que peu de TspanC8, la majorité du pool d’ADAM10 

est retenu dans le réticulum endoplasmique. La surexpression de Tspan5 ou de Tspan15 

conduit à l’abolition de cette rétention et à une augmentation de l’expression d’ADAM10 à la 

surface cellulaire. Cependant, les expériences de cytométrie indiquent que l’expression de 

Tspan15 dans ces cellules après sa transfection est du même ordre de grandeur que celle 

d’ADAM10. Il est possible que cette expression ne soit pas suffisante pour induire la sortie de 

la totalité d’ADAM10 du RE et que Tspan15 soit puisse dans ce cas être considéré comme le 
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facteur limitant. L’existence d’un nombre restreint de cellules HeLa avec un plus haut niveau 

d’expression de Tspan15 associé à un plus fort niveau d’expression d’ADAM10 semble 

concorder avec cette idée. 

Tspan5 et Tspan15 ont un effet opposé sur l’endocytose d’ADAM10  

Ainsi, l’expression de Tspan15 est toujours associée à une augmentation plus forte des 

niveaux membranaires d’ADAM10, ce qui peut notamment être expliqué par un temps de 

résidence plus long à la membrane. Cette variation du temps de résidence peut être testée par 

l’étude de l’endocytose d’ADAM10 dans différents types cellulaires, que ce soit par cytométrie 

en flux, permettant de traiter un grand nombre d’évènements, ou par microscopie confocale, 

qui permet de s’affranchir des potentiels biais dus au décrochement des cellules.  

Les résultats indiquent que les lignées exprimant des niveaux endogènes de Tspan15 (PC3 

et A549) ont une endocytose d’ADAM10 plus faible que dans les cellules n’exprimant pas cette 

TspanC8 (U2OS et HeLa). Ces dernières lignées présentent quant à elles des niveaux 

d’internalisation d’ADAM10 comparables à ceux de CD81, c’est-à-dire supérieur au niveau 

d’endocytose de CD9 qui est très limité, et inférieur à celui de CD63.  

Les expériences de transfection de Tspan5 et 15 dans ces différentes lignées présentent des 

résultats allant dans le sens de l’hypothèse posée. Dans les cellules U2OS, exprimant des 

niveaux endogènes de Tspan5 et 14, l’expression de Tspan5 est associée à une endocytose plus 

forte d’ADAM10, et l’expression de Tspan15 à une endocytose plus faible. Des résultats 

similaires sont retrouvés chez les cellules HeLa, qui n’expriment que peu de TspanC8 et 

permettent donc d’éviter une réactivité croisée entre les TspanC8 transfectées et endogènes. 

Dans le cas des cellules PC3, l’extinction du Tspan15 endogène induit une augmentation de 

l’endocytose d’ADAM10.  

L’utilisation de l’imagerie pour mesurer l’internalisation de protéines est limitée par la 

capacité du dispositif à distinguer une particule internalisée dans une vésicule et une 

invagination profonde de la membrane. Le marquage de surface dans le protocole utilisé 

permet de résoudre ce problème, si toutefois l’anticorps secondaire reste capable d’accéder à 

l’entièreté de ces invaginations, sans quoi cela induit un défaut de marquage de la fraction 

externe. Alors que la microscopie limite le champ d’analyse aux quelques dizaines 

d’acquisitions prises par condition, leurs données peuvent être corroborées par les 

expériences de cytométrie en flux qui permettent d’obtenir des données sur un plus grand 
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nombre de cellules en se basant sur le ratio de fluorescence interne / totale et en le comparant 

à un ratio contrôle sans endocytose. Cependant, les processus endocytiques sont impactés par 

la densité de la cellule [288] [325] ce qui signifie qu'un décrochage peut les modifier. Les 

différences de taux d’endocytose observés entre les expériences de microscopie confocale 

(20% en 1h sur cellules sauvages) et de cytométrie en flux (>50% en 1h sur cellules sauvages) 

pourraient être expliquées par l’impact du décrochement des cellules sur le trafic d’ADAM10. 

Ces deux approches de l’analyse de l’endocytose d’ADAM10 partagent cependant une 

approche commune de captation d’anticorps, ce qui pose la question des biais potentiels liés 

à son utilisation. En effet, si cette approche a déjà été utilisée [300], elle peut dans certains cas 

fausser les résultats du fait de la fixation d’une protéine non physiologique sur la molécule 

d’intérêt. La dynamique des processus endocytiques est sensible aux modifications de 

l’environnement et aux agents exogènes. Par exemple, l’agrégation de la transferrine par la 

biotine permet d’augmenter sensiblement sa CME [326], mécanisme probablement aussi 

retrouvé dans le cas de l’EGFR [327]. Un tel phénomène peut également être induit par un 

anticorps, induisant des biais expérimentaux en stimulant l’endocytose par agrégation, des 

changement de conformation ou activation des protéines cibles et peut modifier le destin des 

protéines cibles internalisées [328] [329] [330].  

En effet, les résultats d’incubation de l’anticorps 11G2 montrent qu’il induit une 

diminution de l’expression membranaire d’ADAM10 sur les cellules n’exprimant pas Tspan15, 

suggérant que 11G2 peut accélérer ou induire l’endocytose d’ADAM10. A ce stade, il est donc 

important de déterminer si l’endocytose observée était déclenchée par l’anticorps, ou 

simplement accélérée.  

Plusieurs approches permettent d’éviter ce biais. Premièrement, des expériences 

bloquant la synthèse protéique montrent que la demi-vie d’ADAM10 est plus longue 

lorsqu’elle est associée à Tspan15 qu’à Tspan5 que ce soit dans les cellules U2OS ou PC3. D’autre 

part, l’utilisation d’un marquage biotine suivie d’une immunoprécipitation permet de 

répondre à ce problème et de montrer que la stabilité d’ADAM10 est plus grande en présence 

de Tspan15 que de Tspan5. Cette plus grande stabilité couplée à l’augmentation du niveau de 

surface et une diminution de l’endocytose laisse supposer d’une résidence plus longue à la 

surface des cellules de la fraction d’ADAM10 associée à Tspan15 qu’à Tspan5.  

Enfin, il existe une approche de mesure de l’endocytose indépendante de l’utilisation 

d’anticorps. Basée sur le marquage des protéines de surface par une biotine réductible, elle 

permet de suivre uniquement leur fraction internalisée et non dégradée après un certain 
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temps d’incubation grâce à l’élimination de sa fraction de surface par un réducteur ne 

traversant pas les membranes. Cette expérience a été tentée au laboratoire mais n’a pas permis 

d’en tirer de conclusion robuste. Cette approche possède deux limites. D’une part, la vitesse 

de dégradation de la protéine d’intérêt, pour peu qu’elle soit rapide, induit un biais et force à 

la sous-estimation de son internalisation. D’autre part, cette méthode nécessitant un 

marquage à un temps donné fixe, elle ne permet pas de comparer une fraction exprimée 

stablement à la surface de la cellule et une fraction pouvant y transiter rapidement. Cette 

dernière fraction étant en proportion moindre à la surface cellulaire, sera donc peu marquée 

par la biotine à un temps donné. Ceci montre la nécessité d’avoir un marquage durant sur le 

temps long.  

La question de l’impact de 11G2 sur l’endocytose d’ADAM10 a pu être traitée en procédant 

à une cinétique de captation de l’anticorps. Cette approche possède l’avantage que l’anticorps 

peut se fixer sur la protéine cible et s’accumuler à l’intérieur de la cellule, même si le passage 

de la cible à la membrane plasmique est transitoire [323]. En d’autres termes, cette méthode 

permet de faire une cinétique sur le temps long et d’analyser l’accumulation de l’anticorps, 

appréhendant non seulement le flux sortant de la membrane (endocytose) également le flux 

entrant (protéines synthétisées et recyclage).  

Dans les cellules U2OS, on peut noter que la fraction accumulée par l’anticorps surpasse 

après quelques heures la quantité présente à la membrane au niveau basal. Or si 11G2 induisait 

l’endocytose d’ADAM10, cette dernière devrait être du même ordre de grandeur que la 

quantité présente à la membrane plasmique (considérant l’apport de nouvelles protéines 

faible). Ces résultats indiquent donc que l’anticorps 11G2 n’induit pas l’endocytose, mais 

l’accélère. D’autre part, ces résultats montrent que le marquage double toutes les deux heures. 

Cette donnée permet d’émettre l’hypothèse que la fraction d’ADAM10 présente à la membrane 

plasmique est renouvelée en moyenne dans un temps avoisinant les 2 heures dans les cellules 

U2OS.  

Dans cette lignée cellulaire, la transfection de Tspan15 a un impact majeur sur la captation 

de l’anticorps anti-ADAM10, le marquage n’évoluant que très peu au cours du temps et restant 

à la membrane plasmique. De plus, après 20 heures d’incubation avec l’anticorps, le marquage 

d’ADAM10 reste le même quelle que soit la transfection. Ceci indique que dans ce temps 

donné, le même nombre de molécules ADAM10 ont atteint la membrane plasmique, 

indifféremment de la TspanC8 exprimée, et que les différences de son expression de surface 

sont dues, pour l’essentiel, à des différences de son endocytose. 
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Notons que des résultats symétriques ont été obtenus avec les cellules PC3, au sein 

desquelles le KO de Tspan15 accélère l’endocytose d’ADAM10. De nouveau dans ce modèle, la 

cinétique de captation de l’anticorps suggère qu’en absence de Tspan15 le temps de résidence 

d’ADAM10 est réduit à moins de 2h, et que si le niveau de surface d’ADAM10 est dans ce cas 

fortement diminué, cela est dû en partie non pas à une baisse du flux entrant à la membrane, 

mais à une accélération de l’endocytose d’ADAM10.  

L’ensemble des expériences conduites dans cette thèse constitue un faisceau d’indications 

suggérant fortement que Tspan15 stabilise ADAM10 à la surface cellulaire. L’impact de Tspan5 

sur cette endocytose est moins clair, car dans les modèles étudiés, cette TspanC8 stimule 

l’endocytose d’ADAM10 en microscopie confocale mais cela n’a pas été confirmé par les 

expériences cytométrie en flux. Cela pourrait être dû à un biais de la quantification des images 

confocales, ou un biais du détachement des cellules. D’autre part, la surexpression de Tspan5 

ne réduit pas non plus la demi-vie d’ADAM10 par rapport aux cellules parentales. 

Les résultats ci-dessus renseignent sur les rôles de Tspan5 et 15 dans l’endocytose 

d’ADAM10, mais pas sur ceux des autres TspanC8. Concernant Tspan14, les expériences 

effectuées avec les versions de TspanC8 taguées par la GFP montrent que cette tétraspanine 

induit un taux d’endocytose d’ADAM10 intermédiaire entre les niveaux observés chez les 

cellules transfectées par Tspan5 et 15. Concernant Tspan33, les expériences de cytométrie et de 

microscopie confocale semblent diverger, les premières indiquant un niveau 

d’internalisation dans les cellules U2OS proche de Tspan5, et dans les secondes un niveau plus 

proche de celui de Tspan15. Dans la mesure où Tspan15 et Tspan33 sont tous deux des 

inhibiteurs de la signalisation Notch, il est envisageable que le phénotype induit par Tspan33 

sur ADAM10 soit plus proche de celui de Tspan15 que celui de Tspan5. Il sera intéressant, 

lorsque des anticorps monoclonaux anti-Tspan14 et anti-Tspan33 seront disponibles, de 

comparer l’impact de ces TspanC8 sur le trafic d’ADAM10 avec ceux de Tspan5 et Tspan15. 

Quelle voie d’endocytose ADAM10 emprunte-il ? 

Durant ma thèse, j’ai tenté de caractériser l’endocytose du ADAM10 endogène au sein des 

cellules U2OS grâce à l’utilisation d’ARN d’interférence permettant d’éteindre sélectivement 

l’expression de protéines impliquées dans la voie d’internalisation médiée par la clathrine. 

Les résultats de ces expériences restent délicats à interpréter, et tendent à montrer 

qu’ADAM10 est moins sensible à l’extinction de la CME que CD63 ou le TfR. Seule l’extinction 
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de la dynamine induit une légère baisse de l’internalisation d’ADAM10, cependant cette 

dernière n’a pas d’effet significatif sur son expression membranaire. Bien que l’extinction des 

gènes soit conséquente à près de 90% pour la clathrine, seule la dynamine et AP2 ont un effet 

sur les contrôles fonctionnels sur CD63 et le TfR, tandis que le SiRNA dirigé contre la clathrine 

semble inefficace pour bloquer leur endocytose.  

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette observation. La première suppose que la 

quantité de clathrine restant après extinction est suffisante pour assurer en partie sa fonction, 

pouvant être due à un turn-over rapide des composants de ces mécanismes [252]. Une seconde 

suppose l’existence de compensations fonctionnelles par d’autres mécanismes d’endocytose 

comme cela a déjà été proposé [331]. Dans ces deux cas, le faible impact du SiRNA contre la 

clathrine sur l’endocytose d’ADAM10 n’est pas suffisant pour dire que son endocytose est 

médiée par une voie dépendante ou indépendante de la clathrine. Une troisième propose que 

le niveau d’endocytose d’ADAM10 plus faible que celui de CD63 et de la transferrine pourrait 

expliquer le faible impact des SiRNA sur l’endocytose relative d’ADAM10 sur 1 heure. 

Cependant, l’absence d’augmentation du marquage membranaire d’ADAM10 après 2 jours de 

traitement indique que son endocytose n’a été réduite qu’en faible quantité alors que les 

expériences d’accumulation de ce même anticorps dans le même type cellulaire indiquent la 

présence d’un flux entrant pouvant quadrupler en quelques heures.  

D’autres méthodes pourraient permettre de bloquer la CME afin d’obtenir des résultats 

plus probants. Par exemple, l’utilisation de potassium [265] ou une acidification du cytosol 

[332] pourraient être envisagées. Une méthode efficace dans la littérature pour inhiber 

l’endocytose clathrine-dépendante est d’utiliser un dominant négatif de la dynamine K44A 

[333], mais cela affecte également les autres voies d’internalisation dépendant de la dynamine. 

Néanmoins ces méthodes sont soumises à des limites expérimentales. Par exemple, dans un 

article publié en 2011, Iversen et al. notent que l’utilisation de ligands ou de composés 

chimiques de suivi moléculaire induisent souvent des biais dus à une aspécificité, à des 

modifications de l’environnement membranaire par agrégation ou à des modifications de 

conformation stérique [334]. Il en va de même avec les inhibiteurs, dont l’exclusivité de leur 

action semble pouvoir être souvent remis en cause [288] [250].  

Ainsi, malgré des résultats permettant de suspecter une internalisation d’ADAM10 

dépendant au moins partiellement de la dynamine et pas ou peu d’AP2, la question de ce ou 

ces mécanisme(s) reste à approfondir notamment en explorant les possibles autres voies 

d’endocytose dépendant de la dynamine. Actuellement, quelques études proposent certaines 
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pistes quant aux mécanismes d’internalisation d’ADAM10 et tendent vers une endocytose de 

type CME. Une étude publiée en 2010 suggère que l’internalisation d’ADAM10 est faite de 

manière dépendant de la clathrine et que son domaine cytosolique pourrait fixer la protéine 

AP2 [321]. L’absence de cette association et de cette internalisation seraient notamment des 

marqueurs de la maladie d’Alzheimer dans l’hippocampe de patients [321]; et un blocage du 

trafic d’ADAM10 via son interaction avec SAP97 permettrait réciproquement de générer cette 

maladie de manière sporadique chez la souris [335]. Par ailleurs, les résultats d’un article de 

2017 suggèrent que le substrat d’ADAM10 Notch serait internalisé dans les cellules de manière 

dépendante de la dynamine, et que la fraction endocytée du récepteur Notch colocalise 

partiellement avec ADAM10 dans ces vésicules, permettant ainsi de poser la question d’une 

possible endocytose commune [110]. Enfin notons qu’il est connu qu’une même protéine peut 

être internalisée par plusieurs voies différentes [300] [336]. 

