MEDECINE/SCIENCES 2009 ; 25 : 45-50

Les deux visages
d’ADAM17 dans
Pinflammation

Implications dans
Pathérosclérose et ’obésité
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La protéolyse de substrats ancrés a la surface cellulaire
(shedding) permet aux cellules de libérer des média-
teurs et de controler leurs interactions avec la matrice
extracellulaire et les ligands, qu’ils soient solubles ou
associés aux cellules. Ce processus implique des métal-
loprotéinases qui clivent la partie extracellulaire de
molécules transmembranaires (cytokines, récepteurs,
molécules d’adhésion et facteurs de croissance). Les
métalloprotéinases se répartissent en plusieurs classes :
(1) les métalloprotéinases matricielles (MMP) sécrétées
(matrilysines, collagénases, gélatinases, stromélysi-
nes); (2) les métalloprotéinases associées a la mem-
brane par un domaine transmembranaire ou un ancrage
GPI (glycosylphosphatidyl inositol) ou membrane-type
MMP; (3) les ADAM (a disintegrin and metalloprotease)
qui sont transmembranaires, et (4) les ADAM-TS (TS pour
thrombospondin motif) qui sont des ADAM sécrétées.
Nous focaliserons cette revue sur ADAM17, la plus étu-
diée des ADAM, et son implication dans deux pathologies
inflammatoires, I"athérosclérose et I'obésité. L'espace
limité ne nous permet pas d’aborder le role de ADAM17
dans d’autres maladies comme I'arthrite rhumatoide et
le cancer (pour revues, voir [1-3]).

ADAM17 : présentation générale

Les ADAM (environ 40 ont été décrites) appartiennent
a la superfamille des métalloprotéinases a zinc [2, 4].
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Quatre inhibiteurs protéiques endogeénes distincts, les
TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase), régulent
I"activité de la plupart des ADAM. Les différents domai-
nes structuraux qui composent les ADAM conferent a
certaines d’entre elles des fonctions distinctes dont le
clivage protéolytique, I’adhésion et la signalisation.
Les ADAM régulent des fonctions cellulaires telles que
la prolifération, la fusion cellulaire, et les interactions
cellule-matrice et cellule-cellule, ce qui les impli-
que dans différents processus biologiques comme la
reproduction et le développement [5]. Leurs rdles dans
I’arthrite rhumatoide, le cancer, "asthme, "athéros-
clérose, I'obésité et le diabete sont de mieux en mieux
documentés.

Parmi les ADAM, c’est probablement a I’étude de ADAM17
qu'ont été consacrés le plus de travaux, depuis le clo-
nage de son géne en 1997 [6, 7]. Cette enzyme a été
initialement caractérisée comme responsable du clivage
du TNFo. (tumour necrosis factor), d’oli sa dénomination
de TNF alpha converting enzyme (TACE), transformant le
TNF transmembranaire (tmTNF) de 26 kDa en une forme
soluble de 17 kDa (sTNF). Les souris déficientes en acti-
vité ADAM17 par mutation du site actif meurent tres pré-
maturément, alors que les souris déficientes en TNF sont
viables, suggérant qu’ADAM17 clive d’autres molécules
que le seul TNF. €n effet, I'identification d’autres subs-
trats clivés par ADAM17, comme les ligands de I’€EGFR
(epidermal growth factor receptor), souligne son rdle
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prépondérant dans le développement cardiaque et pulmonaire [3]. Au
moins une quarantaine de substrats clivés par ADAM17 sont maintenant
répertoriés (Figure 1). Les mécanismes moléculaires et enzymatiques a
I’origine de cette diversité de sites de clivage ne sont pas encore éluci-
dés. De plus, certains de ces substrats peuvent étre clivés par d’autres
ADAM (voir la revue d’€dwards et al. [4]), ce qui complique parfois
Iinterprétation du réle d’ADAM17 dans certains processus.

