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RÉSUMÉ

Le tri des protéines dans les cellules épithéliales 
représente le processus fondamental de la mise en 
place et du maintien de la polarité fonctionnelle des 
cellules épithéliales. Des processus nombreux et inter­
dépendants sont mis en œuvre pour réaliser ces 
étapes spécialisées du trafic intracellulaire. Les der­
nières données de la littérature sur les composantes 
de ces voies de trafic seront présentées et discutées 
dans la première partie de cet article. Les signaux 
portés par les protéines pour spécifier leur destination 
représentent l’un des éléments majeurs de l’adres­
sage. Les signaux basolatéraux sont pour l’essentiel 
connus et relativement univoques, alors que les 
signaux apicaux sont quant à eux discutés et mul­
tiples en terme de nature moléculaire. Le cas des 
signaux portés par la dipeptidyl peptidase IV (DPP

IV/CD26) est particulièrement intéressant à aborder, 
car cette protéine rejoint le pôle apical des cellules 
épithéliales selon des voies qui varient avec le type 
cellulaire considéré. Ces voies de trafic variables et 
complexes qui conduisent à des localisations tempo­
raires de la DPP IV autres que la bordure en brosse 
apicale sont associées à des fonctions diverses : diges­
tion enzymatique, liaison de protéines circulantes, 
interaction avec la matrice extracellulaire. Nous 
avons entrepris l’étude de ces signaux et nous décri­
rons ici le rôle potentiel de la glycosylation et celui du 
domaine transmembranaire dans l’adressage apical 
de la DPP IV, en insistant sur les capacités des diffé­
rentes machineries cellulaires à interpréter ces 
signaux.

SUMMARY Molecular signals involved in protein sorting in epithelial cells : involvement of the transmem- 
brane domaine and of posttranslational processes

Protein sorting in epithelial cells is the major event 
that drive the onset and the maintenance Of the func- 
tionnal cell polarity. A lot of interdependent steps are 
involved in protein sorting and targeting. Recent data 
describing the last resuits obtained in this field will be 
reviewed in the first part of this article. Molecular 
signais harbored by proteins to specify their destina­
tion are thought to be the driven force to sort given 
protein in a given pathway. The basolateral targe­
ting signais so far identified are known for several 
years and are of the same nature, whereas apical tar­
geting signals are still discussed and are of diverse 
molecular nature. Dipeptidyl peptidase IV (DPP 
IV/CD26) targeting signais have not been described

so far and it will be interesting to study these signals, 
since the protein reach the apical membrane of epi­
thelial cells through different pathways that strongly 
depend on the cell type considered. These different 
pathways result in DPP IV membrane localizations 
that may explain the multifunctional properties of 
DPP IV such as enzymatic digestion, interaction with 
extracellular matrix proteins, capture and transport 
of circulating proteins. We have undertaken the study 
of DPP IV molecular targeting signals and we will 
described here how the transmembrane domain and 
the glycosylation of the ectodomain may be involved 
in DPP IV apical targeting, with a special reference 
to the cell type specificity.
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INTRODUCTION

L’adressage des protéines dans les cellules épithéliales 
est le processus fondamental qui permet la mise en place 
puis le maintien de leur polarité. Cette polarité est indis­
pensable à la réalisation de la plupart des fonctions spé­
cialisées de ces cellules : fonctions de protection, fonc­
tions de transport. Il s’agit, en effet, de permettre à une 
protéine donnée d’être insérée soit dans la membrane 
apicale, c’est-à-dire vers le pôle qui est, en général, en 
contact avec l’extérieur (la lumière intestinale, la bile, 
l’urine etc...), ou dans la membrane basolatérale qui est 
tournée vers l’intérieur c’est-à-dire le compartiment vas­
culaire. Parallèlement les protéines sécrétoires peuvent 
être sécrétées de manière polarisée pour jouer leur rôle 
dans l’un des deux compartiments, luminal ou séreux.