La question du devenir d’ADAM10 une fois internalisé reste ouverte. Les résultats 

présentés lors de cette thèse montrent une colocalisation de 11G2 avec CD63 dans les 

endosomes tardifs mais ne permet pas de tirer information quantitative, dans la mesure où 

l’utilisation d’un anticorps peut modifier le destin de sa protéine cible notamment en la 

dirigeant vers une voie dégradative plutôt que de recyclage [330]. La transfection de cellules 

par des marqueurs spécifiques de compartiments endocytiques pourraient donner des 

renseignements intéressant sur le devenir d’ADAM10 une fois endocyté et notamment lors de 

l’expression de Tspan5 ou de Tspan15. Cependant la surexpression de protéines endosomales 

semble pouvoir provoquer des phénotypes aberrants en modifiant la taille et la forme des 

vésicules [337] [338]. Pour répondre à ce problème, il serait possible d’utiliser des anticorps 

spécifiques comme Rab5 ou EEA1 pour les endosomes précoces, Rab14 pour les endosomes de 

tri et de stockage, Rab22 pour les endosomes de recyclage ou encore Lamp1 pour les 

endosomes tardifs en plus de CD63.  

Les expériences de biochimie utilisant de la biotine pour marquer la fraction de surface 

d’ADAM10 montrent que sa stabilité varie en fonction de la TspanC8 exprimée. Il serait 

intéressant de bloquer les processus de dégradation avec un inhibiteur comme la chloroquine 

et d’observer l’accumulation d’ADAM10 intracellulaire dans les différents types cellulaires 

utilisés lors de ma thèse, donnant des informations complémentaires sur les variations de la 

quantité d’ADAM10 destiné à être dégradé en fonction de la TspanC8 exprimée.  
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Par quels mécanismes Tspan5 et 15 régulent-ils l’endocytose d’ADAM10 ? 

Afin d’étudier les mécanismes sous-tendant la régulation différentielle de l’endocytose 

d’ADAM10 par Tspan5 et Tspan15, des chimères de ces différentes tétraspanines ont été 

générées, pour lesquelles certains de leurs domaines ont été échangés. 

Premièrement, l’impact des grandes boucles extracellulaire de Tspan5 et de Tspan15 a été 

testé. Ce domaine est l’un des plus variables au sein des tétraspanines et contribue 

grandement à la spécificité de leurs fonction comme médiateur de leurs interactions avec 

leurs partenaires [173][154]. Dans le cas des TspanC8, l’importance de ce domaine pour 

l’interaction avec ADAM10 a été soulignée dans une publication précédente du laboratoire 

montrant que des mutations dans la LEL de Tspan5 et de Tspan15 abolissent leur interaction 

avec ADAM10 et induisent sa rétention dans le RE [232]. Par ailleurs, des expériences de co-

immunoprécipitation de TspanC8 avec des mutants chimériques d’ADAM10 ont montré 

qu’ils interagissent au niveau de leurs ectodomaines (région membrane-proximale, 

désintégrine et riche en cystéine pour ADAM10, LEL pour les TspanC8) [339]. Des expériences 

d’immunoprécipitation de TspanC8 par des constructions tronquées d’ADAM10 ont révélé 

que ces interactions sont subtilement différentes selon la tétraspanine impliquée, 

l’interaction avec Tspan15 étant sensible à la déplétion de la région membrane-proximale et 

les autres TspanC8 étant plus sensibles à la déplétion de la région riche en cystéines [339].  

Ces données ont mené à l’hypothèse selon laquelle Tspan15 pourrait réguler la sélectivité 

des substrats d’ADAM10 en modifiant sa conformation. Néanmoins, les résultats des 

expériences d’endocytose et de signalisation Notch sur les chimères de la LEL montrent que 

l’échange de cette grande boucle n’est pas suffisante pour inverser l’effet différentiel de 

Tspan5 et de Tspan15 sur ADAM10. Notons cependant que la chimère Tspan5LEL15 perd sa 

capacité à stimuler le signal Notch. Pour expliquer ce phénomène, il est envisageable que 

l’association de T5LEL15 à ADAM10 rend ce dernier moins compétent pour stimuler le signal 

Notch par rapport aux tétraspanines endogènes des cellules U2OS. Une autre hypothèse 

pourrait expliquer cette baisse de signal Notch par la diminution de la quantité d’ADAM10 

disponible à la membrane plasmique observée en cytométrie en flux. 

La longueur notable du domaine C-terminal de Tspan15 par rapport à celui de Tspan5 en 

fait également un bon candidat comme porteur de la spécificité de l’une ou l’autre de ces 

TspanC8. Les expériences réalisées durant ma thèse supportent cette hypothèse. Les chimères 

échangeant les extrémités C-terminales permettent de perdre le phénotype de la tétraspanine 



 

Page | 137 

 

hôte mais pas d’induire le phénotype de sa tétraspanine d’origine. Ceci est observable aussi 

bien pour l’endocytose d’ADAM10 que sur la signalisation Notch. 

Ces résultats suggèrent que le domaine C-terminal joue un rôle dans le phénotype induit 

par ces tétraspanines, mais il est probable que d’autres domaines contribuent à leurs effets 

sur l’endocytose et la fonction d’ADAM10. Cette situation complexe contraste face aux 

résultats récents montrant que le remplacement du domaine C-terminal de Tspan15 par celui 

de Tspan33 est suffisant pour induire une relocalisation de Tspan15 au niveau des jonctions 

apicales [340]. 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer comment Tspan15 stabilise 

ADAM10 à la surface. La présence d’un domaine C-terminal de Tspan15 plus long que celui de 

Tspan5 pourrait empêcher l’association d’ADAM10 à la machinerie d’endocytose. A cet égard, 

une étude publiée en 2013 [321] a suggéré la présence au sein du domaine C-terminal de sites 

de liaison non canoniques à la protéine AP2, permettant de réguler l’internalisation d’une 

chimère entre ADAM10 et l’IL2R. Cependant, selon cette hypothèse, le remplacement du 

domaine C-ter de Tspan5 par celui de Tspan15 devrait inhiber l’endocytose tout autant que 

Tspan15, ce qui n’est pas le cas. 

Une autre hypothèse mécanistique pour expliquer cette rétention serait un rattachement 

du couple ADAM10 / Tspan15 à des protéines structurelles de la membrane. Cette idée est 

notamment supportée par le fait qu’en l’absence d’ADAM10, Tspan15 est effectivement 

internalisé, suggérant un mécanisme de rétention réciproque. Le ciblage d’ADAM10 aux 

jonctions apicales dans les cellules épithéliales par Tspan33 donne un exemple de rétention 

localisée notamment grâce à l’interaction du domaine C-terminal de ce dernier avec la 

protéine de jonction PLEKHA7 [340]. Cette étude montre également la capacité de Tspan15 à 

cibler ADAM10 aux surfaces de contact latérales de ces cellules polarisées. La question d’un 

marquage plus important d’ADAM10 aux contacts des cellules transfectées par Tspan15 plutôt 

que par Tspan5 est posée, et un tel renforcement est visible dans nos expériences, sur les 

cellules HeLa. Quand bien même le couple ADAM10 / Tspan15 serait stabilisé à la membrane 

plasmique par l’interaction de protéines ciblant des complexes aux contacts latéraux, il 

semble important de noter que le contact entre cellules n’est pas nécessaire pour que 

l’expression de Tspan15 inhibe l’endocytose d’ADAM10, dans la mesure où un tel effet a été 

observé dans des cellules dispersées.  

Enfin, l’augmentation du temps de résidence du couple ADAM10 / Tspan15 à la surface 

cellulaire pourrait également être dû à une variation de son taux de recyclage dans ces cellules. 
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En ce sens, il a été montré que la petite protéine G Rab14 et son facteur d’échange de guanine 

FAM116A jouent un rôle dans le recyclage des protéines de membranes et que leur déplétion 

dans les cellules A549, qui expriment fortement Tspan15, induit l’accumulation d’ADAM10 

dans un compartiment intracellulaire marqué par la transferrine [338]. Il serait alors 

intéressant d’étudier le rôle de ces protéines dans l’internalisation et le recyclage d’ADAM10. 

Il serait notamment intéressant de voir si cette relocalisation est due à une levée de 

l’inhibition de l’endocytose d’ADAM10 par Tspan15 dans les cellules KO pour Rab14 / 

FAM116A et si c’est le cas, d’observer si la surexpression de ces dernières peut changer le 

comportement des TspanC8 dans d’autres lignées cellulaires.  

Enfin, même si la stimulation de l’endocytose d’ADAM10 par Tspan5 n’est observée que 

dans les expériences en microscopie confocale, il semble intéressant de se pencher sur 

l’hypothèse selon laquelle Tspan5 pourrait posséder un ou plusieurs motifs favorisant une 

endocytose rapide. A cet égard, plusieurs tétraspanines possèdent un motif d’endocytose de 

type GYxxφ, comme dans le cas de CD63 auquel il confère la capacité de se lier à la protéine 

adaptatrice AP2 (cf. introduction) et fait partie des protéines impliquées dans la CME. Un tel 

motif, de même qu’une séquence de tyrosines ou autre signal d’internalisation, est absent du 

domaine C-terminal de Tspan5. De plus, l’expression de la chimère dans laquelle le domaine 

C-terminal de Tspan15 est remplacé par celui de Tspan5 (T15C5) ne stimule pas 

l’internalisation d’ADAM10 suggérant que ce domaine ne contient pas de motif d’endocytose 

fort. 

Tspan5 et 15 sont régulés par ADAM10 et sont en compétition pour son association 

Dans un article récent, le laboratoire a montré qu’ADAM10 facilite la sortie de Tspan5 du 

réticulum endoplasmique, permettant d’expliquer la présence ectopique de cette tétraspanine 

contenue dans cette organelle [227]. Le cas de Tspan15 semble différent : dans une étude plus 

ancienne, Dornier et al. ont montré que la surexpression de Tspan15 ne s’accompagne pas de 

marquage dans le réticulum, (cf. [230] sup. fig 1), suggérant qu’ADAM10 ne régule pas son 

expression à ce niveau. Ces résultats sont confirmés par ma thèse dans laquelle les expériences 

de surexpression de Tspan15 montre qu’il subit une endocytose rapide et une baisse de son 

marquage membranaire, indiquant que la régulation de son expression se situe au niveau de 

la membrane plasmique. 



 

Page | 139 

 

L’hypothèse d’une stabilisation de Tspan15 par ADAM10 est cohérente avec l’absence 

d’ADAM10 dans les fractions internalisées de Tspan15 et semble confirmée par les expériences 

d’extinction d’ADAM10 montrant que l’expression d’ADAM10 est nécessaire à la présence de 

Tspan15 à la membrane. Ainsi, dans les cellules fortement transfectées, les niveaux de Tspan15 

dépasseraient ceux d’ADAM10, et la fraction libre de Tspan15 serait alors internalisée.  

Ces résultats permettent en partie d’expliquer l’apparente inter-régulation entre les 

niveaux d’expression de Tspan5 et Tspan15, visible notamment dans les cellules PC3 délétées 

en Tspan15 dont le niveau de Tspan5 augmente. L’explication de ce phénomène passe par 

l’hypothèse d’une compétition entre ces deux tétraspanines pour l’association à ADAM10, 

menant ainsi à la rétention d’un pool dans le RE dans le cas de Tspan5 ou d’une endocytose et 

d’une dégradation rapide dans le cas de Tspan15.  

Cette hypothèse est supportée par deux types d’expériences complémentaires dans cette 

thèse. Premièrement, les immunoprécipitations montrent que la surexpression de Tspan15 

dans les cellules U2OS diminue fortement l’association entre Tspan5 et ADAM10. 

Inversement, la délétion de Tspan15 induit une augmentation de cette association et une 

sortie de Tspan5 du RE. Secondement, l’utilisation de l’anticorps Ts5-1r montre, en cytométrie 

en flux, que plus Tspan15 est exprimé, plus la fraction libre de Tspan5 augmente. Ce 

phénomène de compétition à Tspan5 est par ailleurs observable avec l’expression de toutes 

les autres TspanC8, dans la limite où ces expériences font usage de protéines couplées à la 

GFP.  

Ces éléments recoupés tendent à montrer l’existence d’une compétition entre les TspanC8 

pour l’association à ADAM10, cette compétition ayant pour conséquence une modification 

des niveaux membranaires de Tspan5 et de Tspan15 dans la mesure où leur interaction avec 

ADAM10 conditionne respectivement leur sortie du réticulum et leur stabilité membranaire. 

Ces nouveaux éléments permettent d’expliquer pourquoi l’expression de Tspan5 dans les 

cellules PC3 induit une diminution de 40% de l’expression membranaire de Tspan15 (Figure 

38). La compétition pour l’interaction avec ADAM10 entre la surexpression de Tspan5 et les 

niveaux endogènes de Tspan15 mène à l’apparition d’une fraction de Tspan15 non associée à 

la protéase, qui est alors rapidement internalisée, et possiblement dégradée (la forte 

diminution du niveau de surface de Tspan15 ne semble pas favorable à un recyclage). 

Il serait intéressant de confirmer cette compétition entre les autres TspanC8 et d’y 

assimiler l’impact d’une délétion d’ADAM10 sur leurs niveaux de surface et leur localisation 

subcellulaire. Cela serait d’autant plus intéressant dans la mesure où plusieurs TspanC8 sont 
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généralement exprimées simultanément au sein des différents types cellulaires, signifiant 

que leur expression sont soumises à de multiples interactions et régulations réciproques dont 

le phénotype final peut avoir des impacts variants sur ADAM10 et sur sa fonction.  

Réflexion sur les tags et leur impact sur leur protéines associées 

Le tag GFP, couplé à l’extrémité C-terminale des TspanC8, a été utilisé au début de ma 

thèse pour les divers avantages qui lui est associé (facilité de tri, du traçage des protéines 

taguées, des expériences de colocalisation et possibilité de faire des immunoprécipitations 

dirigées contre la GFP au lieu d’utiliser des anticorps différents). Néanmoins les expériences 

ont montré une endocytose d’ADAM10 toujours plus faible que dans les cellules non 

transfectées. Cet élément a permis de supposer que la présence du tag GFP sur les TspanC8 

modifie le comportement d’ADAM10 en le stabilisant à la surface des cellules.  

Cette hypothèse a pu être confirmée par l’utilisation de versions sauvages de Tspan5 et 

Tspan15 qui a permis de mettre en évidence des différences avec leurs versions taguées par la 

GFP. Les cellules transfectées par Tspan5 sauvage ont notamment une internalisation 

d’ADAM10 supérieure à celles transfectées par la Tspan5-GFP, corrélée à une augmentation 

moins forte du niveau de surface d’ADAM10. Certaines propriétés de ces tétraspanines ne sont 

pas affectées par l’ajout du tag GFP. Dans les deux conditions, Tspan15 reste un inhibiteur de 

l’internalisation d’ADAM10, mais induit une augmentation plus forte de son niveau de 

surface chez les cellules transfectées par la version GFP, ce qui est cohérent avec un 

renforcement de la stabilisation d’ADAM10 à la surface par la GFP. Tspan15 reste également 

un inhibiteur de la signalisation Notch dans les deux cas de figure. Par ailleurs, la transfection 

de Tspan5 dans les cellules PC3 induit toujours une baisse du niveau membranaire 

d’ADAM10, que ce soit avec la version sauvage ou couplée à la GFP.  