ADAML1T : structure, expression et activité

Le gene codant ADAM17 a une taille d’environ 55 kB pour un ADNc de
3,5 kB. Il est constitué de 19 exons et est localisé sur les chromosomes
2 chez ’lhomme et 12 chez la souris. La fonctionnalité de la région pro-
motrice du gene d’ADAM17 a été peu étudiée. Toutefois, chez I’lhomme,
il existe un élément fonctionnel de réponse & I’hypoxie (HRE, hypoxia
responsive element). Le niveau des ARNm d’ADAM17 est augmenté
dans des tissus pathologiques inflammatoires comme dans I'arthrite
rhumatoide, la cardiomyopathie dilatée, la myocardite ou la colite
ulcérative.

ADAMLT est une glycoprotéine transmembranaire de type | synthéti-
sée sous une forme immature, la proforme de =100kDa. Uexpression
d’ADAMI17 est ubiquitaire. Chacun des domaines structuraux d’ADAM17
(Figure 2) est directement ou indirectement un régulateur potentiel de
Iactivité enzymatique. Les interactions que la partie cytoplasmique
d’ADAM17 peut établir avec des protéines cytoplasmiques comme
SAP97 (synapse-associated protein 97) [8], FHL2 (four and a half
lim domain 2) [8, 9] et la kinase ERK [10] contribuent a réguler son
activité, son transport et son adressage. La partie cytoplasmique

est complétée par un domaine transmembranaire et
un domaine extracellulaire. Ce dernier débute par un
domaine apparenté a I’€GF suivi d’un domaine riche en
cystéines impliqué dans la reconnaissance de certains
substrats et I"adhésion tout comme le domaine disin-
tégrine qui suit, liant Pintégrine a,. Pour certains
auteurs, ce domaine disintégrine faciliterait le rap-
prochement du substrat avec le site catalytique. Vient
ensuite le domaine catalytique, puis le prodomaine
terminé par un peptide signal. Le prodomaine agirait
a la maniére d’une protéine chaperonne permettant a
I’enzyme de rester sous sa forme latente inactive pro-
tégée de la dégradation protéolytique lors du transport
intracellulaire [11]. La séquence RVKR placée entre le
domaine catalytique et le prodomaine correspond au
site de clivage consensus de la proprotéine convertase
furine transformant ADAM17 en une enzyme mature
potentiellement active [12]. Le domaine catalytique
contient I’ion Zn?" indispensable a I'activité de I'en-
zyme. Des changements allostériques lents a proximité
du site actif d’ADAM17 contrdleraient I’activité de Ien-
zyme [13]. TIMP-3 est le seul inhibiteur endogéne connu
d’ADAM17 [14].

Bien que des clivages en trans aient été décrits, ADAM17
clive généralement ses substrats en cis. Cela suppose
un rapprochement latéral de I'enzyme et de son subs-
trat qui pourrait étre favorisé par des changements de
fluidité membranaire [15]. Nous avons montré que les

Inflammation

N A

TNFoL, TNFR1, TNFR2, TRANCE/RANKL,
IL-1R-I1, IL-1Ra, IL-15Rax, IL-6R0

AN /

EPCR, GPIBq, GPVI, — TACE/ADAM17 ~— app NgR, p75NTR,

GPV, PAR-1

/

Hémostase |

SorLA, PrP°, TrkA

TGFa, neureguline, amphiréguline, LAG-3, CD117,
CSF-1, CSF1-R, pref-1, héréguline, sémaphorine 4D,
GHR, nectine 4A, HER4, proHB-EGF, VEGFR2, klotho

\

Prolifération, différenciation, angiogenése, cancer

Neurobiologie

Adhésion, modulation de I'immunité

L-sélectine, VCAM-1, ICAM-1, CD30,
(D40, CD44, CX3CL1, collagen XVII, LDLr,
mucines (MUC5AC, MUC1)

Figure 1. Les différents substrats clivés par
TACE/ADAM17 et leurs réles biologiques. La
classification proposée n’est pas définitive.
€n effet, I'implication des substrats d’ADAM17
n’est pas restreinte a une fonction biologique
puisque des interactions existent entres les
différents processus. Les données sont issues
de [4, 42]. APP: amyloid precursor protein;
CSF-1: colony-stimulating factor 1; CSF-1R:
colony-stimulating factor 1 receptor; EPCR:
endothelial protein Creceptor; GHR: growth
hormone receptor; GP: glycoprotéine; HB-

