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Article abstract

Cell proliferation and cell differentiation are balanced processes required for
the correct development and maintenance of tissues, including epithelial
tissues. Disruption of this balance by downregulation or loss of function of
gatekeepers of epithelial homeostasis may unleash tumor suppressing
activities leading ultimately to tumorigenesis. Among the newcoming actors
involved in epithelial cell polarity, recent data shed light on the crucial role
played by the LAP (LRR And PDZ) protein family. LAP proteins assemble
receptors, cytoplasmic adaptors and enzymes in multimolecular networks
important for the different steps of epithelial differentiation : adhesion,
building of tight junctions and trafficking of proteins along the secretory
pathway. Furthermore, genetic studies in invertebrates and vertebrates have
installed LAP proteins not only as crucial determinants for epithelial integrity
but also as key regulators of cell proliferation and embryonic development.
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> La polarité, une des propriétés les plus impor-
tantes des épithéliums, se manifeste par la for-
mation de deux domaines membranaires dis-
tincts, apical et basolatéral, dont les fonctions
sont spécialisées. La formation, le maintien et
les fonctions des tissus épithéliaux sont assurés
par un canevas de protéines de surface connec-
tées a des réseaux intracellulaires de molécules
de structure et de signalisation organisant la
polarité spécialisée du tissu, et contrélant ses
relations avec le milieu extérieur. Au sein de ces
échafaudages moléculaires, les protéines a
domaines PDZ (PSD95/Dlg/Z0-1) tiennent une
place prépondérante en assurant I’assemblage et
la distribution subcellulaire des acteurs de I’ho-
méostasie épithéliale. Parmi celles-ci, les pro-
téines de la famille LAP (LRR and PDZ) occupent
le devant de la scéne en raison de leur implica-
tion dans les étapes-clés de la différenciation
épithéliale. De plus, I'étude de modéles géné-
tiques invertébrés et vertébrés a notamment per-
mis de mettre en exergue leur role central au
cours du développement embryonnaire et de
dévoiler, pour certaines protéines LAP, un role
potentiel de suppresseur de tumeur. <
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tance accrue a I"apop-

tose, et d’altérations de la morphologie cellulaire.
’étude des processus de différenciation et de cancéri-
sation du tissu épithélial suscite un vif intérét et repré-
sente un défi du fait de la complexité des mécanismes
impliqués. La bonne conservation de I"architecture épi-
théliale au cours de I’évolution, ainsi que des protéines
clés impliquées, permet aux modeles génétiques C. ele-
gans et D. melanogaster d’avoir une place de choix dans
ce champ d’investigation et d’enrichir de fagon considé-
rable les connaissances obtenues chez les mammiferes.

Le tissu épithélial : un systéme cellulaire polarisé

Les modalités d’organisation d’une monocouche de cel-
lules épithéliales polarisées sont similaires chez la dro-

€n constant renouvellement, les tissus épithéliaux se
forment a partir de cellules progénitrices soumises @ une
succession d’étapes de prolifération et de différencia-
tion finement réglées. Cette plasticité et I’exposition
fréquente aux agressions externes contribuent proba-
blement a faire de ces tissus un terrain propice a I’émer-
gence d’anomalies moléculaires et de cancers. €n effet,
85% des tumeurs humaines ont pour origine la transfor-
mation maligne de cellules épithéliales, provoquée par
le déreglement d’oncogenes et de génes suppresseurs de
tumeur a 'origine d’une prolifération cellulaire anar-
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sophile, le nématode et les mammiferes, méme si, dans
le détail, il existe des spécificités propres a chaque
espéce [1]. Pour assurer leur fonction de barriere et
d’échange, les cellules épithéliales sont organisées en
deux compartiments membranaires structuralement et
fonctionnellement distincts: la membrane apicale et la
membrane basolatérale, délimitées par les jonctions
étroites et adhérentes (Figure 1). Le pdle apical, en
contact avec les fluides, est spécialisé dans I’échange
d’ions et de nutriments, alors que le pdle basolatéral
assure I'adhérence cellulaire et la communication entre

&
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les cellules. Les jonctions étroites représentent une

structure protéique fortement cohésive et garantissent

I’étanchéité (relative et modulable) épithéliale. Juste

au-dessous, les jonctions adhérentes composées de

€-cadhérine et du complexe intracellulaire B-caté-
nine/0t-caténine, ainsi que du complexe Nectine-AF6

(Figure 1), s’organisent dés les premiers stades de la

formation du tissu polarisé et jouent un réle central

dans la cohésion de la monocouche épithéliale.