Ces données suggèrent que l’ajout de GFP à l’extrémité C-terminale des TspanC8 induit 

effectivement une stabilisation d’ADAM10 à la surface de la cellule. Ceci pourrait être expliqué 

par la taille considérable de ce tag qui pourrait induire des interactions avec d’autres 

composants ancrés à la membrane, modifier les interactions des protéines taguées avec les 

machineries du trafic ou encore occasionner des agrégations [341].  Cependant la fonction 

d’ADAM10 et le phénotype induit par les TspanC8 taguées semble respecter les mêmes 

tendances concernant l’activité Notch et l’endocytose d’ADAM10, permettant de considérer 
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ces résultats comme source d’inspiration concernant les effets de Tspan14 et Tspan33, encore 

non testés dans leur version non taguée. 

Le cas des TspanC8 fusionnées au tag myc en extrémité N-terminale est différent. Ni 

Tspan5-myc ni Tspan15-myc n’induisent d’augmentation de l’expression d’ADAM10, et 

provoquent une forte internalisation d’ADAM10 associée à un marquage de TspanC8 

intracellulaire conséquent. De plus, l’ajout du tag myc sur le mutant dépalmitoylé de Tspan5 

(Tspan5plm) inhibe la signalisation Notch, à l’inverse des constructions GFP (résultats du 

laboratoire non publiés). Notons que dans ce cas de figure où les images de microscopie 

montrent une accumulation locale de la protéine internalisée, le protocole de quantification 

développé par le laboratoire ne parvient pas à mesurer la fluorescence totale internalisée, du 

fait des limitations du module Spot detector. 

Il reste cependant à déterminer si les différences observées sont dues à la position des tags 

ou à des propriétés plus spécifiques (séquence, taille…). Ces résultats illustrent l’importance 

de travailler avec des molécules non taguées lorsque ceci est possible. Une publication de 

Seipold et al. fait par ailleurs état d’une version taguée myc de Tspan3 (une tétraspanine 

associée à ADAM10 qui ne promeut pas sa maturation) qui s’accumule dans les endosomes 

précoces [135]. Lorsqu’un bon anticorps sera disponible, il sera intéressant de réévaluer la 

localisation subcellulaire de cette tétraspanine et de la comparer à celle de la version taguée 

pour voir si l’ajout de l’étiquette myc modifie le comportement de Tspan3, comme elle a pu le 

faire pour les TspanC8 durant ma thèse.  

Inhibition de la fonction d’ADAM10 par 11G2 

Les expériences réalisées sur les cellules U2OS et PC3 suggèrent que le clivage des 

substrats d’ADAM10 est modifié par l’incubation des cellules avec 11G2. Au sein des cellules 

U2OS, l’incubation de 11G2 durant 20h réduit la signalisation Notch de 70%, le clivage d’APP 

de 40% et le clivage de la N-cadhérine de 45%. Or une étude récente publiée par Seegar et al. 

montre, grâce à la résolution de la structure d’ADAM10 en présence de l’anticorps 11G2, que ce 

dernier se fixe sur le domaine désintégrine de la protéase et ne bloque pas son activité in vitro 

[8]. Une hypothèse pour expliquer les modifications de la fonction d’ADAM10 observées 

durant ma thèse serait que l’internalisation d’ADAM10 induite par l’anticorps, précédemment 

discutée, serait à l’origine d’une baisse de sa fonction. Cette hypothèse est supportée par les 
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données provenant des cellules U2OS, sur lesquelles l’incubation de 11G2 durant 24 heures 

entraîne une réduction du niveau de surface d’ADAM10 de 50%. 

Le fait que les cellules PC3, qui expriment principalement Tspan15, ne montrent après une 

incubation de 20h avec 11G2 qu’une très faible modification du clivage d’APP et aucune de la 

N-cadhérine renforce cette hypothèse. Ces données sont de plus corrélées à une réduction de 

seulement 15% du niveau d’ADAM10 sur 24 heures. La faible modification du niveau 

d’ADAM10 sur les cellules PC3 peut être expliquée par l’expression de Tspan15 agissant en 

inhibiteur de son internalisation, ce qui est confirmé par les cellules HeLa transfectées par 

Tspan15.  

Ces données montrent que la stimulation de l’endocytose d’ADAM10 par l’anticorps 11G2 

dans un contexte permissif, inhibe sa fonction à travers une baisse de sa disponibilité à la 

membrane plasmique. Cette nouvelle propriété découverte pour 11G2 ouvre de nouvelles 

perspectives concernant le ciblage et la régulation d’ADAM10. Il serait également intéressant 

d’étudier l’impact du ciblage de Tspan5 et Tspan15 par plusieurs anticorps sur la fonction 

d’ADAM10. 

Implications sur la fonction d’ADAM10 

ADAM10 est impliqué, de part son action de clivage, dans un grand nombre de processus 

biologiques. Son rôle majeur dans la signalisation Notch et son implication dans plusieurs 

maladies rend l’étude de la régulation de sa fonction intéressante à la fois sur le plan 

fondamental et clinique.  

Lors de ma thèse, deux mécanismes distincts d’inhibition de la signalisation Notch sont 

mis au jour et peuvent être comparés. Le premier repose sur l’expression de Tspan15, inhibant 

l’endocytose d’ADAM10 et modifiant sa compartimentation membranaire, dont le 

mécanisme exact d’inhibition reste encore à découvrir. Le second est basé sur l’induction de 

l’internalisation d’ADAM10 via la fixation de l’anticorps 11G2, réduisant la disponibilité de la 

protéase à la surface de la cellule pour cliver le récepteur Notch. Ces deux moyens d’inhiber la 

signalisation Notch donnent des indications sur le fonctionnement de cette voie de 

signalisation.  

A ce sujet, une étude a récemment été démontré que l’inhibition de l’endocytose de Notch1 

réduit sa colocalisation avec ADAM10 et son clivage subséquent, suggérant ainsi que ce clivage 

pourrait avoir lieu dans un compartiment intracellulaire [110]. La découverte que Tspan5 et 
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Tspan15 sont des régulateurs positifs et négatifs de l’endocytose d’ADAM10 et de la 

signalisation Notch semble cohérent avec cette hypothèse. Néanmoins, mais la disponibilité 

d’ADAM10 à la membrane semble être nécessaire à son fonctionnement, comme suggéré par 

la réduction des niveaux membranaires d’ADAM10 par l’incubation de 11G2 et d’autres études 

récentes [108]. De plus, le fait que les chimères C-terminales de Tspan5 perdent leur capacité 

à stimuler l’endocytose d’ADAM10 sans devenir des régulateurs négatifs de la signalisation 

Notch renforce cette hypothèse. Notons néanmoins que l’inhibition de l’internalisation 

d’ADAM10 par ces chimères n’est cependant pas aussi forte que chez les cellules transfectées 

par la version sauvage de Tspan15 de même qu’elles n’augmentent pas l’expression d’ADAM10 

au même niveau.  

Une régulation positive de la fonction d’ADAM10 pourrait avoir des impacts cliniques 

intéressants. Par exemple, le récepteur Notch3 est impliqué dans la maladie nommée 

CADASIL, une artériopathie cérébrale conduisant à une microangiopathie et un déficit de 

l’irrigation et dont les mutations atteignent une prévalence de 3,4/1000 [342]. Si le mécanisme 

moléculaire de cette maladie n’est pas entièrement connu et pourrait varier selon les 

mutations impliquées, il a été proposé que plusieurs mutations dans le domaine EGF de 

Notch3 induisent une agrégation du récepteur conduisant à une activité néomorphique 

toxique et la perte du signal Notch [343]. Récemment, une publication a montré comment la 

modulation du signal Notch pouvait permettre de réduire ces syndromes, notamment grâce à 

l’utilisation d’un anticorps agissant comme un agoniste du récepteur [344]. L’expression de 

Tspan5, en tant que régulateur positif de la signalisation Notch, pourrait de la même manière 

être intéressante pour la lutte contre les symptômes liés à cette maladie.  

Enfin l’inhibition de la fonction d’ADAM10, dépendant du contexte en TspanC8, pourrait 

avoir un intérêt thérapeutique. Des expériences précédemment réalisées au laboratoire ont 

montré que les anticorps anti-Tspan5 TS5-2 TS5-3, se fixant sur la LEL de Tspan5, inhibent 

également la signalisation Notch [227]. L’anticorps TS5-1r, qui ne reconnait que la fraction 

libre de Tspan5, n’a quant à lui aucun impact sur la fonction d’ADAM10 [227]. Ces résultats 

montrent qu’il est également possible de modifier la fonction d’ADAM10 en ciblant les 

TspanC8. Tout d’abord, la signalisation Notch peut être impliquée dans certaines tumeurs à 

forte expression d’ADAM10, et est suspectée de favoriser la transition épithélio-

mésenchymateuse et est retrouvée sous une forme active dans certaines leucémies [26]. 

L’utilisation des anticorps 11G2, TS5-2 ou TS5-3 pour réduire la signalisation Notch pourrait 

être une piste afin de réduire la progression tumorale. 
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Le ciblage de Tspan5 et 15 ou l’utilisation de l’anticorps 11G2 peuvent se révéler également 

intéressant dans les travaux visant à minimiser l’impact des maladies à prion. Le clivage de la 

protéine prion par ADAM10 favorise sa dispersion dans les tissus cérébraux à la fois dans les 

contextes sains et pathologiques [63]. Dans ce dernier cas, l’inhibition d’ADAM10 pourrait 

permettre de limiter la production de protéine toxique soluble et restreindre ainsi la 

progression de la maladie. Enfin, concernant la maladie d’Alzheimer, la régulation positive 

du clivage d’APP par Tspan5 et Tspan15 pourrait être une piste intéressante afin d’étudier 

comment, grâce à la régulation par les tétraspanines, la production de peptide amyloïde Aβ 

pourrait être diminuée au profit de la production de fragments non toxiques [136]. 
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Conclusion 

Dans des études antérieures, le laboratoire a montré que les tétraspanines TspanC8 ont la 

capacité d’interagir directement avec la protéase ADAM10 et d’en réguler l’expression, la 

localisation cellulaire, la compartimentation membranaire ainsi que son activité. Les travaux 

de recherche réalisés durant ma thèse ont contribué à découvrir de nouveaux modes de 

régulation d’ADAM10 par les TspanC8 et à en détailler les interactions et les mécanismes 

(synthèse schématique en Figure 64).  

En premier lieu, il a été mis en évidence que deux TspanC8, Tspan5 et Tspan15, régulent 

différentiellement le trafic d’ADAM10 en modulant son endocytose de manière 

respectivement positive et négative. Cette découverte repose notamment sur l’établissement 

d’un protocole expérimental original basé sur la microscopie confocale et à la création d’une 

méthode de quantification informatique reproductible, accessible et modulable. Elle a 

également pu être corroborée grâce au recoupement de plusieurs approches expérimentales 

dont la cytométrie en flux et l’immunoprécipitation, sur des modèles cellulaires exprimant 

des niveaux endogènes différents de Tspan5 et Tspan15 ainsi que sur des lignées cellulaires 

sur-exprimant ou déplétées (grâce à la technologie CRISPR-Cas9) pour ces TspanC8.  

En accord avec cette découverte, il a été démontré qu’ADAM10 est plus stable en présence 

de Tspan15 que de Tspan5 à la surface des cellules et pour sa demi-vie. La stabilité de Tspan15 

semble par ailleurs nécessiter la présence ADAM10. D’autre part, une compétition entre les 

niveaux endogènes de Tspan5 et Tspan15 pour l’association à ADAM10 a pu être démontrée. 

Cette découverte est importante dans la mesure où la protéase devient facteur limitant dont 

l’activité dépend de cette compétition dont l’équilibre peut être modulé par l’ajout ou la 

suppression d’une TspanC8. D’un point de vue mécanistique, des expériences utilisant des 

chimères de TspanC8 ont permis de démontrer que le domaine C-terminal de Tspan5 et de 

Tspan15 participe, sans être l’unique responsable, à ces effets différentiels. 

Les recherches réalisées lors de cette thèse ont également souligné l’importance de 

travailler avec les protéines endogènes. Les expériences réalisées avec des TspanC8 couplées 

à de la GFP ont pu mettre en évidence des différences avec les versions sauvages des TspanC8, 
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notamment au niveau de leur expression membranaire et de leur impact sur l’endocytose 

d’ADAM10. Ces différences se sont révélées plus grandes encore avec l’utilisation du tag myc.  

L’impact de l’utilisation d’un anticorps sur les processus membranaires a également pu 

être exploré. L’anticorps anti-ADAM10 11G2, régulièrement utilisé au sein de ces travaux, et 

son incubation avec les cellules modifie la fonction d’ADAM10 sans être un inhibiteur de son 

activité in vitro mais accélère son endocytose, réduisant les niveaux membranaires et menant 

à une diminution de son activité. Ces résultats appellent à prendre en considération les 

potentiels biais expérimentaux découlant de l’utilisation d’anticorps et offrent une nouvelle 

voie de modification de l’activité d’ADAM10 dont il serait intéressant d’observer le potentiel 

thérapeutique, notamment sur la signalisation Notch et les pathologies impliquant ADAM10 

telles que la maladie d’Alzheimer, les maladies à prion ou CADASIL.  

Enfin, des résultats préliminaires concernant le mécanisme d’internalisation d’ADAM10 

ont permis de déterminer que la dynamine, une GTPase essentielle à plusieurs voies 

d’internalisation dont celle dépendant de la clathrine, contribue à l’endocytose d’ADAM10 

dans un type cellulaire exprimant les TspanC8 Tspan14 et Tspan5, concordant avec des études 

antérieures montrant qu’ADAM10 est internalisé de manière dépendant de la clathrine. Un 

approfondissement de ces recherches pourrait permettre d’étudier si ce mécanisme change 

en fonction des TspanC8 exprimées. 

Cette thèse met en lumière la régulation de la fonction d’ADAM10 à travers son 

internalisation contrôlée par la compétition de deux TspanC8, dont la stabilité membranaire 

d’au moins l’une d’elles est réciproquement régulée par cette protéase. L’élargissement de ces 

découvertes aux autres TspanC8 offrirait un aperçu intéressant de la diversité des régulations 

offertes par plusieurs tétraspanines à un même partenaire qui, de plus, est un acteur 

important du développement et est impliqué dans plusieurs pathologies dont la maladie 

d’Alzheimer et plusieurs cancers. 
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Figure 64 – Schémas synthétiques du travail de thèse 

A. Tspan5 et Tspan15 permettent la sortie du RE, mais ont un effet différentiel sur la fonction d’ADAM10 dû à 
des effets opposés sur la compartimentation d’ADAM10 et sur son endocytose. En présence de Tspan5, 
ADAM10 interagit avec les composants classiques du tetraspanin web et est endocyté. En présence de 
Tspan15, ADAM10 est stabilisé à la membrane et n’interagit plus avec les composants classiques du 
tetraspanin web. B. L’anticorps 11G2 permet d’inhiber partiellement la fonction d’ADAM10 en accélérant son 
endocytose, réduisant sa disponibilité à la membrane. Ceci impacte le clivage des cibles d’ADAM10 et pourrait 
avoir un potentiel intérêt thérapeutique.  
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TspanC8 tetraspanins differentially regulate ADAM10
endocytosis and half-life
Etienne Eschenbrenner1,2, Stéphanie Jouannet1,2, Denis Clay2,3 , Joëlle Chaker1,2, Claude Boucheix1,2 , Christel Brou4 ,
Michael G Tomlinson5 , Stéphanie Charrin1,2 , Eric Rubinstein1,2

ADAM10 is a transmembrane metalloprotease that is essential for
development and tissue homeostasis. It cleaves the ectodomain
of many proteins, including amyloid precursor protein, and plays
an essential role in Notch signaling. ADAM10 associates with six
members of the tetraspanin superfamily referred to as TspanC8
(Tspan5, Tspan10, Tspan14, Tspan15, Tspan17, and Tspan33), which
regulate its exit from the endoplasmic reticulum and its substrate
selectivity. We now show that ADAM10, Tspan5, and Tspan15 in-
fluence each other’s expression level. Notably, ADAM10 un-
dergoes faster endocytosis in the presence of Tspan5 than in the
presence of Tspan15, and Tspan15 stabilizes ADAM10 at the cell
surface yielding high expression levels. Reciprocally, ADAM10
stabilizes Tspan15 at the cell surface, indicating that it is the
Tspan15/ADAM10 complex that is retained at the plasma mem-
brane. Chimeric molecules indicate that the cytoplasmic domains
of these tetraspanins contribute to their opposite action on
ADAM10 trafficking and Notch signaling. In contrast, an unusual
palmitoylation site at the end of Tspan15 C-terminus is dis-
pensable. Together, these findings uncover a new level of ADAM10
regulation by TspanC8 tetraspanins.