€GF : heparin-binding epidermal growth fac-

tor ; HER4 : human epidermal growth factor receptor type 4 ; ICAM-1: intercellular cell adhesion molecule I ; IL-15RaL: IL-15 receptor alpha chain ;

IL-1Ra : IL-1 receptor antagonist ; IL-1-RII : IL-1 receptor type Il ; IL-6RaL : IL-6 receptor alpha chain ; LAG-3 : [ymphocyte-activated gene-3 ; NgR :

récepteur Nogo; p75NTR: p75 neurotrophin receptor ; PARL : protease activated receptor 1; Pref-1: preadipocyte factor; PrP: protéine prion;

SorLA: neuronal sorting protein-related receptor ; TGFaL: transforming growth factor alpha ; TNFoL: tumor necrosis factor alpha; TNF-R1: TNF

receptor type | (p55) ; INF-R2 : TNF receptor type Il (p75) ; VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1 ; VEGFR? : vascular endothelial growth factor

receptor type Il ; TRANCE/RANKL : tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine/receptor activator of nuclear factor- kB ligand.
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radeaux lipidiques membranaires contiennent la forme
active d’ADAM17 formant ainsi des zones spécifiques de
rencontre entre ADAM17 et certains de ses substrats, et
participent aussi a la régulation de leur clivage [16, 43]
(Figure 3).

ADAM17, inflammation
et pathologies a risques cardio-vasculaires

ADAM17 et inflammation

La diversité des substrats clivés par ADAM17 explique
que I’enzyme soit un acteur majeur du contréle de I’in-
flammation (Figure I). La dualité d’action d’ADAM17
dans le contrdle de la réaction inflammatoire est illus-
trée dans le systeme TNF ou le clivage du TNF augmente
la disponibilité biologique de la cytokine, alors que le
clivage de ses récepteurs entraine une désensibilisation
a I'action de la cytokine.

A coté de I'abondante littérature rapportant les effets
du sTNF sur le statut inflammatoire cellulaire, des tra-
vaux se sont intéressés a I’effet d’autres substrats clivés
par ADAML1T sur le contrdle de la réaction inflammatoire.
Nous citerons la forme soluble du récepteur de typell
de I'lL(interleukine)-1, considérée comme un anta-
goniste puissant du systeme IL-1. De méme, la chaine
o du récepteur soluble de I'IL-6 (IL-6Ra), libérée par
ADAM17, permet a de nombreux types cellulaires n’ex-
primant pas I'lL-6Rcot, mais possédant la chaine trans-
ductrice du récepteur de I'lL-6 GP130, de répondre a
I’IL-6 par un mécanisme de trans-signalisation. ADAM17
pourrait moduler I"adhésion leucocytaire en clivant les
molécules d’adhésion a la surface cellulaire comme la
chimiokine fractalkine (ou CX3CL1), la L-sélectine, et
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1).

D’autres approches utilisant des modeles cellulaires
exprimant une forme mutée inactive d’ADAM17, des
ARN interférents, ou encore des substrats d’ADAM17
mutés non clivables (TNF, Pref-1 [preadipocyte factor
11, HB-EGF [heparin-binding epidermal growth factor],

TGFou [transforming growth factor a]) ont permis d’explorer le rdle
d’ADAM17. Par exemple, les études consacrées au tmTNF ont permis
de documenter ses propriétés de cytotoxicité et d’immunomodulation
lorsqu’il est présent a la surface des macrophages et des lymphocytes
activés. Le tmTNF exprimé a la surface d’une cellule et liant de maniere
juxtacrine le récepteur TNFR2 présent sur une autre cellule, exerce une
double signalisation conduisant a la production de cytokines immuno-
modulatrices : celle qui est déclenchée par le TNFR2 et celle qui est
déclenchée dans la cellule elle-méme portant le tmTNF selon un méca-
nisme appelé reverse signaling [17].

