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ADAM et migration cellulaire

Réle inattendu du domaine cytoplasmique

Hélene Cousin, Dominique Alfandari

> La famille ADAM (a disintegrin and
metalloprotease) est composée d’une
trentaine de protéines transmembra-
naires contenant un domaine métal-
loprotéase qui n’est actif que chez la
moitié d’entre elles (Figure 1). Parmi
ces ADAM protéolytiques, ADAM 10 et
17 sont les plus étudiées. Leur rdle est
essentiel pour activer ou inhiber une
grande variété de voies de signalisation
comme celles activées par I'€GF (epi-
dermal growth factor), le TNFou (tumor
necrosis factor) et Notch [1, 11]. Un rdle
moins connu d’ADAM 10 consiste a cliver
les N- et €-cadhérines, diminuant ad-
hésion intercellulaire et favorisant ainsi
les transitions épithélio-mésenchyma-
teuses [2, 3]. Le sous-groupe des mel-
trines, composé des meltrines a, [, v,
€ (ADAM 12, 19, 9 et 35 respectivement)
et de ADAM 13/33, est moins étudié. Il se
distingue par un domaine cytoplasmique
de 150 a 200 résidus contenant plusieurs
domaines de liaison riches en proline et
un point isoélectrique basique.

Meltrines et migration de la créte
neurale céphalique de xénope

Au cours du développement du xénope,
ADAM 13 et 19 sont exprimées dans les
cellules de la créte neurale céphalique
(CCNC). Lors de la neurulation, ces cel-
lules émergent de la plaque neurale,
migrent ventralement et dirigent le déve-
loppement des structures craniofaciales
des vertébrés. Chez le xénope, la migra-
tion des CCNC peut étre étudiée in vitro
en cultivant des explants sur un substrat
approprié [4] ou in vivo en marquant
les CCNC avec un traceur cellulaire (GFP,
green fluorescence protein) (Figure 2).
€n injectant des morpholinos antisens
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pour bloquer la traduction des transcrits
ADAM, nous avons pu étudier le role de
ces derniers dans les CCNC. Nos résultats
montrent qu’ADAM 13 et 19 sont néces-
saires a la migration des CCNC et que leurs
fonctions sont partiellement redondantes
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[5]. Afin de déterminer les domaines
d’ADAM 13 nécessaires a la migration
des CCNC, nous avons remplacé la pro-
téine ADAM 13 endogene par des formes
mutantes. Nos résultats montrent que
I’activité métalloprotéase et le domaine
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Figure 1. Représentation schématique des fonctions d’ADAM 13 nécessaires a la migration des
cellules de la créte neurale céphalique (CNCC). ADAM 13 est constituée de cinq domaines :
métalloprotéase (M), disintégrine (D), riche en cystéine (Cys), EGF (€), transmembranaire et
cytoplasmique (C13). Le domaine métalloprotéase clive plusieurs substrats (fleches rouges).
1. Le clivage de la cadhérine 11 libere un fragment contenant les domaines €C1, 2 et 3 dans
le milieu extracellulaire. Ce fragment joue probablement deux réles : inhibition de I’adhésion
intercellulaire et modulation de la signalisation cellulaire. 2. ADAM 13 clive la fibronectine, soit
pour faciliter la migration des CNCC, soit pour libérer des facteurs de croissance retenus dans
la matrice extracellulaire. 3. ADAM13 s’autoclive en CIS. Ce clivage permet une action longue
distance du domaine métalloprotéase. Cet autoclivage marque le début d’une cascade protéoly-
tique incluant un clivage dans le domaine transmembranaire par la y-sécrétase (GS) et un clivage
dans le domaine cytoplasmique par une protéase inconnue (X). Au final, le domaine C13 est libéré
dans le cytosol et migre dans le noyau ou il modifie la transcription de certains genes impliqués
dans la migration des CNCC (exemple : calpaine 8a). C13 ne posséde pas de domaine de liaison a
I’ADN évident, suggérant que la modification de I’expression génique qu’il induit fait intervenir

I’activité de facteurs de transcription (FT). mb : membrane plasmique.
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cytoplasmique sont essentiels. ADAM 13
est capable de cliver plusieurs substrats
extracellulaires dont la fibronectine et
la cadhérine 11 [6-8]. Le clivage de la
cadhérine 11 produit un fragment soluble
(€C1-3) nécessaire a la migration des
cellules in vivo (Figure 1).