DOI 10.26508/lsa.201900444 | Received 31 May 2019 | Revised 20 November
2019 | Accepted 21 November 2019 | Published online 2 December 2019

Introduction

Many cell and developmental processes are regulated by a pro-
teolytic cleavage of membrane-anchored proteins in their extra-
cellular region, a process referred to as ectodomain shedding. Several
proteases have been shown to be involved in this process, including
several members of the ADAM (a disintegrin and metalloprotease
domain) family of membrane-anchored metalloproteases (Blobel,
2005; Saftig & Reiss, 2011; Lichtenthaler et al, 2018). ADAM10 is one of
the most extensively characterized ADAM proteases. It mediates the
ectodomain shedding of dozens of transmembrane proteins, including

adhesion proteins such as E- and N-cadherins, growth factor
precursors, and cytokines (Saftig & Reiss, 2011). ADAM10-mediated
cleavage of the amyloid precursor protein prevents the formation
of the amyloid peptide Aβ, a major component of amyloid plaques
observed in Alzheimer’s disease (Saftig & Lichtenthaler, 2015).
ADAM10 also plays an essential role in Notch signaling. Binding of a
Notch ligand to the receptor allows sequential cleavage by ADAM10
and the γ-secretase complex, resulting in the release of Notch
intracellular domain and its translocation to the nucleus where it
regulates the transcription of Notch target genes (Bozkulak &
Weinmaster, 2009; Kopan & Ilagan, 2009; van Tetering et al, 2009;
Groot et al, 2014). Importantly, ADAM10-deficient mice die during
development, and its tissue-specific ablation yields abnormalities
in various organs that are associated with a defect in Notch sig-
naling (Saftig & Lichtenthaler, 2015; Dempsey, 2017; Alabi et al, 2018;
Lambrecht et al, 2018).

The activity of ADAM10 is regulated by both intrinsic properties
and extrinsic factors. ADAM metalloproteases are synthesized as
zymogens that remain catalytically inactive until the prodomain is
released after cleavage by pro-protein convertases during trans-
port to the cell surface (Blobel, 2005; Saftig & Reiss, 2011; Lichtenthaler
et al, 2018). The recent crystal structure of the entire ADAM10
ectodomain revealed that the disintegrin and cysteine-rich do-
mains envelope the metalloproteinase domain, concealing the
active site of the enzyme and probably restricting substrate access
and preventing broad-spectrum activity of the mature protease at
the cell surface (Seegar et al, 2017). In addition, ADAM10 activity and
substrate selectivity is regulated by a number of interacting pro-
teins (Vincent, 2016), including several members of the tetraspanin
superfamily.

Tetraspanins are expressed by all metazoans and are charac-
terized by four transmembrane domains that flank two extracel-
lular domains of unequal size, conserved key residues, and a
specific fold of the large extracellular domain. Genetic studies in
humans or mice have shown their key role in a number of phys-
iological processes, including immunity, vision, kidney function,
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reproduction, muscle regeneration, and mental capacity (Hemler,
2003; Charrin et al, 2009, 2014). A major feature of thesemolecules is
their association with many other integral proteins, thus building a
dynamic network of interactions referred to as the “tetraspanin
web” or tetraspanin-enriched microdomains (Hemler, 2003; Charrin
et al, 2009, 2014). Inside this network, tetraspanins interact directly
with a limited number of partner proteins to form primary com-
plexes which associate with one another. We and others have
recently demonstrated that ADAM10 has six tetraspanin partners
(Tspan5, Tspan10, Tspan14, Tspan15, Tspan17, and Tspan33) which
mediate its exit from the ER and belong to a subgroup of tetra-
spanins having eight cysteines in the largest of the two extracellular
domains and referred to as TspanC8 (Dornier et al, 2012; Haining
et al, 2012; Prox et al, 2012). The regulation of ADAM10 trafficking by
TspanC8 tetraspanins is evolutionary conserved because Tsp-12 in
Caenorhabditis elegans and the three Drosophila TspanC8 tetra-
spanins regulate ADAM10 subcellular localization in vivo (Dornier
et al, 2012; Wang et al, 2017).

The regulation of ADAM10 by tetraspanins has important con-
sequences for Notch signaling. Mutations of the TspanC8 tetra-
spanin Tsp-12 in C. elegans genetically interacted with Notch or
ADAM10 mutations (Dunn et al, 2010). In addition, depletion of
the three Drosophila TspanC8 tetraspanins impaired several
Notch-dependent developmental processes and Notch activity
in vivo (Dornier et al, 2012). Importantly, depletion of only one or
two of the Drosophila TspanC8 produced only mild defects,
suggesting that these tetraspanins compensate for one another.
In mammals, Tspan5 and Tspan14, which are with Tspan17 the
more closely related to Tsp-12 and Drosophila TspanC8, were
also shown to be positive regulators of Notch signaling (Dornier
et al, 2012). In contrast, Tspan15 was shown to be a negative
regulator (Jouannet et al, 2016) and the effect of Tspan33 varied
among studies (Dunn et al, 2010; Jouannet et al, 2016; Ruiz-Garcia
et al, 2016). More generally, TspanC8 tetraspanins have a dif-
ferent impact on the cleavage of various ADAM10 substrates
(Matthews et al, 2017; Saint-Pol et al, 2017b). Notably, only
Tspan15 seems to be required for ADAM10-mediated N-cad-
herin shedding (Prox et al, 2012; Jouannet et al, 2016; Noy et al,
2016; Seipold et al, 2017).

Comparing the properties of ADAM10 differentially regulated by
different TspanC8 tetraspanins will give clues on how tetraspanins
regulate ADAM10 substrate selectivity. Using ADAM10 deletion
mutants and ADAM10 chimeras with ADAM17, the most closely re-
lated ADAM to ADAM10, Noy et al (2016) have shown that TspanC8
engage ADAM10 in subtly different ways, which led the authors
suggest that they might direct substrate specificity by constraining
ADAM10 into defined conformations (Noy et al, 2016). We have also
shown that Tspan5 and Tspan15 influence ADAM10 membrane
compartmentalization, with Tspan5 promoting and Tspan15 restricting
ADAM10 interaction with the tetraspanin web (i.e., with other
tetraspanins and tetraspanin-associated molecules) (Jouannet
et al, 2016), suggesting that the interaction of ADAM10 with the
tetraspanin webmay favor the cleavage of discrete substrates and
prevents the cleavage of others. We now demonstrate that al-
though both Tspan5 and Tspan15 target ADAM10 to the plasma
membrane, they have an opposite effect on ADAM10 endocytosis
and turnover.

Results

As evidenced in the current study, the result of manipulating the
expression level of a given TspanC8 tetraspanin depends on the
TspanC8 repertoire. This is why we use three different cellular
models of known TspanC8 repertoires. U2OS cells express Tspan5
and Tspan14, PC3 cells express Tspan5 and Tspan15, and HeLa cells
express only a low level of Tspan14, and this low overall expression
level of TspanC8 tetraspanins results in a substantial retention of
ADAM10 in the ER (Dornier et al, 2012; Jouannet et al, 2016) (Table 1).

Evidence that Tspan5 and Tspan15 have a different impact on
ADAM10 trafficking, half-life, and molecular interactions

We have previously demonstrated that transfection of GFP-tagged
Tspan5 and Tspan15 in U2OS cells induces an increase in ADAM10
surface expression levels of three and five times, respectively
(Jouannet et al, 2016). Surprisingly, expression of untagged Tspan5
in a Tspan5/Tspan15–positive cell line (PC3) led to a 40% reduction
of ADAM10 surface levels, whereas overexpression of Tspan15 had
no effect (Fig 1A and Table 1). There was no change in ADAM10 gene
expression as determined by RT-qPCR (data not shown). We were
concerned that the GFP tag could modify to some extent of the
properties of these tetraspanins and transfected the untagged
Tspan5 and Tspan15 in U2OS cells, which express Tspan5 and Tspan14
but not Tspan15. Both tetraspanins were expressed at the cell surface
and in an intracellular compartment (Figs 1B and S1A). ADAM10
colocalized with Tspan5 but not with Tspan15 inside the cells (Fig
S1B). Contrasting to our previous observations using GFP-tagged

Table 1. Expression of Tspan5, Tspan14, and Tspan15 in the three cell
lines used in the study and consequence of the manipulation of Tspan5
and Tspan15 expression levels on ADAM10 surface expression and
endocytosis.

PC3 U2OS HeLa

Surface expression in WT cell lines

ADAM10 ++ ++ +

Tspan5 + + 0

Tspan15 ++ 0 0

Tspan14 0 ++ +

ADAM10 surface expression

Tspan5 transfection ↓ = ↑

Tspan15 transfection = ↑↑ ↑

KO Tspan5 = = NA

KO Tspan15 ↓ NA NA

ADAM10 endocytosis

Tspan5 transfection ↑ ↑ =

Tspan15 transfection = ↓ ↓

KO Tspan5 = ↓ NA

KO Tspan15 ↑ NA NA

The expression level of Tspan14 is only determined at the RNA level. NA, not
applicable.
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Figure 1. Opposite effect of Tspan5 and Tspan15 on ADAM10 expression level and turnover.
(A, B) Flow cytometry analysis of the surface expression of ADAM10, Tspan5, Tspan15, and CD81 in PC3 (A) or U2OS (B) cells transfected or not with Tspan5 or Tspan15.
(C)Western blot analysis of ADAM10, Tspan5, Tspan15, and CD81 expression in U2OS cells transfected or not with Tspan5 or Tspan15. (D) U2OS cells transfected or not with
Tspan5 or Tspan15 were lysed in the presence of Brij 97 and divalent cations to preserve tetraspanin to tetraspanin interactions, before immunoprecipitation of ADAM10 or
CD81. The composition of the complexes was analyzed by Western blot. The proform (p.) of ADAM10 is indicated by an arrow. (E) U2OS cells transfected or not with
Tspan5 or Tspan15 were incubated for the indicated time with 100 μg/ml cycloheximide (CHX) before lysis. For increased sensitivity, the amount of ADAM10 present in the
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molecules, if untagged Tspan15 stimulated a large increase in ADAM10
surface levels (>5 times), untagged Tspan5 had little effect on ADAM10
surface levels (Fig 1B and Table 1). Western blot analysis showed that
Tspan15, but not Tspan5, induced a large increase in total ADAM10
expression level in U2OS cells (Fig 1C). This increase in ADAM10 protein
level was not associated with a change in mRNA levels (data not
shown). Co-immunoprecipitation experiments showed that despite a
higher expression level after Tspan15 transfection, ADAM10 was pro-
portionally less associated with canonical tetraspanins such as CD9
and CD81, which is consistent with the lack of co-immunoprecipitation
of Tspan15 with CD81 (Fig 1D). In contrast, Tspan5 was readily co-
immunoprecipitated with CD81 and increased the association of
ADAM10with CD9 and CD81. Of note, ADAM10 is synthesized as a 100-kD
zymogen that undergoes removal of the prodomain by pro-protein
convertases in the Golgi to yield the mature 67-kD ADAM10 molecule.
The expression of Tspan5 or Tspan15 did not reduce the level of
ADAM10 proform, indicating that in U2OS cells, the amount of TspanC8
is not limiting for the exit of ADAM10 from the ER. In addition, in the
ADAM10 IP, the apparent MW of the ectopically expressed Tspan5 is
higher than that of endogenous Tspan5 (Fig 1D). This is most likely
because the bulk of Tspan5 in transfected cells does not directly
associate with ADAM10, which limits the glycosylation of the fraction of
Tspan5 to which it directly associates (Saint-Pol et al, 2017a). This is
substantiated by the finding that a large fraction of surface Tspan5 in
U2OS/Tspan5 cells is recognized by TS5-1r, an antibody that only
recognizes the free pool of Tspan5 (Fig S1D). Finally, Tspan5 was no
longer detected in the ADAM10 IP in Tspan15-transfected cells, sug-
gesting that ectopically expressed Tspan15 competes with Tspan5 for
the interactionwith ADAM10. Again, this is substantiated by an increase
in the binding of TS5-1r (Fig S1D).

The large increase in ADAM10 levels observed after Tspan15 ex-
pression is due at least in part to the stabilization of ADAM10 mol-
ecules. Indeed, whereas the half-life of ADAM10 after blocking protein
synthesis by cycloheximide was less than 8 h in U2OS or Tspan5-
transfected cells, more than 80% of the initial pool was still present in
Tspan15-transfected cells after 8 h of treatment (Fig 1E). CD9 decaywas
similar in parental and transfected U2OS cells, with more than 80% of
CD9 remaining after 8 h of cycloheximide treatment.

ADAM10 is variably internalized in different cell lines

The different impact of Tspan5 and Tspan15 on ADAM10 surface
levels could be explained by a different residence time at the cell
surface. To measure with minimal variations the rate of ADAM10
endocytosis, we incubated the cells for 1 h at 37°C with the anti-
ADAM10mAb 11G2 coupled to DyLight 650. After fixation or cooling to
4°C, the surface pool was then labelled with an anti-mouse polyclonal
antibody coupled to another fluorochrome before confocal micros-
copy analysis. In the images, the internalized fraction not labelled by
the secondary antibody appears in green, whereas the surface fraction
appears in yellow/orange (see Fig 2B for a first example). The surface
labelling is used to generate a mask in Icy imaging software, which

allows the surface pool to be removed from theDyLight 650 image and
quantification of the endocytosed fraction. The fraction of ADAM10
internalized after 1 h incubation at 37°C varied according to the cell
line studied ranging from3% in PC3 cells to 18% inU2OS cells (Fig 2A). It
was notably lower in cells expressing Tspan15 (PC3 and A549) than in
the three other cell lines tested (U2OS, HeLa, and HCT116). In U2OS
cells, the endocytosed fraction of ADAM10 was targeted to CD63-
positive compartments, which include late endosomes and lyso-
somes (Fig 2C). A comparison with other surface molecules showed
that the internalization rate of ADAM10 in U2OS cells was similar to
that of CD81 and intermediate between that of the tetraspanins CD9
and CD63 (data not shown), the latter being known to undergo fast
endocytosis at the plasma membrane (Pols & Klumperman, 2009).

Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis
in PC3 and U2OS cells

We then analyzed whether Tspan5 and Tspan15 could modulate
ADAM10 endocytosis. As shown in Fig 2B, transfection of Tspan5 in
U2OS cells stimulated ADAM10 endocytosis, whereas very little
endocytosed ADAM10 could be observed in U2OS/Tspan15 cells (Fig
2B and Table 1). In addition, expression of Tspan5 in PC3 cells
stimulated ADAM10 endocytosis twofold, whereas overexpression
of Tspan15 had no significant effect (Fig S2 and Table 1).