L’arrivée d’une protéine structurale ou fonctionnelle 
dans un compartiment de la membrane plasmique est 
l’aboutissement d’un cheminement complexe. Pour les 
protéines transmembranaires ou sécrétoires, la route 
commence dans le réticulum endoplasmique rugueux 
après synthèse sur les ribosomes et entrée dans la lumière 
du réticulum. Les protéines vont ensuite suivre la voie 
d’exocytose à travers les différentes citernes de l’appa­
reil de Golgi, puis, du réseau trans golgien. A ce niveau, 
et dans certains types cellulaires dont les cellules MDCK 
d’origine rénale, les protéines vont subir un premier tri 
qui va permettre de sélectionner les protéines allant soit 
vers la membrane apicale, soit vers la membrane baso­
latérale, soit vers les lysosomes, soit dans la voie de 
sécrétion régulée. Dans d’autres types cellulaires, ce tri 
est complété par un second tri, au niveau de la membrane 
basolatérale, qui va permettre à certaines protéines d’être 
réadressées vers le pôle apical. C’est probablement la 
situation observée dans les cellules de type Caco-2. Enfin 
il existe des situations dans lesquelles le tri semble être 
exclusivement opéré au niveau de la membrane basola­
térale puisque la quasi-totalité des protéines des mem­
branes plasmiques y sont adressées puis le cas échéant 
triées vers le domaine apical. Ce dernier schéma décrit 
la situation observée dans les hépatocytes.

L'HYPOTHÈSE DES SIGNAUX

Quelle que soit la route empruntée, il est nécessaire de 
faire l’hypothèse que ces différentes voies sont basées (a) 
sur l’existence de signaux portés par chaque protéine 
et (b) sur les interactions de ces signaux avec des machi­
neries cellulaires complexes de tri.

Un certain nombre de signaux moléculaires ont été 
identifiés et en particulier il est maintenant admis qu’une 
tyrosine et/ou un signal dileucine (ou valine-leucine) pla­
cés dans un environnement donné et dans la queue cyto­
plasmique de la protéine considérée, constituent un 
signal fort d’adressage basolatéral (35). Encore faut-il 
tenir compte de la position de ce signal par rapport à la 
membrane et il a été montré que le signal n’était plus 
correctement interprété lorsque sa position par rapport à 
la membrane change (37).

Par contre la situation reste moins claire en ce qui 
concerne les signaux apicaux bien qu’un nombre relati­
vement important de travaux y aient été consacrés durant 
ces dernières années. Il semble acquis que la présence 
d’une « ancre glycosyl-phosphatidylinositol » (GP1), 
représente un signal d’adressage apical. Ce motif est 
branché de manière co-traductionneile sur une séquence 
consensus C-terminale des protéines concernées et 
conduit à la ségrégation de ces protéines vers les voies 
d’adressage apical dans la plupart des types cellulaires 
concernés (27). Cependant, il a été montré que cette 
conclusion n’était pas univoque : dans au moins un type 
cellulaire épithélial polarisé, les cellules FRT thyroï­
diennes, la majorité des protéines GPI est retrouvée à la 
membrane basolatérale (53). D’autres travaux plus 
récents ont suggéré que les glycanes pourraient se com­
porter comme des signaux d’adressage apicaux. Un cer­
tain nombre d’études ont en effet montré que des pro­
téines non glycosylées sur lesquelles était greffé un ou 
plusieurs sites de N-glycosylation présentaient un adres­
sage progressivement plus apical au fur et à mesure que 
les glycanes t étaient ajoutés (15). A l’inverse, d’autres 
études ont visé la suppression de sites de N-glycosylation 
soit par mutagenèse dirigée des sites consensus de gly­
cosylation (17) soit par utilisation de drogues bloquant la 
glycosylation (tunicamycine, par exemple). Ces études 
ont montré que la déglycosylation de certaines protéines 
réduisait leur expression apicale (36). Cette conclusion 
ne peut cependant être généralisée puisque la déglyco­
sylation d’autres protéines conduit non pas à un défaut 
d’adressage mais à une dégradation précoce de la pro­
téine qui n’atteint pas sa conformation stable. D’autres 
études encore plus récentes suggèrent que la O-glycosy- 
lation, elle aussi pourrait jouer un rôle dans l’adressage 
apical. Ainsi, il a été montré que le récepteur humain des 
neurotrophines (hNGF-R) n’était plus correctement 
adressé soit lorsqu’on supprimait la totalité de la 
séquence portant les sites de O-glycosylation, soit 
lorsqu’on mutait un à un les sites de O-glycosylation 
potentiels (38, 51). Cet ensemble de résultats concernant 
la glycosylation a conduit à l’hypothèse selon laquelle 
des lectines spécifiques pourraient guider les protéines 
vers la voie apicale (16). Une autre piste concerne la 
découverte du rôle potentiel des domaines transmem­
branaires d’un certain nombre de protéines dans leur 
adressage apical. Les études qui ont été consacrées à ce 
sujet concernent essentiellement des protéines virales 
exprimées dans des cellules polarisées après infection 
ou transfection (22, 19). Les hypothèses qui sont avan­
cées pour rendre compte de ces observations restent 
contradictoires. Certains auteurs suggèrent qu’il pourrait 
s’agir d’interactions préférentielles de ces domaines 
transmembranaires avec des microdomaines lipidiques 
enrichis en cholestérol et en sphingolipides, appelés 
rafts (42). A l’appui de cette hypothèse, les auteurs mon­
trent que seules des mutations concernant la partie du 
domaine transmembranaire en contact avec le feuillet 
externe de la bicouche membranaire sont capables de 
modifier l’adressage apical de la protéine.