Au cours de la progression tumorale du stade bénin au
stade malin, les cellules épithéliales perdent progressivement leur
aspect cohésif et différencié sous I'effet du déréglement de suppres-
seurs de tumeurs et d’oncogenes impliqués dans la prolifération cellu-
laire, ’apoptose, mais également dans la polarité cellulaire. Cest le
cas de Lkb1, une sérine-thréonine kinase requise pour la polarité épi-
théliale, dont la perte de fonction entraine le syndrome de Peutz-
Jeghers, caractérisé par de multiples tumeurs bénignes et malignes
[2]. Chez la souris, I'élimination ciblée du géne or-caténine entraine
des anomalies majeures de I’épiderme et déclenche la formation de
tumeurs cutanées en altérant probablement la connexion du complexe
jonctionnel €-cadhérine/P-caténine au cytosquelette d’actine [3]. Ce
phénotype tumoral est également observé chez la drosophile lorsque
Lethal giant larvae (Lgl), Discs large (DIg), ou Scribble, trois protéines
cytoplasmiques multimo-

rich repeats) du coté amino-terminal, suivis de deux
motifs LAPSD (LAP specific domain) a et b et de
domaines PDZ (Figure 2) [7]. Les protéines LAP sont
exprimées chez les mammiféres (hScrib, Erbin, Lano et
Densin-180), ainsi que chez les invertébrés C. elegans
(LET-413) et D. melanogaster (Scribble et dLAP1). Outre
leur structure commune, Scribble, LET-413 et leurs
homologues mammiféres sont particulierement concen-
trés dans la membrane basolatérale des cellules épi-
théliales et dans les jonctions septées chez la droso-
phile [7-10]. La drosophile ne posséde pas de jonctions
étroites, mais des jonctions septées, situées sous les
jonctions adhérentes, qui assurent la fonction de bar-
riere paracellulaire et qui sont de composition diffé-
rente des jonctions étroites.

Scribble et Let-413, deux génes indispensables
a la morphogenése épithéliale

Scribble et LET-413 sont requises pour I’établissement
et le maintien de la polarité épithéliale chez les inverté-
brés [8, 9]. Leur perte de fonction entraine la mort des
embryons en raison de séveres altérations de la polarité
cellulaire et des fonctions épithéliales. Lorigine de ce

dulaires nécessaires pour
la formation des jonc-

tions épithéliales, ne sont A ai?lil
plus fonctionnelles [4, Pale T

5]. Alors que Dlg et Lgl

d basolatéral
sont connues depuis plus

Lame basale

d’une décennie, la carac- |
térisation de Scribble et o e
de ses homologues est
bien plus récente.

B Apical
Protéines LAP:
une nouvelle famille
de protéines
jonctionnelles

Jonction étroite
Jonction adhérente

C'est en 2000 que fut 16)
dévoilée I'existence d’une
nouvelle famille de pro- Hémidesmosome
téines, baptisée LAP, un
acronyme provenant des
initiales de LRR and PDZ
(PSD-95/Disc-large/Z0-1)
[6]. Les membres de
cette famille possedent
des

structurales communes:

caractéristiques

16 domaines LRR (leucine

M/Sn® 3, vol. 21, mars 2005

@ Jonctions étroites @ Jonctions adhérentes @ Jonctions cellules/matrice

Complexes Crumbs/Patj/Pals

Complexes Par-3/Par-6/aPKC/Cdc4?2 et occludine, claudine, JAM, Z0-1
Complexes €-cadhérine/P-caténine et nectine-AFé

Figure 1. Différenciation des cellules épithéliales et tumorigenése. A. Les cellules épithéliales adhérent a la lame
basale par Pintermédiaire des intégrines (jonctions cellules-matrice en bleu) (1) et, entre elles, par des jonc-
tions adhérentes impliquant les cadhérines (en vert) (2). Les jonctions étroites (en rouge), formées dans un
deuxieme temps, délimitent le pdle apical et le péle basolatéral (3). Au cours de la carcinogenése, les cellules
épithéliales proliferent de facon incontrdlée (forme bénigne ou hyperplasie) (4), puis perdent leur polarité
(forme maligne ou néoplasie) (5). B. Localisation et composition des principaux complexes protéiques impliqués
dans la polarité épithéliale. Les desmosomes (disques bleus) et hémidesmosomes (croissants noirs) sont repré-

sentés ici, mais pas sur les figures suivantes dans un effort de simplification.