Antibodies to the ectodomain of proteins that traffic through the
plasma membrane can bind to their target, even if the passage
at the plasma membrane is transient (Lippincott-Schwartz &
Fambrough, 1986) and are internalized with their target molecule.
Thus, if ADAM10 associated with Tspan5 (ADAM10Tspan5) undergoes
faster internalization than ADAM10Tspan15 after reaching the plasma
membrane, an anti-ADAM10 mAb added to the medium at 37°C
should accumulate more rapidly inside the cells in Tspan5-
positive/Tspan15-negative cells. We incubated U2OS cells at 37°C
with the DyLight 650–labelled ADAM10 mAbs for different times.
After detachment, the cells were incubated with a PE-labelled
secondary reagent, and the fluorescence was measured by flow-
cytometry. DyLight 650 fluorescence measures the total pool of
ADAM10 having passed through the plasma membrane (either still
present or endocytosed) and the PE fluorescence the surface
ADAM10 fraction. As shown in Fig 2D (left), the DyLight 650 fluo-
rescence of parental U2OS cells or cells transfected with Tspan5
and incubated at 37°C with the ADAM10 mAb increased continu-
ously over time, reaching after 4 h of incubation a level four times
higher than that observed after labelling the cells at 4°C. Because
there was no concomitant increase in ADAM10 surface levels (but
instead a decrease, Fig 2D middle), the vast majority of this signal
was intracellular and corresponded to internalized mAbs (Fig 2D,
right). In contrast, the fluorescence of Tspan15-transfected cells
was quite stable, indicating that a minor fraction of ADAM10 was
internalized in these cells. After 20 h of incubation, the DyLight 650
staining of parental U2OS cells or Tspan5-transfected cells was of
the same magnitude as that of Tspan15-transfected cells (Fig 2E),

lysates was determined after immunoprecipitation. The level of CD9 was determined by Western blotting on the lysates. On the right is shown a quantification of the
levels of ADAM10 and CD9 according to the time of treatment. Data were statistically analyzed by a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparisons test (*P <
0.05, compared with WT, n = 4).
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Figure 2. Tspan5 and Tspan15 have an opposite effect on ADAM10 endocytosis in U2OS cells.
(A) Quantification of ADAM10 endocytosis in various cell lines after incubation for 1 h with 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb, using the confocal
microscopy protocol. (B) U2OS cells transfected or not with Tspan5 or Tspan15 were incubated for 1 h with 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb (green). After
fixation, the surface pool of ADAM10 (red) was stained using an Alexa488-labelled secondary reagent. The intracellular pool is not labelled by the secondary reagent and,
therefore, appears in green. A quantification is shown on the right. Data were statistically analyzed by a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparisons
test (*P < 0.05 and **P < 0.01 compared with WT, n = 5). Bar: 10 μm. (C) U2OS cells were incubated for 1 h with 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb (green). After

Tetraspanins regulate ADAM10 endocytosis Eschenbrenner et al. https://doi.org/10.26508/lsa.201900444 vol 3 | no 1 | e201900444 5 of 19

https://doi.org/10.26508/lsa.201900444


indicating that in this time interval, a similar amount of ADAM10 had
reached the membrane in all cells. Thus, the ADAM10 cell surface
expression level at steady state is a poor reflection of the overall
amount of ADAM10 having passed through the plasma membrane.

In HeLa cells, Tspan5 and Tspan15 also differentially regulate
ADAM10 endocytosis and half-life

To validate the previous findings in a different cell model, Tspan5
and Tspan15 were also expressed in HeLa cells. Both tetraspanins
induced a similar twofold increase in ADAM10 surface expression
levels (Fig 3A and Table 1). Again, in this model, Tspan15 inhibited
ADAM10 endocytosis (Fig 3B). The absolute amount of ADAM10
endocytosed in Tspan5-transfected HeLa cells was higher than in
parental cells, but the percentage of endocytosed ADAM10 was not
significantly different. A large fraction of the endocytosed ADAM10
colocalized with Tspan5, suggesting that both proteins are endo-
cytosed together (Fig 3C).

So far, the data show that Tspan15 expression is associated with
both a higher stability and a diminished endocytosis of ADAM10. We
reasoned that if the higher stability of the protein is a consequence
of the stabilization at the cell membrane, the surface pool of
ADAM10 should be more stable in the presence of Tspan15. To
address this question, surface proteins were labelled with biotin,
and the cells were incubated at 37°C for 15 h before lysis, or lysed
directly to determine the initial level of surface protein. ADAM10
and CD81 were then immunoprecipitated, and the level of biotin-
labelled protein was determined using streptavidin blotting (Fig
3D). As a control, the same membrane was probed with a CD81 or
an anti-ADAM10 mAb. The level of biotin-labelled ADAM10 was
reduced after 15 h by ~40–50% in HeLa cells and in HeLa/Tspan5
cells, but by less than 20% in HeLa/Tspan15 cells. In contrast, in
both cell lines, the initial pool of CD81 was decreased by ~80%
(Fig 3D). These data indicate that the surface pool of ADAM10 is
more stable in the presence of Tspan15 than in the presence of
Tspan5.

Endogenous Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10
endocytosis and stability

The preceding data showing that Tspan5 and Tspan15 differentially
regulate ADAM10 trafficking and turn-over were obtained using
transfected cells. To analyze the impact of endogenous Tspan5 and
Tspan15, we generated Tspan5 and Tspan15 KO cells using the
CRISPR/Cas9 gene editing technology.

In a first model, ablation of Tspan5 in U2OS cells did not modify
ADAM10 surface levels, but reduced its internalization rate by 50%,
further suggesting that Tspan5 stimulates ADAM10 endocytosis (Fig 4).

In PC3 cells, Tspan15 KO decreased ADAM10 surface level by 75%,
whereas Tspan5 KO had little effect (Fig 5A). This was associated
with a decrease in the total level of ADAM10, as shown by Western
blot (Fig 5B) and with a slight increase in the intracellular pool of
ADAM10 (Fig S3). This decrease in the total level of ADAM10 was not
associated with a decrease in ADAM10 mRNA levels (data not
shown) and was due at least in part to a shorter ADAM10 half-life
(more than 8 h in PC3 cells versus less than 4 h in Tspan15 KO cells), as
shown after cycloheximide treatment (Fig 5B). This was associated
with an increased ADAM10 endocytosis rate, as shown by confocal
microscopy and the time-dependent accumulation of the ADAM10
mAb inside the cells in Tspan15 KO cells, but not in parental cells (Fig
5C and D and Table 1). After 20-h incubation with the anti-ADAM10
mAb, the staining of Tspan15 KO PC3 cells was similar to that of
parental and Tspan5 KO cells (Fig 5E), indicating that a similar amount
of ADAM10 trafficked through the plasma membrane during this time
period.

Endogenous Tspan5 and Tspan15 compete for the interaction with
ADAM10

Fig 5A shows that the ablation of Tspan15 in PC3 cells was asso-
ciated with a higher Tspan5 surface expression level. To further
investigate the relationship between ADAM10 and the two TspanC8
tetraspanins, we performed immunoprecipitations after cell lysis
using either digitonin or Brij 97, two conditions that preserve the
interaction of ADAM10 with TspanC8 tetraspanins (Fig 6). We used
two different anti-Tspan5 mAbs: one recognizes Tspan5 whether it
associates with ADAM10 or not (TS5-2), and the other one only
recognizes the fraction of Tspan5 not associated with the protease
(TS5-1r) (Saint-Pol et al, 2017a). In parental PC3 cells, after Brij 97
lysis, the anti-Tspan5 mAb TS5-2 immunoprecipitated and recog-
nized by Western blot a 25–35-kD diffuse band, which was rein-
forced at ≈25 and 27 kD. The ≈25-kD band corresponds to a fraction
of Tspan5 retained in the ER, not associated with ADAM10 as it was
immunoprecipitated with TS5-1r and not with the anti-ADAM10 mAb
(Saint-Pol et al, 2017a). A similar pattern was observed after digitonin
lysis, except that there was no reinforcement at 25 kD. TS5-1r only
immunoprecipitated the lower MW forms of Tspan5 (Fig 6).

The anti-Tspan5 mAbs TS5-2 immunoprecipitated only a small
fraction of mature ADAM10 in parental cells. In contrast, most
mature Tspan5 is associated with ADAM10, as shown by the com-
parison of the ADAM10 and TS5-2 IPs and by the lack of immu-
noprecipitation of the upper forms with TS5-1r (Fig 6).

There was more Tspan5 in the Tspan5 IP from Tspan15 KO cells
(Fig 6), consistent with the higher surface expression level observed
by flow-cytometry (Fig 5A). Despite a higher expression level, no
Tspan5 could be immunoprecipitated with TS5-1r, which was

fixation, the cells were labelled in the presence of saponin with a CD63 mAb coupled to DyLight 550 (red). Bar: 10 μm. (D) U2OS cells transfected or not with Tspan5 or
Tspan15 were incubated for the indicated timewith 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10mAb. After detachment, the surface pool of ADAM10 was stained using a PE-
labelled secondary reagent before flow cytometry analysis. The left and middle graphs show the evolution in time of DyLight 650 and PE fluorescence relative to cells
stained at 4°C after detachment. The graph on the right shows an estimate of the amount of endocytosed ADAM10 in relation to the pool present at the cell surface in
the corresponding untreated cells labelled at 4°C after detachment. Data were statistically analyzed by a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparisons
test (*P < 0.05; **P < 0.01; ****P < 0.0001 compared with WT, n = 4). Note that the error bars in this panel may not be visible for all samples at the scale used. (E) U2OS cells
transfected or not with Tspan5 or Tspan15 were incubated or not for 20 h with 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb. The graph shows the mean of the
relative DyLight 650 fluorescence intensities in two experiments ± range (100 = intensity of untreated parental U2OS cells stained after detachment).
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consistent with the disappearance of the ≈25-kD band (after Brij 97
lysis) (Fig 6), and which indicates that most Tspan5 had left the ER
and associated with ADAM10 in Tspan15 KO cells. Despite a reduced
expression level of themature form of ADAM10, Tspan5 was strongly

co-immunoprecipitated with ADAM10, and reciprocally TS5-2 co-
immunoprecipitated a higher fraction of ADAM10 (Fig 6). Altogether,
these data indicate that endogenous Tspan15 competes with Tspan5
for the association with ADAM10 and that the ablation of Tspan15

Figure 3. Tspan5 and Tspan15 have a
different effect on ADAM10
endocytosis in HeLa cells.
(A) Flow cytometry analysis of the surface
expression of ADAM10, Tspan5, and
Tspan15 in HeLa cells transfected or not
with Tspan5 or Tspan15. (B) HeLa cells
transfected or not with Tspan5 or
Tspan15 were incubated for 1 h with 10
μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10
mAb (green). After fixation, the surface
pool of ADAM10 (red) was stained using
an Alexa488-labelled secondary reagent.
The intracellular pool is not labelled by
the secondary reagent and, therefore,
appears in green. A quantification of
ADAM10 endocytosis is shown on the
right. Data were log-transformed before
statistical analysis using a repeated
measure one-way ANOVA followed by a
Dunnett’s multiple comparisons test
(****P < 0.0001 compared with WT, n = 8).
Bar: 10 μm. (C) Tspan5-transfected HeLa
cells were incubated for 1 h with 10 μg/ml
DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb.
Tspan5 was then labelled, in the
presence of saponin to label both the
extracellular and intracellular pools, using
a combination of TS5-3 mAb and an
Alexa488-labelled goat anti-mouse IgG2a
antibody. (D) After biotin labelling of
surface proteins, the cells were directly
lysed or incubated for 15 h in complete
medium before lysis. ADAM10 and CD81
were immunoprecipitated,
electrophoresed, and transferred to a
PVDF membrane. The membranes were
incubated with Alexa680-labelled
streptavidin, to visualize the biotin-
labelled fraction of the proteins, and in a
second time with a combination of
anti-ADAM10 or CD81 mAb and anti-
mouse antibody coupled to DyLight 800 to
visualize the total pool. Data were
statistically analyzed by a one-way
ANOVA followed by a Tukey’s multiple
comparisons test (*P < 0.05, n = 4).

Tetraspanins regulate ADAM10 endocytosis Eschenbrenner et al. https://doi.org/10.26508/lsa.201900444 vol 3 | no 1 | e201900444 7 of 19

https://doi.org/10.26508/lsa.201900444


allows ADAM10 to associate with a higher fraction of Tspan5 and
facilitate Tspan5 exit from the ER, leading to a higher Tspan5 ex-
pression level. In addition, there was more Tspan15 in the ADAM10
IP collected from Tspan5 KO cells than from parental cells (Fig 6),
indicating that endogenous Tspan5 limits the association of
Tspan15 with ADAM10.

Analysis of the role of Tspan5 and Tspan15 palmitoylation

Tetraspanins are palmitoylated at several conserved juxtamem-
brane intracellular cysteines. Tspan15, in contrast to Tspan5, lacks
such typical tetraspanin intracellular cysteines (Fig 7A). Because the
differential effect of Tspan5 and Tspan15 on ADAM10 function and
trafficking correlates with a different ability to associate with
classical tetraspanins (Fig 1 and Jouannet et al (2016)) and pal-
mitoylation of tetraspanins has been shown to contribute to their
interaction with one another and to modulate some of their
functions (Berditchevski et al, 2002; Charrin et al, 2002; Yang et al,
2002; Cherukuri et al, 2004), we analyzed whether Tspan5 and
Tspan15 are differentially palmitoylated and whether this post-
translational modification contributes to the regulation of ADAM10.

To test whether Tspan5 and Tspan15 are palmitoylated proteins,
the cells were incubated with azido palmitic acid and palmitoylated
proteins were labelled with biotin using click chemistry. As ex-
pected, Tspan5 efficiently incorporated palmitic acid and the
Tspan5plm mutant, in which all four cysteines that are putative
palmitoylation sites were changed to alanines, did not (Fig 7B),
indicating that Tspan5 is exclusively palmitoylated at one or several
of the mutated cysteines. Surprisingly, despite the absence of the

intracellular cysteines conserved in most tetraspanins, Tspan15
also efficiently incorporated palmitic acid (Fig 7B). A unique feature
of Tspan15 is the presence of three cysteines at the end of its
C-terminus (CCLCYPN). Mutation of the three cysteines to alanines in
the CCLC motif strongly reduced the incorporation of palmitic acid,
indicating that this motif constitutes a major palmitoylation site in
Tspan15 (Fig 7B). These data suggest that the end of the C-terminus
of Tspan15 is at least in a fraction of the molecules anchored to the
membrane through palmitoylation of the CCLC motif. They also
suggest that the interaction of tetraspanins with one another does
not only depend on the overall palmitoylation level but may also
require that this modification occurs at particular cysteines.

Both the Tspan5plm mutant and the Tspan15 CCLC mutant were
expressed at the cell surface similarly to the WT proteins (data not
shown). However, these mutations did not affect the influence of
Tspan5 and Tspan15 on ADAM10 surface expression levels in U2OS
cells or Notch activity (Fig 7C and D).