Réle surprenant du domaine
cytoplasmique d’ADAM 13

Le domaine cytoplasmique d’ADAM 13
(C13) est I’un des plus longs de la famille
des ADAM (197 résidus, 21 kDa) et
contient des motifs de liaison aux pro-
téines a domaines SH3. Nous avons mon-
tré que la protéine adaptatrice PACSIN?
(protein kinase C and casein kinase subs-
trate in neurons protein 2) lie le domaine
cytoplasmique d’ADAM 13 et régule son
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activité [9]. Récemment, nous avons
montré qu’ADAM 13 faisait I"objet d’une
série de clivages protéolytiques incluant
un autoclivage dans son domaine riche
en cystéine [8] et un clivage par la
y-sécrétase. Ces clivages successifs libe-
rent dans le cytoplasme un fragment de
17 kDa [5] qui migre par la suite dans le
noyau. Cette localisation nucléaire est
essentielle a la fonction de ADAM 13 dans
la migration des CCNC (Figure 1).

€n analysant I’expression génique des
CCNC exposées aux morpholinos ou sau-
vages par microarray et PCR quantita-
tive (0-PCR), nous avons découvert que
le domaine cytoplasmique d’ADAM 13
modifie I’expression d’un grand nombre
de geénes avec une faible amplitude, indi-
quant que ce domaine est un régulateur

Figure 2. Méthodes d’étude de la migration des
CCNC chez le xénope. La migration des CCNC
peut étre étudiée de trois manieres. 1. Injection
ciblée. Cette méthode consiste a injecter au
stade 8-cellules les composés chimiques dési-
rés (morpholinos, transcrits, etc.) avec un
marqueur de lignage cellulaire comme la GFP
dans la cellule dorso-animale (territoire pré-
somptif de la créte neurale). Les embryons sont
cultivés jusqu’au stade du bourgeon caudal et
la présence ou I"absence de migration des CCNC
est analysée dans les voies de migration : man-
dibulaire (m), hyoide (h) ou branchiales (b).
2. Greffe. Cette méthode consiste a injecter les
mémes composés chimiques dans une cellule
austade 2-cellules. Austade jeune neurula, les
CCNCd’embryons contrdles sontremplacées par
les CCNC des embryos injectés. Ces embryons
greffés sont élevés jusqu’au stade bourgeon
caudal etla présence ou I’absence de migration
des CCNC est analysée. 3. Culture de CCNC. La
migration des CCNC peut étre étudiée in vitro en
cultivant les CCNCd’embryons injectés au stade
2-cellules dans une bofte de Pétri sur laquelle
de la fibronectine a été préalablement adsor-
bée. La migration des CCNC peut étre analysée
soit par imagerie vidéo en time-lapse, soit en
analysant la migration au bout de 15 heures
de culture. Les photos représentent un agran-
dissement de la téte d’un embryon au stade
bourgeon caudal ou d’un explant de CCNC en
culture. A : antérieur, P : postérieur, D : dorsal,

V:ventral, G: gauche, Dr: droite.

d’expression et non pas un activateur ou
un inhibiteur de transcription. Parmi les
geénes dont Iexpression est augmentée
par C13, nous avons identifié le gene
codant pour la protéase cytoplasmique
calpaine 8a (Capn8a), protéase qui est
nécessaire a la migration des CCNC chez
le xénope ; la réexpression de Capn8a
chez les embryons dépourvus de C13 est
capable de restaurer partiellement la
migration des CCNC. Ceci montre que le
role d’ADAM 13 dans le noyau est phy-
siologique et qu’une faible variation de
I’expression de certains genes peut avoir
des conséquences importantes pour le
développement embryonnaire.