D’autres travaux suggèrent enfin que la queue cyto-
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plasmique des protéines pourrait posséder un signal api­
cal Ces derniers travaux, basés sur l’étude détaillée de la 
rhodopsine (7), montrent que la suppression de la queue 
cytoplasmique de cette protéine induit une délocalisation 
sur l’ensemble de la membrane et qu’à l’inverse, une 
construction contenant une trentaine d’acides aminés de 
la queue cytoplasmique de la rhodopsine suffisait à 
adresser vers le pôle apical une protéine normalement 
non polarisée.

Cette multiplicité des signaux apicaux, comparée à la 
grande simplicité des signaux basolatéraux, traduit pro­
bablement le caractère pluriel des membranes apicales 
qui diffèrent très fortement selon le tissu et le type cel­
lulaire considéré. La caractérisation des signaux apicaux 
et de leurs partenaires moléculaires dans les cellules reste 
donc un axe de recherche très actif.

LES SPÉCIFICITÉS DES MACHINERIES 
DE TRAFIC ET DE TRI

Les connaissances sur les composantes moléculaires 
de la machinerie de tri ont considérablement progressé au 
cours des dernières années. Les spécificités apicales de 
cette machinerie ont fait l’objet d’articles récents (12, 29) 
mais restent à caractériser de manière plus fine. La spé­
cificité des machineries de trafic est assurée par plusieurs 
familles de molécules : les SNAREs, les protéines dé 
manteau et assimilées (COP, clathrine, cavéolines), les 
adaptateurs (AP) et les petites protéines G rab. De nom­
breux couples de t- et v-SNAREs ont été identifiés pour 
la plupart des étapes de trafic entre les différents com­
partiments de la voie de sécrétion (exocytose) et d’endo­
cytose (41). La démonstration de l’implication de ces 
protéines dans une « machinerie minimale » a été réali­
sée (49). La localisation et le rôle des protéines de man­
teau et des adaptateurs ont été largement étudiées (26), 
et de nouvelles espèces ont été découvertes (11). Au 
cours des toutes dernières années, il a été possible de 
caractériser de nombreuses protéines impliquées dans 
l’activation et le contrôle de l’activité des protéines rab 
dans diverses étapes du trafic (33). La connexion entre 
cette mécanique particulière et le cytosquelette est main­
tenant réalisée grâce à la découverte de moteurs molé­
culaires particuliers qui relient les protéines rab et les 
microtubules.