Analysis of Tspan5 and Tspan15 domains responsible for their
differential regulation of ADAM10 endocytosis and Notch
signaling

To get further insights into the mechanisms whereby Tspan5 and
Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis and Notch sig-
naling, we generated a series of Tspan5/Tspan15 chimeras (Fig 8A) and
expressed them in HeLa and U2OS cells. In both cell lines, the
chimeras were expressed at a level similar to that of Tspan5 or
Tspan15 (Fig S4). As shown in Fig 8B, a chimera in which the large
extracellular domain (also referred to as the large extracellular

Figure 4. Endogenous Tspan5 accelerates ADAM10
endocytosis in U2OS cells.
(A) Flow cytometry analysis of the surface expression of
ADAM10 and Tspan5 inWT U2OS cells or cells engineered
to lack Tspan5 using the CrispR/Cas9 gene editing
technology. (B) U2OS cells lacking or not Tspan5 were
incubated for 1 h with 10 μg/ml DyLight 650–labelled
anti-ADAM10 mAb. After fixation, the surface pool of
ADAM10 (red) was stained using an Alexa488-labelled
secondary reagent. The intracellular pool is not labelled
by the secondary reagent and, therefore, appears in
green. A quantification of ADAM10 endocytosis is shown
on the right. Statistical analysis was performed using a
ratio paired t test. (**P < 0.01 compared with WT, n = 3).
Bar: 10 μm.
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loop, LEL) of Tspan5 was replaced by that of Tspan15 (T5LEL15)
stimulated ADAM10 endocytosis in HeLa cells, whereas the reverse
chimera (T15LEL5) inhibited its endocytosis. Thus, the LEL of these
tetraspanins, which probably mediate the interaction with ADAM10

(Noy et al, 2016; Saint-Pol et al, 2017a), do not contribute to their
opposite effect on ADAM10 endocytosis. T15LEL5 conserved the
ability of Tspan15 to inhibit Notch signaling, suggesting no specific
role of the LEL in the regulation of Notch signaling (Fig 8C). The

Figure 5. Endogenous Tspan15
prevents ADAM10 endocytosis in
PC3 cells.
(A) Flow cytometry analysis of the
surface expression of ADAM10,
Tspan5, and Tspan15 in WT PC3 cells or
cells engineered to lack Tspan5 or
Tspan15 using the CrispR/Cas9 gene
editing technology. (B)PC3 cells lackingor
not Tspan5 or Tspan15 were incubated for
the indicated time with 100 μg/ml
cycloheximide (CHX) before lysis. For
increased sensitivity, the amount of
ADAM10 present in the lysates was
determined after immunoprecipitation.
The level of CD9 was determined by
Western blotting on the lysates. On the
right is shown a quantification of the
level of ADAM10 and CD9 according to the
time of treatment in three different
experiments. Data were statistically
analyzed by a one-way ANOVA followed by
a Dunnett’s multiple comparisons test
(***P < 0.001 compared with WT, n = 3).
(C) PC3 cells lacking or not Tspan5 or
Tspan15 were incubated for 1 h with
10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-
ADAM10 mAb (green). After fixation, the
surface pool of ADAM10 (red) was
stained using an Alexa488-labelled
secondary reagent. The intracellular pool
is not labelled by the secondary
reagent and, therefore, appears in green.
A quantification of ADAM10 endocytosis is
shown on the right. Data were
statistically analyzed by a one-way
ANOVA followed by a Dunnett’s multiple
comparisons test (***P < 0.001
compared with WT, n = 3). Bar: 10 μm.
(D) PC3 cells lacking or not Tspan5 or
Tspan15 were incubated for the
indicated time with 10 μg/ml DyLight
650–labelled anti-ADAM10 mAb. After
detachment, the surface pool of
ADAM10 was stained using a PE-labelled
secondary reagent before flow cytometry
analysis. The left and middle graphs
show the evolution in time, and relative
to cells stained at 4°C after detachment, of
DyLight 650 and PE fluorescence. The
graph on the right shows an estimate of
the amount of endocytosed ADAM10
relative to the pool present at the cell
surface in untreated cells labelled after
detachment. Data were statistically
analyzedby aone-wayANOVA followed
by a Dunnett’s multiple comparisons test
(*P < 0.05; **P < 0.01; ****P < 0.0001
compared with WT, n = 3). (E) PC3 cells
lacking or not Tspan5 or Tspan15 were
incubated or not for 20 h with 10 μg/ml
DyLight 650–labelled anti-ADAM10
mAb. The graph shows the relative
DyLight 650 fluorescence intensities (100 =
intensity of untreated parental cells
stained after detachment; [n = 3]).
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reverse chimera (T5LEL15) also partially inhibited Notch signaling,
but to a lower extent. However, the cells expressing this chimera
had diminished ADAM10 surface levels (by ~20–30% according to
the experiments) (Fig 8D), which is consistent with the finding that
this chimera stimulates ADAM10 endocytosis more than Tspan5 in
HeLa cells (Fig 8B). This is likely to be the cause of a lower Notch
signaling and not because the fraction of ADAM10 associated with
this chimera is not competent for Notch signaling. This decrease in
ADAM10 surface level after transfection of this chimera was observed
using two independently transfected populations, suggesting a spe-
cific effect of this chimera.

A major difference between Tspan5 and Tspan15 is the presence
in Tspan15 of a cytoplasmic intracellular C-terminal domain un-
usually long for a tetraspanin (>30 amino acids, whereas tetra-
spanins including Tspan5 have generally less than 10–15 residues).
Replacing the N- and C-cytoplasmic domains of Tspan5 by that of

Tspan15 (T5NC15) yielded a chimera that strongly inhibited ADAM10
endocytosis in HeLa cells (Fig 8B). Chimeras in which either the N-
or the C-cytosolic domains were exchanged had intermediate effect
on ADAM10 endocytosis. Altogether, these data indicate that the
cytosolic domains of Tspan15 contribute to the ability of Tspan15 to
inhibit ADAM10 endocytosis in HeLa cells. However, exchanging
these domains by that of Tspan5 in Tspan15 (in T15C5, T15N5, and
T15NC5) yielded chimeras that still inhibited ADAM10 endocytosis
(Fig 8B), indicating that other parts of Tspan15 contribute to the
inhibitory action of Tspan15.

When expressed in U2OS cells, all chimeras in which the cyto-
plasmic domains of Tspan5 and Tspan15 were exchanged stimulated
an increase in ADAM10 surface expression level (about twofold) that
was lower than that induced by Tspan15 (Tspan5 overexpression did
not result in an increase in ADAM10 surface levels) (Fig 8D). At least in
the case of T5C15 and T15C5, this was due to an internalization level
intermediate between that observed in U2OS cells transfected with
Tspan5 or Tspan15 (Fig 8E). These data further indicate that the cy-
tosolic domains of Tspan5 and Tspan15 contribute to their opposite
action on ADAM10 endocytosis and surface expression level, but that
other parts of the molecules also play a role.

We also analyzed the effect of these chimeras on Notch signaling
(Fig 8C). The replacement of either the N- or C-terminal cytosolic
domains of Tspan15 by those of Tspan5 was sufficient to completely
abolish the ability of Tspan15 to inhibit Notch signaling. In contrast,
T5C15 had only a small inhibitory effect.

ADAM10 stabilizes Tspan15 at the plasma membrane

The above data show that Tspan5 and Tspan15 have a positive and a
negative impact, respectively, on ADAM10 endocytosis. Consistent
with this finding, the Tspan5 mAb was efficiently internalized after 1 h
at 37°C in HeLa/Tspan5 cells, and the internalized fraction colocalized
with ADAM10, suggesting again that both proteins were internalized
together (Fig 9A, top). However, two different behaviors were observed
for Tspan15. The anti-Tspan15 mAb was not internalized in cells
expressing moderate amounts of Tspan15 but was efficiently in-
ternalized in cells with the highest level of expression of Tspan15 (Fig
9A, middle and bottom). Importantly, this internalized fraction did not
co-localize with ADAM10. We reasoned that in these latter cells, the
level of Tspan15 would exceed that of ADAM10 and, therefore, hy-
pothesized that only the fraction of Tspan15 not associated with
ADAM10 was efficiently internalized. This would be consistent with the
finding that the intracellular pool of Tspan15 in transfected U2OS cells
does not co-localize with ADAM10 (Fig S1).

To validate the hypothesis that ADAM10 stabilizes Tspan15 at the
cell surface, we generated ADAM10 KO PC3 cells. Although there was
no change in Tspan15 mRNA levels (data not shown), there was a
60% decrease in Tspan15 surface expression levels (Fig 9B) in these
cells. Moreover, whereas Tspan15 was poorly endocytosed after 1 h
at 37°C in parental PC3 cells, it was efficiently endocytosed in ADAM10
KO cells (Fig 9C). We conclude that ADAM10 stabilizes Tspan15 at the
cell surface.

This finding may explain why transfection of Tspan5 in PC3 cells
led to a ~40% decrease of Tspan15 surface expression (Fig S2B). The
overexpressed Tspan5 probably competes to some extent with
Tspan15 for the interaction of ADAM10, yielding a fraction of Tspan15

Figure 6. Endogenous Tspan5 and Tspan15 compete for the association with
ADAM10.
(A, B) PC3 cells lacking or not Tspan5 or Tspan15 were lysed using Brij 97 (A) or
digitonin (B) and immunoprecipitations were performed as indicated on the top of
each lane. The composition of the immunoprecipitates was analyzed by Western
blot using biotin-labelled anti-ADAM10 and Tspan5 mAb, or a non-labelled anti-
Tspan15mAb. Note that the bands revealed by the Tspan15mAb in Tspan15 KO cells,
and also present in the other cell types, are nonspecific bands that are also
present when the membranes are incubated with the secondary reagent only
(indicated by I*). The mature (m.) and proform (p.) forms of ADAM10, as well as the
immature (imm.) form of Tspan5, are indicated by arrows.
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not associated with ADAM10 that undergoes rapid internalization
and degradation.

Discussion

The trafficking and function of the metalloprotease ADAM10 is
regulated by the members of the TspanC8 subgroup of tetraspa-
nins. Whereas all TspanC8 members allow ADAM10 to exit from the
ER, Tspan10 and Tspan17 were shown to target ADAM10 to late
endosomes, and the remaining four members target ADAM10 to the
plasmamembrane (Dornier et al, 2012; Haining et al, 2012; Prox et al,
2012). Here, we show using different models that Tspan5 and Tspan15
differentially regulate ADAM10 endocytosis and turnover and highlight
a complex cross-regulation of ADAM10, Tspan5, and Tspan15 ex-
pression levels.

Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 surface
expression levels and turnover

Although both Tspan5 and Tspan15 target ADAM10 to the plasma
membrane, Tspan15 is associated with higher ADAM10 surface

expression levels: indeed, transfection of Tspan15 in a Tspan5/
Tspan14–positive cell line (U2OS) induced a large increase in
ADAM10 surface expression levels, whereas transfection of Tspan5
in a Tspan5/Tspan15–positive cell line (PC3) decreased the ADAM10
surface level. In addition, we observed that the surface staining of
PC3 cells with a Tspan15 mAb was nearly ten times higher than that
observed with a Tspan5 mAb, suggesting a much higher expression
level of Tspan15 at the protein level. Accordingly, Tspan5 knockout
had little effect on ADAM10 expression, whereas Tspan15 knockout
reduced by 75% the surface expression of ADAM10 suggesting that
most surface ADAM10 molecules are associated with Tspan15 at the
steady state level. In both the U2OS and PC3models, we have shown
that the higher ADAM10 surface levels observed in the presence of
Tspan15 reflects a higher total expression level, which is explained
at least in part by a longer ADAM10 half-life.

Contrasting with U2OS and PC3 cells, Tspan5 transfection in HeLa
cells yields a twofold increase in the ADAM10 surface level. This is
most likely because in this cell line, ADAM10 is retained to a large
extent in the ER because of a limiting amount of TspanC8 (Dornier et
al, 2012). Thus, the effect of stimulating ADAM10 exit from the ER (as
previously shown for GFP-tagged Tspan5 and the other TspanC8
tetraspanins [Dornier et al, 2012]) may ultimately yield to an

Figure 7. Analysis of Tspan5 and Tspan15
palmitoylation.
(A) Schematic structure of tetraspanins, with indication
of intracellular or transmembrane cysteines. Cysteines
in yellow, red and green correspond to those present
in Tspan5 and other tetraspanins, in other tetraspanins
but not Tspan5 or Tspan15, and in Tspan5 but no in other
tetraspanins, respectively. Cysteines in blue are
those from Tspan15. Note that none of them aligns with
cysteines present in classical tetraspanins. (B) GFP-
tagged versions of Tspan5, Tspan5plm, Tspan15, and
the Tspan15 CCLC mutant in which the three cysteines
of the CCLC motif were mutated to alanines were
expressed in U2OS cells. Their ability to incorporate
palmitate moieties was determined using click
chemistry as described in the Materials and Methods
section. The palmitates attached to the proteins were
visualized using Alexa680-labelled streptavidin
(Strept.). As a control, the level of palmitoylation of
endogenous CD81 was also determined. (C) Relative
ADAM10 expression in U2OS cells expressing untagged
Tspan5, Tspan5plm, Tspan15, or Tspan15 CCLC was
determined by flow cytometry (n = 3). (D) U2OS-N1
cells stably expressing or not untagged Tspan5,
Tspan5plm, Tspan15, or Tspan15 CCLC were analyzed for
Notch activity after co-culture with OP9 cells
expressing the Notch ligand DLL-1 (n = 3). Data were
log-transformed before statistical analysis using a
repeated measures one-way ANOVA. Each
transfectant was compared with parental cells using
the Dunnett’s multiple comparisons test. ***P < 0.001;
****P < 0.0001.
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increased ADAM10 level, despite a negative impact of Tspan5 on
ADAM10 surface levels. In addition, transfection of Tspan15 did not
induce an ADAM10 expression level higher than that induced by
Tspan5. This is likely to be due to a limiting amount of Tspan15. Indeed,
in this cell line, the expression levels of transfected Tspan5 and
Tspan15 were lower than that obtained in U2OS cells and similar to
that of ADAM10 (Fig 3A). In favor of this hypothesis, after cell sorting,
the few cells expressing the highest levels of Tspan15 showed higher
ADAM10 surface levels (data not shown).

Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis
and residence time at the plasma membrane

Our data indicate that the longer half-life of ADAM10Tspan15 is at
least in part the consequence of a longer residence time at the cell
surface and that the analysis of ADAM10 cell surface expression at
the steady state does not reflect the overall amount of ADAM10
having passed through the plasma membrane. Indeed, we have
shown in several cellular models that ADAM10Tspan5 undergoes
faster endocytosis than ADAM10Tspan15, and that after endocytosis,
ADAM10 is targeted to CD63-positive compartments which include
late endosomes and lysosomes. Notably, incubation of the cells
with an anti-ADAM10 mAb showed a time-dependent accumulation
of the mAbs inside the cells, which was inhibited by the expression
of Tspan15 (either in U2OS-transfected cells or WT PC3 cells). After
20-h incubation with the anti-ADAM10 mAb at 37°C, staining of
Tspan15 KO PC3 cells is comparable with that of parental cells or
Tspan5 KO cells, indicating that although the ADAM10 level is
strongly reduced in Tspan15 KO PC3 cells, the amount of ADAM10
trafficking through the plasma membrane is similar in all cell types.
Thus, the fact that ADAM10 is mainly associated with Tspan15 at a
steady state in PC3 cells is not due to a lower Tspan5 level butmainly if
not exclusively to the shorter residence time of ADAM10Tspan5 at the
plasma membrane.