€volution d’ADAM 13 : I’exception

des mammiféres placentaires
identification des orthologues d’ADAM
13 dans les autres especes est sujette
a controverse. Les taux de similitude
globale les plus élevés ont été obtenus
en alignant les séquences ADAM 13 de
xénope avec les séquences ADAM 33
murine et humaine. Par conséquent,
ADAM 13 de xénope a été renommée
ADAM 33 par les bioinformaticiens du
NIH (National institutes of health).
Cependant, I’analyse des séquences pro-
téiques des domaines cytoplasmiques
des ADAM 33/13 murine et d’amphibien
ne montre aucune homologie et aucune
conservation du point isoélectrique si
typique des meltrines. €n revanche,
le degré d’homologie des domaines
cytoplasmiques d’ADAM 13 de xénope,
nématode, poisson zebre et opossum
est similaire au degré d’homologie des
autres domaines. Cela remet en question
I’orthologie entre les formes d’ADAM 13
chez les mammiferes placentaires et
chez les autres animaux, incluant les
marsurpiaux. €n utilisant des tests de
complémentation (coexpression, dans
les embryons exposés aux morpholinos,
de la forme d’ADAM 13 dépourvue de
domaine cytoplasmique avec le domaine
cytoplasmique cytosoluble), nous avons
montré : (1) que les domaines cytoplas-
miques d’ADAM 13 d’opossum, poisson
zebre et nématode sont capables de
restaurer la migration des CNC, alors
quADAM 33 murine en est incapable ;
(2) que le domaine cytoplasmique
d’ADAM 33 murine ne migre pas dans le
noyau des cellules. Des analyses géno-
miques ont montré que les marqueurs
chromosomiques en 5’ de la séquence
d’ADAM 13 de X. tropicalis et d’ADAM 33
humain sont conservés alors que ceux
présents en 3’ sont différents [10]. Ces
observations suggérent qu’au cours de
la divergence des mammiféres placen-
taires et des marsurpiaux, un remanie-
ment chromosomique a probablement
éliminé le domaine cytoplasmique.
Malgré cette divergence de fonction-
nalité d’ADAM 33 chez les mammiferes
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placentaires, nous pensons que les mel-
trines jouent un réle clé dans le dévelo-
pemment craniofacial de ces animaux.
Au cours de I’évolution, la meltrine ori-
ginelle (ADAM 2 chez le nématode) a été
quadruplée. Nos expériences de complé-
mentation ont montré que les domaines
cytoplasmiques des ADAM 19 du xénope
et de souris sont capables de restaurer
la migration des CCNC en I"absence du
domaine cytoplasmique d’ADAM 13. Par
ailleurs, ADAM 9, comme ADAM 13, clive la
cadhérine 11 chez le xénope. Ces données
suggerent qu’ADAM 9 et ADAM 19 peuvent
compenser la perte d’ADAM 13. Notre
hypothése est que chez les mammiferes
placentaires, ADAM 9 et 19 remplissent
séparément les fonctions qu’ADAM 13
assure chez les autres vertébrés.

Le probleme des analyses quantitatives
chez les animaux non consanguins

Lors de nos analyses de Q-PCR et de
microarray, nous avons pu observer que
la variation de I’expression des genes
était plus importante d’un lot d’embryon
a I"autre que d’un cas expérimental a
un autre pour un méme lot. €n d’autres
termes, la différence d’expression natu-
relle d’un géne d’un groupe d’embryons
@ un autre est plus importante que celle
induite par la perte d’ADAM13. €tant
donné que le xénope est une espeéce
non consanguine, cette observation
n’est pas trés surprenante mais pose un
probléme pour I'analyse des résultats
de microarray et de Q-PCR. Au lieu de
faire une analyse globale des différents
microarray et laisser les analyses sta-
tistiques identifier les genes d’intérét,
nous avons di réaliser des analyses cou-
plées pour chaque expérience (provenant
d’une seule fécondation) et comparer les
résultats de plusieurs expériences indé-
pendantes pour identifier les génes dont
I’expression changeait significativement.
Cette observation a deux conséquen-
ces. D’une part, lorsqu’une étude est
faite avec des animaux non consanguins,
les analyses moléculaires doivent étre
réalisées entre cas contrdles et expéri-
mentaux strictement issus d’une méme

ponte. D’autre part, les outils et 'ana-
lyse moléculaire doivent étre adaptés a
I'organisme modéle. En effet, bien que
les populations syngéniques telles que
la souris et le poisson zébre présentent
de nombreux avantages, le xénope nous
rappelle que, comme pour les humains,
les variations entres individus sont sou-
vent plus importantes que celles induites
par un état pathologique. ¢

ADAM and cell migration: the unexpected
role of the cytoplasmic domain
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