Dans cet édifice moléculaire complexe, de nombreux 
points restent obscurs en ce qui concerne les étapes spé­
cifiques du tri polarisé des protéines. Un couple de pro­
téines t-SNARE (Syntaxin 3, SNAP 23) a été identifié du 
côté apical où il participe au contrôle de la fusion spéci­
fique avec la membrane apicale (12, 29). Le partenaire 
v-SNARE semble avoir été identifié très récemment (24). 
En ce qui concerne les protéines de manteau, il n’existe 
pas de données claires sur leur distribution polarisée ou 
sur leur participation différentielle au trafic polarise. 
Cependant des travaux récents indiquent que les cavéo­
lines participent très activement au tri polarisé (44). Ces 
protéines sont capables de recruter des assemblages lipi­

diques de composition particulière (43) qui peuvent par­
ticiper à des structures localisées soit au pôle basolatéral 
des cellules (cavéoles), soit au pôle apical (rafts). Les 
mécanismes par lesquels cette ségrégation participe 
effectivement au tri des protéines restent obscurs. En ce 
qui concerne les protéines rab, des travaux très récents 
suggèrent que rab 11,17 et 25 pourraient être impliquées 
dans la voie apicale et/ou dans la transcytose basolatérale 
apicale (5, 6, 18, 20). Une intégration semble être réali­
sée entre la nature des vésicules spécifiques du pôle api­
cal et la présence de protéines impliquées dans la machi­
nerie de fusion puisque les SNAREs apicales ont été 
récemment localisées sur les rafts (24).

ÉTUDE DU TRAFIC D'UNE HYDROLASE 
PARTICULIÈRE, LA DPP IV

La dipeptidyl peptidase IV (DPP 1V/CD26) est une 
enzyme initialement décrite dans les bordures en brosse 
rénales et intestinales (21). A la suite du clonage de son 
ADNc (9, 32), il est apparu que cette protéine était en fait 
ubiquitaire (45) et était activement impliquée dans de très 
nombreuses fonctions liées ou non à son activité enzy­
matique (46). En clivant des liaisons X-pro en position N- 
tenninale sur de nombreux substrats, dont les cytokines 
et des facteurs de croissance, la DPP IV semble impliquée 
dans le contrôle de processus de prolifération et de dif­
férenciation. Elle participe également au clivage d’un 
récepteur de chémokine, CCR4, et à ce titre au contrôle 
de l’entrée de HIV dans de nombreuses cellules (40). Par 
ailleurs la DPP IV est la protéine de liaison de l’ADA et 
interagit avec le transport et l’expression de surface de 
cette protéine ( 14), sans que ces fonctions dépendent de 
l’activité enzymatique. De même, la DPP IV est impli­
quée dans l’adhésion cellulaire sur la matrice extracellu­
laire, grâce à une interaction avec le collagène (28). Ces 
nombreuses fonctions imposent à la DPP IV d’être loca­
lisée de manière strictement contrôlée mais aussi dyna­
mique dans les différents compartiments subcellulaires et 
membranaires. C’est pourquoi l’étude de son trafic et de 
ses signaux revêt un grand intérêt.

Selon les tissus et les types cellulaires considérés, la 
DPP IV suit des voies de trafic variées. En ce qui 
concerne les cellules épithéliales polarisées, la protéine 
est localisée sur le pôle apical des cellules mais elle y 
arrive par des voies de trafic direct, indirect ou mixte. 
Dans les cellules MDCK d’origine rénale, la DPP IV 
suit pour l’essentiel une voie directe du réseau trans-gol- 
gien (TGN) vers la membrane apicale (4, 31). Dans les 
cellules hépatiques, la DPP IV est adressée en totalités 
au pôle basolatéral et rejoint le pôle apical par transcy­
tose (3). Dans les cellules Caco-2, d’origine intestinale, 
le trafic de la protéine est mixte avec environ 30-40 % 
de la protéine arrivant au pôle apical par voie directe le 
reste par transcytose (2, 25, 34). L’analyse plus détaillée 
de la situation indique cependant qu’il ne faut pas cari­
caturer ces caractéristiques de trafic. Ainsi, dans une 
autre lignée d’origine rénale, LLCPK-1, la DPP IV suit
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la même voie que dans les cellules Caco-2 intesti­
nales (30). Dans les cellules thyroïdiennes FRT, le trafic 
dépend de l’état de polarisation cellulaire : transcytose 
sur cellules jeunes et adressage direct sur cellules forte­
ment polarisées (52). Une telle variabilité des voies de 
trafic rend compte non seulement de la diversité des 
machineries cellulaires de tri, mais aussi de la complexité 
des signaux portés par la DPP IV. Si les voies de trafic 
portées par la DPP IV sont relativement bien étudiées, les 
signaux sont restés longtemps obscurs. La transfection 
d’une forme soluble de DPP IV rendue sécrétoire par 
délétion de ses domaines cytoplasmique et transmem­
branaire a été réalisée dans des cellules MDCK (50). 
Cette étude a démontré que la sécrétion de cette pro­
téine est très majoritairement apicale. Ce résultat est à 
rapprocher des données obtenues après transfection dans 
MDCK. d’autres formes solubles d’hydrolases de la bor­
dure en brosse (8, 39, 48) et sur l’étude d’autres protéines 
sécrétoires endogènes (1,47). Ce résultat indique donc 
que l’ectodomaine possède un signal apical, sans que ce 
signal ait été plus clairement identifié en terme molécu­
laire. Dans le même temps, il a été suggéré que la N- ou 
la O-glycosylation des protéines pourrait être un signal 
apical (voir ci-dessus). C’est pourquoi nous avons émis 
l’hypothèse que la glycosylation de l’ectodomaine de la 
DPP IV pourrait être le ou l’un des signaux de son adres­
sage apical.