phénotype reste encore a élucider au niveau molécu-
laire, mais deux hypothéses sont actuellement propo-
sées. Premierement, Scribble et LET-413 pourraient par-
ticiper a la formation d’une barriere étanche
empéchant la diffusion de protéines apicales dans le
compartiment basolatéral. Une deuxieme hypothese
attribue aux protéines LAP un rdle dans I'adressage de
vésicules de transport du compartiment trans-golgien
vers la membrane apicale ou les jonctions étroites. La
fuite de protéines apicales ou le mauvais adressage de
protéines (ou lipides) cruciaux pour la polarité apico-
basale seraient a I'origine des défauts observés chez les
mutants. Cependant, le manque d’information sur les
interacteurs protéiques de Scribble et LET-413 limite
considérablement la réflexion sur les mécanismes d’ac-
tion de ces protéines. Nous avons derniérement démon-
tré que les domaines LRR ont un réle central dans la
fonction de ces protéines, en les retenant au pole baso-
latéral ou elles participent probablement a la formation
de complexes protéiques importants pour la morphoge-
nése épithéliale [11]. Malgré leur forte homologie de
séquence avec les domaines LRR de la protéine SUR-8,
capable de fixer Ras et de moduler son activité [12],
nous n’avons pas pu mettre en évidence d’interaction
entre les domaines LRR des protéines LAP et diverses
petites protéines G (Rap, Arfé, Ras, Rac, Cdc42...). Les
ligands des domaines LRR ne sont donc pas encore
identifiés.

Scribble, un suppresseur de tumeur

chez la drosophile

Au-dela des défauts de polarité épithéliale, la perte de
fonction de Scribble entraine une prolifération accen-
tuée des cellules épithéliales et la formation de
tumeurs néoplasiques [4]. Des études génétiques ont
démontré ’étroite interdépendance fonctionnelle entre

scribble, Igl et dlg dans ’homéostasie épithéliale et

assignent ces trois suppresseurs de tumeur @ une seule

et méme voie de signalisation connectée aux deux

autres voies majeures de la morphogeneése épithéliale:
Crumbs/Patj/Pals et Par-3/Par-6/aPKC [4, 13-15]. Le

complexe Par-3 contrdle la formation du péle apical et

est réprimé par Scribble, lui-méme réprimé par le com-

plexe Crumbs. Le controle de ces activités est essentiel

pour délimiter les domaines apicaux et basolatéraux des cellules pola-
risées. L'expression de hScrib, orthologue humain de Scribble, chez des
mouches déficientes en Scribble restaure relativement bien la polarité
épithéliale, entraine la régression des tumeurs et permet a un pour-
centage non négligeable d’animaux (environ 25%) d’atteindre I'dge
adulte, démontrant une fonction bien conservée au cours de I’évolu-
tion [16].

hScrib, cible d’oncoprotéines virales

et acteur de la morphogenése du tube neural

Scribble a deux orthologues chez les mammiféres, hScrib et Lano, qui
présentent une forte homologie au niveau des domaines LRR et LAPSD.
Peu de choses sont connues sur Lano qui, malgré ’absence de domaine
PDZ, participe a 'agencement de complexes protéiques contenant ce
type de modules [17]. Pour sa part, hScrib a été initialement identifié
comme un partenaire de I"oncoprotéine €6, une protéine virale codée
par le papillomavirus humain & haut risque (high risk HPV-16), bien
connu pour provoquer la formation de carcinomes génitaux [18]. L’in-
teraction entre ces protéines implique les deux derniers domaines PDZ
de hScrib et la partie carboxyterminale de €6, reconnue comme un
déterminant important de 'oncogénicité de la protéine [19]. Lex-
pression de €6 dans les cellules épithéliales induit la dégradation de
hScrib par le protéasome, grdce a Iubiquitine ligase E6AP associée a
€6 [18], et participe probablement au pouvoir tumorigéne de I’oncovi-
rus (Figure 3).

Notre laboratoire a récemment identifié un des ligands « naturels »
des domaines PDZ de hScrib: BPIX, un facteur d’échange de Racl et
Cdc42, deux petites protéines G centrales dans la signalisation cellu-
laire et le contrdle de la polarité cellu-
laire [20]. Comme cela a été évoqué

Mammiféres

LAP 0

s o————Tsv e
LAP 1

~{IIIMeo Erbin
LAP 4

hScrib

Figure 2. Structure des protéines LAP. Chaque protéine LAP posséde 16 motifs LRR (leucine rich
repeat) amino-terminaux (rectangles verts), un domaine LAPSD (LAP specific domain) a et b
(cercles orunge), ainsi que des domaines PDZ (croissants juunes) (excepté pour Lano). La

région centrale de ces protéines (entre les domaines LAPSD et PDZ) est trés peu conservée entre

les différents membres de cette famille.
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D. melanogaster

Invertébrés précédemment chez la drosophile [21,

C. elegans 221, les données fonctionnelles attri-
buent au complexe hScrib/BPIX un rdle
dans I'exocytose réglée de vésicules, une
étape majeure dans la migration et la
dLAP-1 Let-413 polarité cellulaire.