Les souris homozygotes déficientes en activité ADAM17 meurent trés pré-
cocement ce qui a limité les études in vivo de I'implication de "activité
d’ADAM17 sur la composante immuno-inflammatoire et des pathologies
associées. Un knock-out conditionnel d’ADAM17 spécifiquement dirigé
dans les cellules myéloides n'altére cependant pas le développement de
la souris, la protége du choc endotoxémique et a permis de montrer le
role prépondérant de ces cellules dans la libération in vivo du sTNF [18].
Ce n’est que récemment qu’une population de souris déficientes homo-
zygotes en ADAM17 a pu étre sélectionnée et maintenue en vie jusqu’a
dge adulte [19]. Les altérations des populations lymphocytaires pré-
sentes chez ces souris (défaut de développement des lymphocytes T et
de maturation des lymphcytes B) s’apparentent a celles qui sont obser-
vées chez des souris déficientes en TNF. ADAM17 raccourcit la demi-vie
de ses substrats a la surface cellulaire ce qui est un obstacle a I’étude
in vivo de la fonction de leur forme transmembranaire et donc indirec-
tement de celle d’ADAM17. Pour contourner cet obstacle, des modéles
animaux exprimant des formes mutées non clivables de ces substrats ont
été construits, et ont permis d’analyser certains aspects de la physiopa-
thologie associée a ADAM17. Ainsi, I"expression ubiquitaire d’un tmTNF
non clivable chez la souris se traduit par des modifications de I'immunité
innée et acquise responsables de perturbations fonctionnelles d’ordre
neurologique, hépatique, immunitaire et métabolique [20-23].

Les souris déficientes en TIMP-3, I'inhibiteur endogene d’ADAM17, sont
viables. Elles présentent néanmoins une forte inflammation hépatique,
et, lorsqu’elles sont traitées par du lipopolysaccharide, elles dévelop-
pent une inflammation systémique qu’explique la perte du contréle de
P’inhibition d’ADAM17 par TIMP-3 [24]. De méme, chez le rat, 'admi-
nistration de TIMP-3 réduit les dégats tissulaires hépatiques induits
dans un modéle d’ischémie/reperfusion du foie [25].
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Figure 2. Représentation schématique de la structure d’ADAM17
humaine et de ses fonctions associées. Le domaine cytoplasmi-
que (cytoplasm.) établit des interactions avec des protéines
cytoplasmiques modulant le transport, Iadressage et 'activité

de I’enzyme. Les domaines apparenté a I’€GF, riche en cystéine
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les quatre TIMP endogenes, seul TIMP-3 inhibe ADAM17. Les chiffres indiquent la position des aa.
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ADAM17 en pathologie cardiovasculaire

Le chromosome 12 de la souris, qui porte le géne d’ADAM17, contient un
locus de susceptibilité a I'athérosclérose. Deux études de cartographie
génétique fine, réalisées a partir du croisement de souches susceptibles et
résistantes a I’athérosclérose, donnent des résultats divergents sur I'impli-
cation d’ADAM17 dans cette pathologie. L'une exclut ADAM17 de ce locus
de susceptibilité a athérosclérose [26], au contraire de "autre qui corréle
la résistance & I'athérosclérose & une plus forte expression (mutation sur le
promoteur) et une plus forte activité d’ADAM17 [27]. Ce résultat pourrait
s’expliquer par la capacité d’ADAM17 a cliver des molécules pro-inflam-
matoires comme VCAM-1 et la fractalkine. Dans ces deux études, les deux
souches croisées ne sont pas identiques et, dans la seconde, le lien entre
la résistance a I'athérosclérose et ADAM17 est plus marqué chez la femelle
que chez le male. Des facteurs épigénétiques et liés au sexe pourraient
rendre compte de ces différences. Nos propres résultats montrent, chez
la souris méle génétiquement prédisposée & I'athérosclérose (apoE™~) et
chez I’homme, quADAM17 est exprimée dans les Iésions d’athérosclérose
(Figure 4) ot les macrophages et les microparticules portent cette activité
[28,29]. Ces données sont a rapprocher de celles que nous avons obtenues
chez des souris méles apo€”~ exprimant une forme mutée non clivable du
tmTNF. Ces animaux présentent des lésions avancées d’athérosclérose de
taille inférieure a celle des souris exprimant le TNF sauvage, alors que la
taille des |ésions précoces n’est pas significativement différente [30]. Cela
suggere un role pro-inflammatoire athérogene d’ADAM17 dans les Iésions
avancées. Ainsi, il est fort probable que I'activité pro- ou anti-athérogene
d’ADAM1T résulte du bilan net des substrats pro- et anti-inflammatoires
clivés a une période donnée du développement de la pathologie.