LA GLYCOSYLATION DE LA DPP IV 
ET SON ADRESSAGE APICAL

Pour aborder la question du rôle de la glycosylation 
dans l’adressage de la DPP IV dans les cellules polari­
sées nous avons produit des clones stables de cellules 
MDCK exprimant une forme soluble de DPP IV murine. 
Ce choix d’espèce vient du fait que nous disposons 
d ’anticorps monoclonaux dirigés contre la DPP IV 
murine qui ne croisent pas avec la DPP IV humaine ou 
canine. Nous avons vérifié que ces clones stables sécré­
taient la DPP IV du côté apical comme montré préala­
blement avec la forme soluble de DPP IV de Rat. Nous 
avons ensuite traité ces cellules par deux drogues agis­
sant sur la glycosylation des protéines, la tunicamycine 
(TM) et le benzyl-N-acétyl-galactosamine (BGN). Ces 
deux composés ont produit des résultats très différents.

En résumé, la tunicamycine, inhibiteur puissant de la 
première étape de la N-glycosylation, bloque la sécrétion 
de la quasi-totalité de la DPP IV néosynthétisée. Ceci est 
dû à une dégradation précoce de la protéine, consécutive 
à son passage dans les systèmes de contrôle de qualité du 
RER. La non-glycosylation de la protéine ne doit pas lui 
permettre d’atteindre une conformation compatibles avec 
sa progression dans la voie de sécrétion. Une petite frac­
tion de la protéine échappe à l’effet inhibiteur de la tuni­
camycine et est sécrétée tout à fait normalement, confir­
mant l’interprétation ci-dessus. Il est à noter que le 
groupe de Reutter a montré lui aussi, dans les cellules 
CHO, que la N-glycosylation de la DPP IV était néces­

saire à son bon repliement et plus particulièrement, qu’un 
seul site de glycosylation chez le Rat était critique (13). 
Nous avions également montré que la DPP IV est une 
protéine sensible à sa conformation pour les étapes pré­
coces de sa sécrétion (10). Cette propriété fait qu’il n’a 
pas été possible de conclure quant au rôle de la N-gly- 
cosylation dans le trafic de cette protéine.