La fonction de hScrib a été en partie élu-
Scribble cidée in vivo grace a la caractérisation
de souris circletail porteuses d’une
mutation dans le gene hScrib et qui pré-
sentent des défauts séveéres de la ferme-
ture du tube neural conduisant a la
mort, peu aprés la naissance [23]. Lori-

gine du déficit est actuellement peu

269



270

claire, mais les auteurs privilégient un défaut de migra-
tion des cellules du neuroépithélium formant le tube
neural. Ces souris circletail présentent également un
défaut de polarité planaire dans les cellules auditives
de ’oreille interne provoquant une orientation anar-
chique des villosités, une anomalie retrouvée chez
d’autres souris mutantes affectées par des défauts du tube neural
[24]. Cependant, les anomalies sévéres de tube neural des souris cir-
cletail rendent impossible I"observation d’un effet suppresseur de
tumeur de hScrib. Il faudra donc attendre la production de souris
hScrib™~ permettant I’élimination du geéne chez I'adulte (knock-out
conditionnel) pour apprécier son éventuel rdle dans la tumorigenése.

Erbin, une « prise multiple » pour acteurs de la prolifération

et de la différenciation épithéliale

Erbin (ErbB2 interacting protein) a été découverte grce a un crible de
double hybride chez la levure destiné a identifier de nouveaux parte-
naires de I"oncoprotéine €rbB2, un membre de la famille des récep-
teurs de I’EGF [10, 25] (Figure 4). Des travaux récents ont démontré
I'implication de €rbin dans la régulation négative de la voie Ras-MAPK
activée par €rbB2 en interagissant avec la forme activée de Ras [26].
Erbin interagit également avec les protéines Smad, maillons incon-
tournables de la signalisation du TGFPBR impliqué dans la transition
épithéliale-mésenchyme [27].

Erbin n’est pas seulement impliquée dans des réseaux moléculaires de
signalisation, mais est également au cceur d’intéressants complexes
protéiques participant a I"adhérence cellulaire. Erbin est associée a
BPAG-1 (bullous pemphigoid antigen 1) et & I'intégrine 34, deux pro-
téines des hémidesmosomes, des structures denses aux électrons
impliquées dans I’adhérence des cellules aux matrices extracellulaires
(Figure 4) [28]. Rappelons que ces structures sont localisées dans le
domaine basal, au contact des matrices extracellulaires, et sont de
composition différente des desmosomes localisés dans les membranes
latérales (Figure 1). Il reste a déterminer le role joué par Erbin dans ce
complexe d’adhérence aux matrices extracellulaires.

Plus convaincantes sont les données attribuant a Erbin un réle dans le
maintien des contacts entre cellules grdce a son interaction avec des
protéines telles que p0071, 3-caténine et ARVCF (armadillo repeat gene
deletes in velocardiofacial syndrome), trois protéines de la famille des
pl20 caténines [29, 30]. Le domaine PDZ d’€rbin est impliqué dans ces
associations installées dans les jonctions adhérentes et dans les des-
mosomes, les « boutons pressions » de la membrane latérale structurés
autour des cadhérines desmosomiques, les desmocollines et les desmo-
gléines. P0071, O-caténine et ARVCF se fixent a la région juxtamembra-
naire des cadhérines par leurs domaines armadillo et participent proba-
blement aux fonctions d’adhérence et/ou de signalisation de ces
protéines de surface, tout comme pl20-caténine. Grace a p0071, mais
également a B-caténine (données non publiées), Erbin est donc
connectée a E-cadhérine [30], un acteur central de la formation des
jonctions adhérentes (Figure 4). Il semble donc que Erbin entretienne
des relations étroites, d’une part avec le couple de protéines jonction-
nelles p0071-€-cadhérine, dont le rdle est probablement important pour
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la formation des jonctions cellulaires, mais, d’autre part,
avec la B-caténine qui participe & la fois & la formation
des jonctions lorsqu’elle est associée a E-cadhérine, et a
la voie de signalisation Wnt lorsqu’elle fait partie du
complexe cytoplasmique contenant APC (adenomatous
polyposis coli), Axin et GSK-3 [31]. GSK-3 est une sérine
thréonine kinase phosphorylant la B-caténine et entrai-
nant celle-ci vers la dégradation par le protéasome.
Uactivité constitutive de la B-caténine, remarquée dans
divers cancers (colon, sein...), due a des mutations ou &
des troncations de la B-caténine ou de APC, produit une
surexpression des oncogénes c-myc et cycline DI. €n
s’associant & la B-caténine, Erbin pourrait donc moduler
la fonction de €-cadhérine et/ou la voie Wnt et ainsi par-
ticiper au maintien de ’lhoméostasie épithéliale.