Tspan15 was shown to stabilize ADAM10 and to inhibit its en-
docytosis in all cell lines tested and using all assays performed.
This, together with the finding that its deletion is associated with a
decrease of the mature form of ADAM10 in the brain (Seipold et al,
2018), suggests a general function of Tspan15 for the stabilization of
ADAM10 at the cell surface. In contrast, the stimulatory effect of

Figure 8. Analysis of Tspan5/Tspan15 chimeras.
(A) Schematic representation of the various chimera used. (B) Analysis using
the confocal microscopy protocol of ADAM10 endocytosis in HeLa cells
transfected with Tspan5, Tspan15, or the different chimeras. Data are expressed as
a function of the endocytosis rate measured in parental HeLa cells. (C) Analysis
of Notch signaling in U2OS cells transfected with the different chimeras and

stimulated with OP9 cells expressing the Notch ligand DLL1. The data are
expressed as a percentage of the signal observed for control U2OS cells.
(D) Relative ADAM10 expression in U2OS cells expressing the various chimeras,
determined by flow-cytometry. (E) U2OS cells transfected or not with Tspan5 or
Tspan15, or the chimeras T5C15 and T15C5 were incubated for the indicated time
with 10 μg/ml DyLight 650–labelled anti-ADAM10 mAb. After detachment, the
surface pool of ADAM10 was stained using a PE-labelled secondary reagent
before flow-cytometry analysis. The graph shows the evolution in time, and
relative to cells stained at 4°C after detachment, of DyLight 650 fluorescence. This
figure summarizes the data obtained in different experiments in which HeLa
cells and Tspan5- and Tspan15-transfected cells were always analyzed as a
reference. In (E), data were statistically analyzed after normalization using a one-
way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparisons test. In the other
panels, data were log-transformed before statistical analysis on the various sets
of experiments using a repeated measures one-way ANOVA. Each transfectant
was compared with parental cells using the Dunnett’s multiple comparisons
test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.
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Figure 9. ADAM10 regulates Tspan15 endocytosis.
(A) HeLa cells transfected or not with Tspan5 or Tspan15 were incubated for 1 h with 10 μg/ml anti-Tspan5 (TS5-2) or Tspan15 (5F4) mAbs. After fixation, the surface pool
of these tetraspanins (cyan) was stained using an Alexa568-labelled anti-subclass antibody. The cells were then incubated with the anti-ADAM10 mAb in the presence of
saponin to label both the extracellular and intracellular pools. In a final step, the cells were incubated with appropriate anti-subclass antibodies to visualize ADAM10 (red)
and tetraspanins (green). Note that the intracellular pool of tetraspanins visualized in this experiment corresponds to the fraction internalized during the time of the
experiment, whereas that of ADAM10 corresponds to the total ADAM10 fraction. Bar: 10 μm. (B) Flow cytometry analysis of the surface expression of ADAM10, Tspan5,
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Tspan5 on ADAM10 endocytosis in transfected or knockout cells was
observed using the confocal microscopy approach, but was not
confirmed using the flow-cytometry approach, and was not asso-
ciated with a shorter half-life. The reasons for these discrepancies
are unknown. Nevertheless, the analysis of Tspan5/Tspan15 chimeras
in the different assays performed shows that ADAM10 can undergo a
rate of endocytosis intermediate between that of ADAM10Tspan5 and
ADAM10Tspan15. Because Tspan14 is the major TspanC8 tetraspanin
expressed by HeLa and U2OS cells (besides Tspan5 in this latter case),
it is possible that ADAM10Tspan14 is endocytosed at a rate intermediate
between that of ADAM10Tspan5 and ADAM10Tspan15. Further work will be
required to test this hypothesis when mAbs to Tspan14 are available.

The endocytosis assays were performed using an antibody
uptake assay, raising the question of the influence of the mAbs on
ADAM10 endocytosis. The finding that incubation at 37°C with the
anti-ADAM10 mAbs led to a decrease in ADAM10 at the surface of
cells lacking Tspan15, that is, in U2OS and U2OS/Tspan5 cells and in
tspan15 KO PC3 cells (by about 40–50% after 4 h, a similar decrease
was observed after 24-h incubation), indicates that the mAb ac-
celerates to some extent the rate of ADAM10 endocytosis. Never-
theless, several lines of evidence indicate that the internalization of
the mAb mirrors the endocytosis of ADAM10 under normal con-
ditions. First, the decrease at the cell surface of U2OS cells is for the
most part observed when comparing the labelling after cell de-
tachment with that observed after 1 h at 37°C, suggesting that cell
detachment may accelerate endocytosis of antibody-bound ADAM10
in these cells. This could explain why we observe after 1-h incubation
~20% endocytosis by confocal microscopy and >50% using the flow
cytometry protocol. Second, at time points later than 1 h, both in U2OS
cells and Tspan15 KOPC3 cells, themAbs continue to undergo effective
internalization, accumulating into the cells at amuch higher level than
the initial surface level, whereas the surface level decreases pro-
portionally much less.

The finding that overexpression of Tspan5 in U2OS cells does not
induce an increase in the ADAM10 surface level contrasts with our
previous study using GFP-tagged Tspan5 and Tspan15, which induce
a three and five times increase in ADAM10 surface levels, re-
spectively (Jouannet et al, 2016). This is most likely to be due to the
stabilization of the Tspan5/ADAM10 complex at the cell surface by
the GFP moieties, as expression of GFP-tagged Tspan5 in U2OS cells
partially inhibited ADAM10 endocytosis (although not as much as
Tspan15, data not shown). This highlights the importance of working
with untagged proteins whenever possible.

Potential mechanisms whereby Tspan5 and Tspan15 regulate
ADAM10 endocytosis

We have started to study how Tspan5 and Tspan15 differentially
affect ADAM10 surface levels by analyzing the activity of Tspan5/15
chimeras. Our data indicate a role for the cytosolic domains of

Tspan5 and Tspan15 but also indicate that other domains con-
tribute to their effect on ADAM10 endocytosis. This complex situ-
ation contrasts with the recent finding that replacing the
C-terminus of Tspan15 by that of Tspan33 was sufficient to target
Tspan15 and ADAM10 to apical junctions (Shah et al, 2018).

It has been suggested that the intracellular domain of ADAM10
interacts with the clathrin adaptor AP2 through a non-canonical
AP2-binding motif that was shown to regulate to some extent the
internalization of an IL2Rα/ADAM10 chimera (Marcello et al, 2013).
Because the C-ter of Tspan15 is longer than that of Tspan5, one may
hypothesize that this domain prevents the interaction of ADAM10
with one or several components of the endocytic machinery, and as
a consequence, its internalization. However, the finding that T15C5
and T15NC5 remain inhibitors of ADAM10 endocytosis argues against
this hypothesis. This result also suggests that the Tspan5 C-terminus
does not contain a strong endocytic motif, which is coherent with the
absence of tyrosine-based or other known endocytic motifs in this
domain.

The longer residence time of ADAM10Tspan15 at the plasma
membrane could be due to a different recycling rate. In this regard,
it was shown that Rab14 and its Guanine nucleotide exchange factor
FAM116A play a role in recycling membrane proteins, and that
depletion of these molecules in A549 cells, which strongly express
Tspan15 (data not shown), induced the accumulation of ADAM10 in
an intracellular transferrin-positive compartment (Linford et al,
2012). Alternatively, Tspan15 may dock ADAM10 at the plasma
membrane. More exactly, because in the absence of ADAM10, but
not in its presence, Tspan15 is efficiently endocytosed, the ADAM10/
Tspan15 complex may be retained at the plasma membrane by
interacting with discrete membrane proteins. In this regard,
Tspan33 was shown to target ADAM10 to apical junctions in po-
larized epithelial cells through the interaction of its C-terminal
domain with the adherens junction protein PLEKHA7 (Shah et al,
2018). In the same study, Tspan15 was shown to target ADAM10 to
lateral contacts of polarized cells. Although we did not use po-
larized cells in this study, we observed that after incubation with
the anti-ADAM10 mAb at 37°C, ADAM10 decorated lateral contacts in
HeLa/Tspan15 more regularly than in HeLa/Tspan5 or parental
HeLa cells. Thus, the ADAM10/Tspan15 complex may be stabilized at
the plasma membrane through proteins that target the complex to
lateral contacts. It should, however, be noted that extensive
cell–cell contacts are not required for Tspan15 to inhibit ADAM10
endocytosis because this was also observed in dispersed cells in
which cell–cell contacts are minimal (Fig 2 and data not shown).

Cross-regulation of ADAM10, Tspan5, and Tspan15 expression
levels

By demonstrating that Tspan5 and Tspan15 regulate ADAM10 en-
docytosis, this study reveals another level of ADAM10 regulation by

Tspan15, and CD81 in WT PC3 cells or cells engineered to lack ADAM10 using the CrispR/Cas9 gene editing technology. The mAb TS5-2 recognizes all Tspan5 molecules,
whereas the mAb TS5-1r recognizes only the fraction of Tspan5 not associated with ADAM10. (C) PC3 cells lacking or not ADAM10 were incubated for 1 h with 10 μg/ml anti-
Tspan15 mAb. The surface pool of Tspan15 (red) was stained using an Alexa488-labelled secondary reagent before fixation. In a second step, the endocytosed fraction
(green) is labelled together with the surface pool in the presence of saponin using an Alexa647-labelled secondary antibody. A quantification of ADAM10 endocytosis is
shown on the right. Data were statistically analyzed by a ratio paired t test. **P < 0.01 (n = 3). Bar: 10 μm.
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TspanC8 tetraspanins. This study also extends the demonstration
that ADAM10, in turn, regulates the trafficking of TspanC8. We have
indeed previously demonstrated that ADAM10 facilitates Tspan5
exit from the ER, although it is not absolutely required (Saint-Pol
et al, 2017a). This likely explains why a fraction of ectopically
expressed Tspan5 is retained in the ER (see Fig S1 and Saint-Pol et al
(2017a)). In contrast, we never observed an ER-like labelling of
Tspan15 after overexpression (as judged by the absence of thin
perinuclear labelling, Fig S1; [Dornier et al, 2012]), suggesting that
ADAM10 might not regulate Tspan15 expression at this level. Rather,
we demonstrate that the expression of Tspan15 is regulated at the
plasma membrane because Tspan15 endocytosis is much faster in
the absence of ADAM10, leading to a decrease in Tspan15 ex-
pression levels. Thus, it is probably the ADAM10/Tspan15 complex
that is retained at the plasma membrane and not Tspan15 alone
that would in turn retain ADAM10. Further work will be necessary to
determine whether it is the ADAM10/Tspan5 complex that un-
dergoes fast endocytosis.

We have also shown that overexpression of either Tspan5 or
Tspan15 leads to a decrease in the expression level of the other
tetraspanin. Conversely, ablation of Tspan15 in PC3 cells leads to a
higher Tspan5 expression level. The simplest explanation for these
results is that the competition between these tetraspanins for the
association with ADAM10 may yield a pool of free tetraspanins
which is retained in the ER in the case of Tspan5 or is quickly
endocytosed and eliminated in the case of Tspan15. This hypothesis
is supported by the observation that overexpression of Tspan15 in
U2OS cells strongly diminishes the association of Tspan5 with
ADAM10, and the finding that ablation of Tspan15 in PC3 cells
promotes the association of Tspan5 with ADAM10 and its exit from
the ER.

Implications for ADAM10 function

The LEL of tetraspanins is one of the most variable domains and
makes an important contribution to specific tetraspanin functions,
notably by interacting with different partner proteins (Charrin et al,
2009, 2014). In this regard, the LEL of Tspan14 was shown to con-
tribute to the interaction with ADAM10, and mutations of TspanC8-
specific motifs in the LEL of Tspan5 and Tspan15 were shown to
prevent the interaction with ADAM10 and to cause retention of the
mutant in the ER (Noy et al, 2016; Saint-Pol et al, 2017a). In addition,
truncation mutants and ADAM10/17 chimeras have shown that
ADAM10 interacts with TspanC8 through its ectodomain and in-
dicated that different TspanC8 engage ADAM10 in subtly different
ways. Tspan15 notably associated better with a deletion mutant of
ADAM10 comprising only the stalk (membrane proximal) region
which led to the suggestion that it could regulate ADAM10 substrate
selectivity by constraining it into a different conformation (Noy et al,
2016). In this study, using chimeras in which the LEL were swapped,
we have shown that the LEL of Tspan15 does not support its ability
to inhibit Notch signaling, excluding a mechanism involving a
change in conformation. However, we observed that the chimera in
which we replaced the LEL of Tspan5 by that of Tspan15 stimulated
ADAM10 endocytosis better than Tspan5 in HeLa cells and de-
creased ADAM10 surface levels in U2OS cells. A possible explanation
for this finding is that the Tspan15 LEL on a Tspan5 backbone yields

a chimera having a better affinity for ADAM10 than Tspan5, resulting
in higher endocytosis.

It was recently demonstrated that inhibition of dynamin-
mediated endocytosis of Notch1 reduced the colocalization of
Notch1 with ADAM10 and the formation of the ADAM10-dependent
cleavage product of Notch1, suggesting that ADAM10 may process
Notch in an intracellular compartment (Chastagner et al, 2017). The
discovery that Tspan15 was a negative regulator of both Notch
signaling and ADAM10 endocytosis was consistent with this hy-
pothesis. However, the finding that Tspan5/Tspan15 chimeras that
inhibit ADAM10 endocytosis to some extent are not inhibitors of
Notch signaling suggests that strong Tspan5-mediated ADAM10
endocytosis is not a requirement for ADAM10-dependent Notch
signaling.

Remarkably, the replacement of either the N or the C cytoplasmic
tails of Tspan15 by that of Tspan5 (in T15C5 and T15N5) yielded
chimeras which had an intermediate effect on ADAM10 surface
levels in U2OS cells and were not inhibitors of Notch signaling.
Based on these data and the previous demonstration that Tspan5
and Tspan15 differentially regulate ADAM10 membrane compart-
mentalization (Jouannet et al, 2016), we suggest that the cytosolic
domains of Tspan15 contribute to the stabilization of ADAM10 at cell
surface in a membrane environment not permissive for the
cleavage of Notch. Tspan15 may not directly prevent Notch from
being recognized or cleaved by ADAM10, but rather may separate
ADAM10 in a different membrane environment through the in-
teraction with intracellular molecules.

Concluding remarks

In conclusion, this study demonstrates that Tspan5 and Tspan15 dif-
ferentially affect ADAM10 turn-over by regulating ADAM10 endocytosis.
The relative expression levels of these tetraspanins has a major
impact on the expression level of ADAM10 at a steady state so that
this measure is a poor reflection of the total amount of the protease
produced in different cell types. We have also shown that their
cytosolic domains are important for their differential effect on
ADAM10 endocytosis but that other parts of the molecules play a
role. The study also shows that in turn ADAM10 regulates Tspan15
endocytosis, pointing out the necessity to work with endogenous
proteins whenever possible. Further work will be necessary to
determine why different pools of ADAM10 with different turnovers
coexist in the cells. We suggest that the long residence time of
ADAM10Tspan15 at the plasma membrane is a consequence of the
interaction with yet unknown proteins that stabilize this complex at
lateral contacts, where it could process certain cadherins and
perhaps other substrates. Concerning Tspan5, the short membrane
residence time of ADAM10Tspan5 may prevent ADAM10 from pro-
cessing discrete substrates until appropriate, for example, after it is
stabilized upon proper signaling. This may also allow ADAM10 levels
to be increased in a transient manner in response to a particular
signal. This may be especially true in the nervous system where
Tspan5 is abundantly expressed (Garcia-Frigola et al, 2000) and
ADAM10 plays a role in synaptic plasticity (Saftig & Lichtenthaler,
2015). In another hypothesis, Tspan5 may function to ensure that a
certain amount of ADAM10 is present in the endocytic system,
allowing cleavage of discrete ADAM10Tspan5 substrates in this
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compartment. The differential effect of Tspan5 and Tspan15 on
ADAM10 endocytosis may be used to lower the expression levels
and thereby the activity of particular pools of ADAM10.

Materials and Methods

Antibodies, plasmids, and mutagenesis

The mAb directed to human ADAM10 (11G2), CD9 (TS9), CD81 (TS81),
CD63 (TS63), and Tspan5 (TS5-2, TS5-3, and TS5-1r) were generated in
our laboratory (Charrin et al, 2001; Saint-Pol et al, 2017a; Arduise
et al, 2008). The mAbs to Tspan15 (5F4 (IgG2b) and 5D4 (IgG1)) are
described in a separate publication (Koo et al, 2019 Preprint). Labelling
of antibodies with DyLight 650 or 550 N-Hydroxysuccinimide Esters
was performed according to the manufacturer’s instructions (Thermo
Fisher Scientific). All fluorochrome-labelled anti-Ig antibodies were
from Thermo Fisher Scientific. The plasmids encoding Tspan5 and
Tspan15 fused to GFP were previously described (Dornier et al, 2012).
After PCR amplification, the inserts were subcloned into the pCDNA3/
hygro vector (Thermo Fisher Scientific). The various Tspan5/Tspan15
chimeras were generated using standard PCR-based approaches
and subcloned in pCDNA3/hygro. The swaps in the chimeras were
made at residues conserved in Tspan5 and Tspan15. T15LEL5 in
which the LEL of Tspan15 is replaced by that of Tspan5 and the
reciprocal construct T5LEL15 have been previously described
(Saint-Pol et al, 2017a). The sequences of the swap sites at the
C-terminus are Tspan15-LLPQFLGICLAQN-Tspan5 for T15C5 and
Tspan5-ALLQIFGVLLTLL-Tspan15 for T5C15. The sequences of the
swap sites at the N-terminus were Tspan15-FSYLWLKYFIFGF-
Tspan5 for T5N15 and T5NC15 and Tspan5-PEVSCCIKFSLII-
Tspan15 for T15N5 and T15NC5 (the conserved amino acid where
the swap was made is shown in boldface and is underlined).