Chez I’lhomme, bien que le TNF soit un acteur reconnu de la pathologie
coronaire et le taux de sTNFR circulant un marqueur prédictif du risque
coronaire, peu de données cliniques ont mis en évidence un role direct
d’ADAM17. ADAMLT serait responsable de I’exces de production de TNF
constaté dans les cardiomyopathies dilatées [31]. Dans les monocytes de
patients ayant eu un infarctus du myocarde, I'expression et la libération
de TNF dépendant d’ADAM17 sont associées aux risques de récidive [32].
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Nous avons criblé le gene humain d’ADAM17 et révélé la
présence de 19 polymorphismes. Une étude réalisée dans
une cohorte de plus de 1500 patients coronariens (Athe-
roGene) montre une association positive entre certains
de ces polymorphismes, les niveaux de TNF circulant et le
syndrome coronaire aigu [33].

ADAM17 dans I’obésité et la résistance a I’insuline

Les territoires adipeux, plus particulierement la graisse
viscérale, sont le siege de réactions inflammatoires qui
participent aux complications vasculaires liées a I'obésité
et a I'état de résistance a I'insuline [34]. Deux molécules
clivées par ADAM17, le TNF et Pref-1 (preadipocyte fac-
tor 1), jouent un rdle clé dans le contrdle de "adipogenése
et de la résistance a I'insuline et illustrent a nouveau la
dualité d’action de I’enzyme. Chez 'obeése, le TNF est for-
tement exprimé dans le tissu adipeux alors que les niveaux
plasmatiques du sTNF ne reflétent pas forcément I'impor-
tance de I'état inflammatoire dans ce tissu. U'expression
du tmTNF est plus élevée dans le tissu adipeux de sujets et
souris obeéses, conséquence probable d’un clivage diminué,
comme cela est montré dans I’adipocyte mature surexpri-
mant le TNF [35]. Dans un modeéle murin oli expression du
tmTNF muté non clivable est ciblée dans le tissu adipeux
[36], une réduction de 10 % de P'adiposité et de 20 % de
la taille des adipocytes est observée en comparaison des
souris sauvages. La résistance locale a I'insuline, mais pas
la résistance systémique, est augmentée. Selon les auteurs
de ces deux études, I"augmentation du tmTNF dans le tissu
adipeux serait un mécanisme compensatoire s’opposant
a 'augmentation locale de la masse adipeuse induite par
le clivage du tmTNF en sTNF. Pref-1 est fortement exprimé
dans le préadipocyte et la forme soluble de 50 kDa libérée
par ADAM17 (sPref-1) exerce un effet inhibiteur sur la
différenciation adipocytaire. Chez la souris, la surexpres-
sion ciblée de sPref-1 dans le tissu adipeux entraine une
réduction de la masse adipeuse, et une intolérance au glu-
cose et une résistance a I'insuline systémiques [37]. Ainsi,
la disponibilité du TNF et de Pref-1 dans le tissu adipeux
exercerait des effets opposés sur la différenciation adipo-
cytaire et 'adiposité, avec des conséquences métaboliques