A
Protéasome Jonctions
étroites
EéAP@
hScrib
B
Protéasome

Jonctions
étroites

hScrib

Figure 3. Dégradation de hScrib provoquée par I'oncoprotéine
virale €6 et tumorigenése. La protéine E6AP est une ubiquitine
ligase associée a €6, une oncoprotéine virale produite par le
papillomavirus & haut risque (HPV-16). Lors de I’infection,
I’oncoprotéine s’associe @ hScrib et provoque sa dégradation
par le protéasome grace a €6AP, ce qui conduit a une altéra-
tion de I’homéostasie épithéliale et participe donc a 'effica-

cité transformante du virus.



Le role des différentes interactions moléculaires centrées
sur Erbin reste encore a élucider in vivo, mais il est cepen-
dant intéressant de noter que ce canevas moléculaire
comprend des acteurs majeurs de la prolifération (ErbB2,
Ras, B-caténine) et de la différenciation cellulaire
(Smad, €-cadhérine, B4 intégrine). Nous retiendrons
également de ces premiéres études que plusieurs des par-
tenaires de Erbin sont codés par des genes suppresseurs
de tumeur ou des oncogenes reconnus (ErbB2, B-caté-
nine, £-cadhérine), suggérant son implication dans la
tumorigenese. |l faudra cependant attendre I’analyse des
souris erbin™ pour préciser la fonction de cette protéine
LAP et son implication en physiopathologie.

Conclusions

Les études génétiques conduites chez les invertébrés,

ainsi que identification des réseaux d’interactions

moléculaires associés aux protéines LAP chez les mam-

miferes, indiquent que cette famille de protéines est

impliquée dans I’établissement et le maintien de la

polarité cellulaire, mais également dans le controle de la prolifération

cellulaire. La conservation des protéines LAP au cours de I’évolution

est un argument de poids pour suggérer une fonction conservée entre

invertébrés et vertébrés, une hypothése d’ailleurs en partie vérifiée

pour Scribble. Les futures expériences d’extinction in vitro (siRNA) et

in vivo (knock-out) devraient permettre de mieux apprécier I’implica-
tion de Erbin, hScrib et Lano dans I'installation et le

maintien de la polarité épithéliale et leur réle en
pathologie. ¢
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Figure 4. Réseaux moléculaires associés a Erbin. Erbin est une protéine basola-
térale associée non seulement a des voies de régulation de la prolifération cel-
lulaire (Ras/MAPK et €rbB2, Smad et récepteur du TGF), mais aussi a des com-
plexes protéiques impliqués dans I'interaction entre cellules (B-caténine et
p0071, deux caténines associées a E-cadhérine) et cellule-matrice extracellu-
laire (intégrine P4 et BPAG-1 [bullous pemphigoid antigen-1]). Les fleches
indiquent les interactions entre Erbin et ses partenaires.
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SUMMARY

LAP proteins: new gatekeepers

of epithelial homeostasis

Cell proliferation and cell differentiation are balanced
processes required for the correct development and
maintenance of tissues, including epithelial tissues.
Disruption of this balance by downregulation or loss of
function of gatekeepers of epithelial homeostasis may
unleash tumor suppressing activities leading ultimately
to tumorigenesis. Among the newcoming actors involved
in epithelial cell polarity, recent data shed light on the
crucial role played by the LAP (LRR And PDZ) protein
family. LAP proteins assemble receptors, cytoplasmic
adaptors and enzymes in multimolecular networks
important for the different steps of epithelial differen-
tiation: adhesion, building of tight junctions and traf-
ficking of proteins along the secretory pathway.
Furthermore, genetic studies in invertebrates and verte-
brates have installed LAP proteins not only as crucial
determinants for epithelial integrity but also as key
regulators of cell proliferation and embryonic develop-
ment. ¢
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