Quantitative RT-PCR

Total RNA fraction was isolated from 106 cells using TRIzol (Thermo
Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions.
cDNA synthesis was performed from 1 μg of total RNA using 200u of
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) primed with
random hexamer (Promega), in a 20-μl reaction volume. Quanti-
tative real-time PCRs (qPCRs) were then carried out on duplicates in
a final volume of 25 μl containing 2× GoTaq qPCR Master Mix (SYBR
Green) from Promega, 0.4 μM each forward and reverse primers and
1 μl cDNA. Quantification was performed with the Mx3005P QPCR
Systems and MxPro software (Agilent). The values were normalized
to rpl38 expression according to the ΔCt method. The oligonucle-
otides used for amplification have been previously described
(Dornier et al, 2012).

Cell culture and generation of cells expressing or lacking
tetraspanins and ADAM10

OP9 cells expressing or not the human Notch ligand DLL-1 (OP9-
DLL-1) (Six et al, 2004) were cultured in αMEM supplemented with
10% FCS and antibiotics. The human osteosarcoma cell line U2OS

expressing human Notch1 (referred to as U2OS in this article)
(Moretti et al, 2010) and prostate carcinoma cell line PC3 and the
cervical carcinoma cell line HeLa were cultured in DMEM supple-
mented with 10% FCS and antibiotics. These cell lines have been
previously described in terms of TspanC8 mRNA expression levels
(Dornier et al, 2012; Jouannet et al, 2016). Transfection was per-
formed using Fugene HD according to the manufacturer’s in-
struction. Cells stably expressing the various constructs were
isolated after selection with 100 μg/ml hygromycin by cell sorting
after staining with the anti-Tspan5 (TS5-2) or anti-Tspan15 (5D4,
IgG1) mAbs using a FACS Aria cell sorter (Becton Dickinson).

PC3 cells lacking Tspan5, Tspan15, or ADAM10, as well as U2OS
cells lacking Tspan5 were generated using CRISPR/Cas9 gene
editing technology. For ADAM10, we used a previously published se-
quence (TGCTCCTCTCCTGGGCGGCG; [Seegar et al, 2017]) and the target
sequences for Tspan5 (TCTTCCATCACCGATCTCGG) and Tspan15
(CAGAAAAAGTTCAAGTGCTG) were selected using the CRISPR design tool
available at the Broad Institute (https://portals.broadinstitute.org/
gpp/public/analysis-tools/sgrna-design). The corresponding guide
DNA sequences were cloned into the lentiCRISPRv2 plasmid (#52961;
Addgene) according to the instructions of the Zhang laboratory
(https://www.addgene.org/52961/) (Ran et al, 2013). The plasmids
were transfected as above, and the cells were treated after 36–48 h
with 5 μg/ml puromycin for 36–48 h. Cells negative for the antigen of
interest were sorted as above.

Flow cytometry analysis

Cells were detached with Trypsin–EDTA, washed in complete DMEM,
and incubated for 1 h at 4°C with 10 μg/ml primary antibody or
hybridoma supernatant. After three washings, the cells were
incubated for 30 min at 4°C with an Alexa647-conjugated goat anti-
mouse antibody. The cells were analyzed using an Accuri C6 flow-
cytometer (Becton Dickinson).

Analysis of Notch activity

This analysis was performed as previously described (Moretti et al,
2010): U2OS cells (transduced with Notch1) were seeded at the
concentration of 20,000 cells/cm2. The cells were transfected 24 h
later with the Notch luciferase reporter and Renilla plasmids
using FuGene HD (Promega). 24 h later, the cells were co-
cultured with OP9 or OP9-DLL1 at 35,000 cells/cm2. The activi-
ties of firefly and Renilla luciferases were determined using a
dual luciferase reporter assay (Promega) according to the
manufacturer’s instructions.

Immunoprecipitation and Western blotting

Immunoprecipitations were performed as previously described
with minor modifications (Charrin et al, 2001; Arduise et al, 2008).
For immunoprecipitation, the cells were lysed in a lysis buffer (30
mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM O-phenanthroline, and protease
inhibitors) supplemented with 1% detergent (Brij 97, digitonin, or
Triton X-100). In some experiments, the ADAM10 inhibitor Gi254023X
at 5 μM was added to the buffer. In the experiment shown in Fig 1,
1 mM CaCl2 and MgCl2 was added to the buffer for maximal
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tetraspanin/tetraspanin interaction (Charrin et al, 2002). After 30-
min incubation at 4°C, the insoluble material was removed by
centrifugation at 10,000g and the proteins were immunoprecipi-
tated by adding 10 μl protein G Sepharose beads and either 1 μg
mAb or 0.4 μl ascitic fluid to 400–800 μl of the lysate. The immu-
noprecipitated proteins were separated by SDS–polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred to a PVDFmembrane (GE Healthcare).
Western blotting on lysates was performed using appropriate primary
and Alexa Fluor 680-labelled secondary antibodies. Western blotting
on immunoprecipitations was performed using biotin-labelled anti-
bodies and fluorescent streptavidin except for the anti-Tspan15 and
the CD81 mAbs. All acquisitions were performed using the Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

Analysis of protein palmitoylation

All reagents used for the analysis of Tspan5 and Tspan15 palmi-
toylation by click chemistry were obtained from Life technologies.
U2OS cells expressing GFP-tagged Tspan5, Tspan15, or the mutants
were incubated overnight with 50 μM click-it palmitic acid (15-
azidopentadecanoic acid) in serum-free medium. After three
washes, the cells were lysed in PBS containing 1% Triton X-100, and
the proteins were immunoprecipitated using GFP-trap beads
(ChromoTek). After three washing, the beads were resuspended in
15 μl of a solution containing 50 mM Tris HCl, pH 8 and 0.5% SDS.
Biotinylation of the proteins labelled with the modified palmitic
acid was performed by subsequent addition of 15 μl 40 μM biotin
alkyne in click-it reaction buffer, 1, 5 μl CuSO4, 1, 5 μl reaction buffer
additive 1, and after 3 min 3 μl click-it additive 2. After 1 h at room
temperature, 20 μl 3× Laemmli buffer was added to the reaction. The
samples were analyzed by Western blot using Alexa680-labelled
streptavidin.

Immunofluorescence and confocal microscopy

The cells grown in complete medium were fixed for 15 min with 4%
paraformaldehyde at room temperature, washed in PBS and then
incubated for 15 min in 50 mM NH4Cl in PBS. For surface labelling,
the cells were then incubated directly for 1 h with 10 μg/ml of
antibodies in PBS supplemented with 0.1% BSA at room temper-
ature. For intracellular labelling, the cells were incubated with
antibodies in the same buffer supplemented with 0.1% saponin. The
binding of primary antibodies was revealed using appropriate
secondary reagents. The cells were mounted in Prolong Gold
(Thermo Fisher Scientific) supplemented with DAPI and examined
with a Leica SP5 confocal microscope (63× objective, 1.4 numerical
aperture, zoom 3 or 6).

Endocytosis assay: confocal microscopy

The cells were incubated for 1 h at 37°C with the anti-ADAM10 mAb
11G2 coupled to DyLight 650. After fixation or cooling to 4°C, the
surface pool is then labelled with an anti-mouse polyclonal an-
tibody coupled to Alexa Fluor 568 or Alexa Fluor 488. Images were
acquired every 0.25 μm throughout the height of the cells using a
Leica SP5 confocal microscope (63× objective, 1.4 numerical ap-
erture, airy = 1, zoom 3). Quantification was performed using a

protocol developed in Icy imaging software (de Chaumont et al,
2012) (http://icy.bioimageanalysis.org). The purpose of this protocol
is to use the surface staining (“surface image”) to generate a mask
allowing removing the surface labelling from the total staining
(“total image”). An inherent difficulty of this approach is that the
results may vary considerably according to the threshold applied to
the images. By definition, the internalized pool is not labelled by the
secondary reagent or minimally in rare cases of partial per-
meabilization upon fixation. The surface and internalized pool can,
therefore, be distinguished by the ratio of the two fluorescence
intensities, independently of any threshold applied. Thus, one of
the first steps in our protocol is to divide the “total image” by the
“surface image.” A threshold image is then generated, which allows
removing from the total image the fraction of the signal that
overlaps with the surface labelling, yielding a new image with only
the intracellular labelling (“internal image”). The intracellular signal
is quantified using the spot detector plugin. The total and surface
images are quantified after applying a threshold determined using
the K-mean method. In HeLa cells, the relative signals of the in-
ternalized fraction to the surface fraction were so different in the
various transfectants that using the K-mean method on each cell
type was not reliable. We, therefore, applied on all HeLa trans-
fectants a threshold calculated on parental cells using the K-mean
method. The percentage of endocytosed mAbs was obtained by
dividing the value of the internal signal by that of the total signal.
Three to eight fields were acquired for each experiment and av-
eraged. At least three independent experiments were performed for
each cell type. All images of internalization assays are maximum-
intensity projections of the z-stacks.

In some experiments, the cells were incubated with non-labelled
mAbs. After labelling, the surface pool was stained with an anti-
mouse polyclonal antibody coupled to Alexa Fluor 568, and the cells
were incubated with an anti-mouse polyclonal antibody coupled to
another fluorochrome (Alexa Fluor 488 or 647) in the presence of
saponin to reveal the internalizedmAb. Quantification using Icy was
performed as above, except that an endocytosis index was obtained
by dividing the value of the internal image by that of the surface
image.

Endocytosis assay: flow cytometry

The cells were incubated at 37°C with 10 μg/ml DyLight 650–labelled
ADAM10 mAb for different times. After detachment using accutase,
the cells were incubated at 4°C with a PE-labelled secondary re-
agent, and the fluorescence was measured by flow-cytometry. In
each experiment, a fraction of cells was not incubated with the
ADAM10 mAb at 37°C, but at 4°C after detachment, and sub-
sequently with the PE-labelled secondary reagent. This allows
determining the ratio of PE (in FL2 channel) to DyLight 650 (in FL4
channel) fluorescence when the ADAM10 mAb is only at the cell
surface, and thus an estimation of the surface fraction of ADAM10
from the DyLight 650 fluorescence in the cells incubated with the
mAb at 37°C. The mean fluorescence intensity in the FL4 channel
corresponds to the sum of the fluorescence of the mAb present at
the cell surface and internalized. We estimated the fluorescence
intensity corresponding to the internalized mAb (FL4i) as follows:
FL4i = [FL4n-(FL2n × FL40/FL20)], where FL20 or FL2n and FL40 or FL4n
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are the PE and DyLight 650 mean fluorescence intensity of non-
treated cells (labelled after detachment) and cells treated for n
hours. The ratio FL4i/FL40 was then calculated to express the data
relatively to the amount present at the cell surface at the steady
state level.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism on in-
dependent experiments as indicated in the legend to the figures. All
graphs show the mean ± SEM.

Supplementary Information

Supplementary Information is available at https://doi.org/10.26508/lsa.
201900444.
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Titre : Rôles des tétraspanines Tspan5 et Tspan15 dans le contrôle de l'endocytose et du niveau 
d'expression de la métalloprotéase ADAM10 

Mots clés : ADAM10, tétraspanine, endocytose, TspanC8, régulation 

Résumé : Les tétraspanines sont des protéines à 
quatre domaines transmembranaires ayant la 
capacité d’interagir avec des partenaires et de 
les intégrer au sein d’un réseau dynamique 
d’interactions nommé tetraspanin web. Parmi 
elles, les TspanC8 représentent une sous-
famille partageant un même partenaire, 
ADAM10.  

Cette protéase, essentielle au développement, 
est responsable du clivage de nombreux 
substrats dont le récepteur Notch, plusieurs 
cadhérines et facteurs de croissance. ADAM10 
est également impliquée dans la régulation de 
plusieurs pathologies, telles que la maladie 
d’Alzheimer ou des cancers. 

Les précédentes recherches du laboratoire ont 
montré que les TspanC8 régulent la fonction 
d’ADAM10 à travers son expression et sa 
compartimentation membranaire.  

Les travaux exposés dans cette thèse montrent 
que plusieurs TspanC8 régulent également 
l’activité d’ADAM10 à travers une endocytose et 
une stabilité différentielle et en explorent les 
mécanismes sous-jascents. Ils démontrent 
également l’existence d’une compétition entre 
TspanC8 pour l’association avec ADAM10, et 
portent une réflexion sur l’utilisation de tags et 
sur les biais expérimentaux qui peuvent en 
découler.  

 
 

 

Title : Tetraspanins Tspan5 and Tspan15 in the control of endocytosis and expression of the 
ADAM10 metalloprotease 

Keywords : ADAM10, tetraspanin, endocytosis, TspanC8, regulation 

Abstract : Tetraspanins are a family of proteins 
containing four-transmembrane domains that 
can interact with partners to include them in a 
dynamic network of interactions named 
tetraspanin web. Among them, the TspanC8 
tetraspanin subfamily is known to share one 
partner, the ADAM10 metalloprotease. 

 The ADAM10 protease is essential to 
development and is responsible for the 
shedding of a number of substrates, including 
the Notch receptor ectodomain, several 
cadherins and growth factors. ADAM10 is also 
implicated in the regulation of several 
pathologies including Alzheimer’s disease and 
carcinogenesis. 

 

Previous studies from our laboratory show that 
TspanC8 family members regulate the function 
of ADAM10 through its expression and its 
membrane compartmentalisation.  

Data presented in this thesis demonstrate that 
several TspanC8s also regulate ADAM10’s 
activity through differential stability and 
endocytosis, and explore the subjascent 
mechanisms. We also show that TspanC8 
family members compete for association with 
ADAM10; thus, we bring elements of reflexion 
the use of tags and subsequent experimental 
bias. 

 

 


	TspanC8 tetraspanins differentially regulate ADAM10 endocytosis and half-life
	Introduction
	Results
	Evidence that Tspan5 and Tspan15 have a different impact on ADAM10 trafficking, half-life, and molecular interactions
	ADAM10 is variably internalized in different cell lines
	Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis in PC3 and U2OS cells
	In HeLa cells, Tspan5 and Tspan15 also differentially regulate ADAM10 endocytosis and half-life
	Endogenous Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis and stability
	Endogenous Tspan5 and Tspan15 compete for the interaction with ADAM10
	Analysis of the role of Tspan5 and Tspan15 palmitoylation
	Analysis of Tspan5 and Tspan15 domains responsible for their differential regulation of ADAM10 endocytosis and Notch signaling
	ADAM10 stabilizes Tspan15 at the plasma membrane

	Discussion
	Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 surface expression levels and turnover
	Tspan5 and Tspan15 differentially regulate ADAM10 endocytosis and residence time at the plasma membrane
	Potential mechanisms whereby Tspan5 and Tspan15 regulate ADAM10 endocytosis
	Cross-regulation of ADAM10, Tspan5, and Tspan15 expression levels
	Implications for ADAM10 function
	Concluding remarks

	Materials and Methods
	Antibodies, plasmids, and mutagenesis
	Quantitative RT-PCR
	Cell culture and generation of cells expressing or lacking tetraspanins and ADAM10
	Flow cytometry analysis
	Analysis of Notch activity
	Immunoprecipitation and Western blotting
	Analysis of protein palmitoylation
	Immunofluorescence and confocal microscopy
	Endocytosis assay: confocal microscopy
	Endocytosis assay: flow cytometry
	Statistical analysis

	Supplementary Information
	Acknowledgements
	Author Contributions
	Conflict of Interest Statement
	Alabi RO, Farber G, Blobel CP (2018) Intriguing roles for endothelial ADAM10/notch signaling in the development of organ-sp ...