Figure 3. Représentation schématique hypothétique de la régula-
tion du clivage du TNF par ADAM17 par compartimentation dans
les radeaux lipidiques. La proforme d’ADAM17 est intégrée dans
la membrane & Iextérieur des radeaux lipidiques (rafts). Lors
de son transport golgien elle est activée par la furine en forme
mature (mat.) qui peut étre incorporée dans les rafts (1°) (zone
verte). La co-localisation d’ADAM17 mature et du tmTNF (1) dans
les rafts permet le clivage de ce dernier libérant le sTNF dans le
milieu extracellulaire (2). Les rafts représenteraient une plate-
forme physique de régulation du clivage du TNF par ADAM17.
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différentes au niveau systémique. Chez des souris haplo-
insuffisantes en ADAM17, soumises a un régime gras, on
observe une moindre obésité, et de fagon concomitante une
amélioration des paramétres de la résistance a Iinsuline
systémique associée a une diminution de la libération de
sTNF, IL6RaL et sPref-1 [38]. Cela pourrait indiquer dans ce
modeéle le réle prépondérant du TNF par rapport a celui de
Pref-1 dans le contréle de 'adipogenése et de la résistance
a l'insuline. De méme, un inhibiteur synthétique d’ADAM17
administré chez des rats hypertendus et insulinorésistants,
nourris avec du fructose, mais non obéses, améliore la sen-
sibilité a Pinsuline [39]. Les souris déficientes en ADAM17
décrites ci-dessus [19] présentent un phénotype maigre
associé a une forte dépense calorique [40]. Une fonction
hypothalamique d’ADAM17 contr6lant la balance énergéti-
que est évoquée dans ce travail. De maniere intéressante,
un lien entre ADAM17, diabéte et inflammation vasculaire a
été montré chez des souris haplo-déficientes en récepteur
a I'insuline. €n effet, certaines de ces souris présentent
une déficience constitutive en TIMP-3 et développent un
diabéte. U'exces de sTNF circulant résultant d’une activité
exacerbée d’ADAM17 secondaire a la perte de TIMP-3, ren-
drait compte de Ihyperinsulinémie et de I'augmentation
de l'inflammation vasculaire [41]. Ainsi, ADAM17 ferait
le lien entre perturbations métaboliques et complications
vasculaires qui y sont associées.

Conclusion

ADAM17 est I'un des régulateurs clés du statut inflam-
matoire dans les pathologies comme I'athérosclérose et
I’obésité. Pour autant, I'extréme diversité des substrats
pro- et anti-inflammatoires clivés par ADAM17 explique
que son rdle au cours de I'évolution de ces maladies soit
difficile a cerner. Cette complexité explique probablement
pourquoi les inhibiteurs d’ADAM17 n’ont pas encore prouvé
leur efficacité clinique méme dans des pathologies ol
Ieffet dominant du TNF est reconnu [42]. Une meilleure
compréhension des mécanismes associés a la sélectivité
de clivage des substrats d’ADAM17 est indispensable pour
envisager une pharmacothérapie adaptée a une pathologie
précise et aux substrats préférentiellement concernés par
cette méme pathologie. ¢
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Figure 4. Expression d’ADAM17 dans les lésions d’athérosclé-
rose chez la souris. Microphotographie de lésions d’athérosclé-
rose du sinus aortique de souris apo€~~ aprés 15 semaines de
régime gras [28, 29]. A. Coloration des lipides a I’huile rouge 0.
B. Immunomarquage d’ADAM17 (en rouge) de la zone rectan-

gulaire sélectionnée en A.

SUMMARY

The two sides of ADAM17 in inflammation :

implications in atherosclerosis and obesity

ADAM17 was initially characterized as the TNF Alpha Converting Enzyme
(TACE) and, until now, has been the most studied member of the ADAM
family. It is a type | transmembrane metalloproteinase involved in
the shedding of the extracellular domain of several transmembrane
proteins (at least 40) such as cytokines, growth factors, receptors or
adhesion molecules. As a consequence, depending on the transmem-
brane molecule cleaved, one may expect possible opposite effects
of ADAM17 activity on inflammation (e.g. TNF and its receptors). The
role of ADAM17 in regulating inflammatory cellular processes is clearly
demonstrated in cells deficient in active ADAMI17 or expressing subs-
trates mutated for the ADAM1T7 cleavage site. As ADAM17-deficient
mice died at birth, mice overexpressing the mutated uncleavable form
of some substrates and recently conditional knock-out of ADAM17 are
used to approach in vivo the role of this metalloprotease in regulating
inflammation. Arguments are provided that ADAMI17 plays a role in
atherosclerosis, in adipose tissue metabolism, insulin resistance and
diabetes. The multitude of substrates cleaved by ADAM17 makes this
enzyme an attractive candidate to study its role in inflammation-dri-
ven pathologies. ¢
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