En ce qui concerne le BGN, la situation est totalement 
différente. Cette drogue a pour effet de diminuer la quan­
tité de protéine néosynthétisée qui est sécrétée du côté 
apical et d’augmenter de manière parallèle l’arrivée baso- 
latérale de la DPP IV soluble. Une analyse détaillée des 
modifications induites par le BGN montre que la protéine 
synthétisée sous BGN migre plus rapidement que le 
témoin. Ce décalage est dû à la glycosylation puisque, 
après digestion par endo H et endo F, la protéine a la 
même taille apparente dans les deux cellules témoins et 
traitées. Le traitement par la neuraminidase montre de 
plus que la DPP IV soluble est sialylée dans les cellules 
témoins et désialylée dans les cellules traitées par le 
BGN. Il n’est pas encore possible de savoir si ces modi­
fications de la glycosylation concerne les N- et/ou les 
O-glycanes. Le BGN en effet a été décrit comme une 
drogue affectant les O-glycanes mais, d’un autre côté, la 
DPP IV n’est pas connue pour posséder des sites de O- 
glycosylation. Des expériences complémentaires devront 
tenter de préciser ce point. Quoi qu’il en soit, ce résul­
tat suggère fortement que le rôle de la glycosylation dans 
l’adressage ne serait pas seulement lié à la présence de 
chaînes glycaniques mais dépendrait aussi de la nature 
des sucres concernés. Au total ce résultat est en faveur 
de l’existence d’un signal d’adressage apical présent sur 
l’ectodomaine de la DPP IV et associé à sa glycosylation.

Dans les cellules Caco-2, l’utilisation du BGN conduit 
approximativement au même résultat. La modification 
de la glycosylation périphérique de l’ectodomaine de la 
DPP IV conduit à une sécrétion basolatérale accrue et à 
la diminution de la sécrétion apicale. Il est donc clair que 
les glycanes participent au contrôle de l’adressage apical 
de cette protéine. Il est cependant intéressant de noter 
que, dans le cas des cellules Caco-2, l ’ectodomaine est 
principalement sécrété du côté basolatéral, même en pré­
sence de chaînes glycaniques nonnales. Ceci signifie que 
1) la présence de glycanes sur F ectodomaine ne peut 
expliquer, à elle seule, l’adressage de la DPP IVvers le 
pôle apical ; 2) l’arrivée apicale de la DPP IV dans les cel­
lules Caco-2, dépend d’un autre signal qui pourrait être 
porté par le domaine transmembranaire de la protéine

Des expériences en cours tentent de démontrer ce 
point en étudiant le devenir de constructions de protéines 
chimériques après transfection stable dans les cellules 
Caco-2 et MDCK. Les premiers résultats concernent des 
chimères contenant des fragments de la région trans- 
membranaire de la DPP5 IV et une protéine rapporteur : 
la GFP. Ces expériences indiquent que la région trans- 
membranaire de la DPP IV contient une information de 
criblage apical qui est elle aussi interprétée de manière 
différente selon le type cellulaire. Il reste à préciser si 
cette région transmembranaire peut promouvoir à elle 
seule une transcytose ou bien Si elle assure un adressage
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direct du lieu de tri vers la membrane apicale. L’utilisa­
tion de la GFP et les possibilités de quantification 
ouvertes par cette technique sont prometteuses.

CONCLUSION

Des progrès considérables ont été effectués au cours 
des dernières années pour l’identification des signaux 
impliqués dans l’adressage polarisé des protéines. En 
particulier la notion de signal moléculaire est mainte­
nant reconnue et de nombreuses protéines ont été étu­
diées et identifiées comme porteuses d’un signal basola- 
téral. La signalisation du trafic apical reste encore 
discutée mais commence à être disséquée au niveau 
moléculaire. En particulier, la machinerie apicale des 
cellules MDCK semble reposer sur l’existence de pro­
téines SNAREs particulières et sur l’existence de micro­
domaines membranaires particuliers, les « rafts ». La 
variabilité des modalités d’adressage apical est proba­
blement liée à la multiplicité et à la spécificité fonction­
nelle de chaque épithélium. De plus, si les protéines de 
la machinerie de tri et de trafic sont communes aux dif­
férents épithéliums, il n’existe aucune donnée sur l’asso­
ciation de ces protéines avec les structures vésiculaires 
dans le contexte des différents épithéliums. Ainsi, 
l’immense majorité des études menées jusqu’ici utilise le 
modèle cellulaire MDCK dont on sait qu’il ne corres­
pond pas à la situation rencontrée dans l’épithélium 
intestinal ou thyroïdien ou hépatique, voire à la situation 
rencontrée dans le rein. Ce constat doit conduire à déve­
lopper des études qui concerneront les interactions entre 
les signaux d’adressage des protéines et les machineries 
de tri en prenant en compte la diversité des cellules épi­
théliales.
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