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RÉSUMÉ

Dans les cellules épithéliales, la membrane plas­
mique est divisée en deux domaines qui différent par 
leur composition biochimique et par leurs fonctions. 
Le domaine apical des cellules intestinales, par 
exemple, est responsable de l’absorption des aliments 
tandis que le domaine basolatéral est impliqué dans 
des fonctions d’adhérence et de transmission des 
signaux. Nous étudions les mécanismes responsables 
de la création et du maintien de tels domaines spé­
cialisés. Notre modèle épithélial est la lignée d’ori­
gine colique, Caco-2, et nous analysons le tri et le 
transport du récepteur humain des neurotrophines 
(p75NTR) dans ces cellules. Après biosynthèse, le 
p75NTR est transporté à la membrane basolatérale, 
puis par transcytose, à la membrane apicale où il 
s’accumule. Cette localisation apicale dépend de la 
présence d’un ancrage membranaire et d’une région 
riche en sites de O-glycosylation près de la mem­
brane.

Parmi les mécanismes potentiellement impliqués 
dans le tri des protéines de la membrane apicale, nous 
avons étudié le rôle des microdomaines membra­
naires formés de lipides et de protéines. Ces micro­
domaines sont enrichis en protéines ancrées par un 
glycosylphosphatidyl inositol (GPI), en glycosphingo- 
lipides, en cholestérol et en certaines protéines trans- 
membranaires apicales comme la saccharase-isomal- 
tase (SI). Cette composition rappelle celle des 
structures de la membrane plasmique connues sous le 
nom de cavéoles et qui contiennent également de la

cavéoline 1. Nous avons exprimé dans les cellules 
Caco-2 la cavéoline 1 et la cavéoline 2, afin de com­
prendre leur rôle dans la formation des microdo­
maines et des cavéoles. L’expression de la cavéoline 1 
dans les cellules Caco-2, qui ne l’expriment pas, 
entraîne l’apparition de structures morphologique­
ment identiques à des cavéoles, ce qui indique que la 
cavéoline 1 est nécessaire pour la formation de ces 
structures. L’expression de la cavéoline 2, qui est 
localisée dans l’appareil de Golgi, n’a pas d’effet sur 
l’apparition de cavéoles. Son expression cependant 
augmente la quantité de SI incorporée dans les micro­
domaines membranaires, ce qui suggère un rôle dans 
le tri des protéines vers la membrane apicale.

Le contrôle du site de fusion des vésicules de trans­
port formées dans l’appareil de golgi et destinées à la 
membrane apicale est l’ultime étape de tri. Pour iden­
tifier des protéines impliquées dans cette étape, nous 
avons cloné et caractérisé deux protéines de la famille 
des SNAREs, la syntaxine 3 et SNAP-23. La syntaxine 
3 est localisée à la membrane apicale et forme un 
complexe avec SNAP-23 qui, elle, n’est pas polarisée. 
La surexpression de la syntaxine 3 dans les cellules 
Caco-2 entraîne un ralentissement du transport de la 
SI vers la membrane apicale, sans affecter le trans­
port vers la membrane basolatérale. Ces résultats 
indiquent que le complexe syntaxine 3/SNAP-23 est 
impliqué dans la régulation du transport vers la 
membrane apicale dans les cellules intestinales.

SUMMARY Sorting signals and mechanisms for apical proteins in intestinal epithelial cells

In epithelial cells the plasma membrane is divided 
into domains that are biochemically and functionally 
different. In intestinal cells for example the apical 
domain is facing the intestinal lumen and is involved 
in the uptake of nutriments while the basolateral

domain is mediating cell-cell adhesion and signalisa­
tion. We are interested in deciphering the mecha­
nisms underlying the creation and maintenance of 
such specialized domains. As an epithelial model we 
have used the intestinal cell line Caco-2 and we have
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studied the transport and sorting of the human neu- 
rotrophin receptor (p75 NTR) in these cells. Newly 
synthesized p75 NTR is first transported to the baso- 
lateral membrane and then is accumulated on the 
apical membrane after transcytosis. This final apical 
localization is controlled by the presence of a mem­
brane anchor and a cluster of O-glycosylation sites 
located in the part of the ectodomain close to the 
membrane. Among the mechanisms likely to be 
involved in the sorting of apical components we have 
looked for a role of lipid-protein microdomain for­
mation in the Golgi apparatus. These membrane 
microdomains are highly enriched in glycosylphos- 
phatidyl inositol (GPI) anchored proteins, glycos- 
phingolipids and apical proteins such as sucrase iso- 
maltase (SI). Such a composition is also found for 
endocytic structures called caveolae which are made 
of caveolin 1. We have expressed caveolin 1 in Caco- 
2 cells which do not express it and also caveolin 2, a 
related protein of unknown function. Expression of

caveolin 1 led to formation of caveolae indicating that 
this protein is necessary for caveolae formation while 
caveolin 2 is restricted to the Golgi apparatus and has 
no effect on caveolae formation. However Caveolin 2 
increased the amount of SI incorporated in microdo­
mains suggesting a role in recruitment into the apical 
pathway. The choice for a site of fusion for transport 
vesicles is the last step of control during exocytosis. 
To identify proteins involved in that step we have clo­
ned and characterized two members of the t-SNARE 
family, namely syntaxin 3 and SNAP23. Syntaxin 3 is 
present on the apical membrane and forms a complex 
with SNAP23 which is also localized on the basolate- 
ral membrane where it forms a complex with syn­
taxin 4. Overexpression of syntaxin 3 in Caco-2 led to 
a decrease of SI exocytosis towards the apical mem­
brane confirming that syntaxin 3 is involved in tar­
geting the fusion of apical transport vesicles to the 
apical pole of the cells.

INTRODUCTION

Les cellules épithéliales ont la capacité d’organiser 
leur membrane plasmique en au moins deux domaines 
fonctionnels ; le domaine apical ou luminal et le domaine 
basolatéral. Ces domaines membranaires possèdent une 
composition différente en protéines et en lipides qui est 
le reflet de la physiologie des cellules épithéliales. Pour 
obtenir une telle séparation les cellules ont développé des 
mécanismes qui vont de l’établissement de jonctions ser­
rées entre les deux domaines à la reconnaissance de 
signaux de tri portés par les constituants de ces domaines.

Dans le modèle de cellules épithéliales intestinales 
que nous utilisons, les cellules Caco-2, les protéines nou­
vellement synthétisées et destinées à la membrane api­
cale peuvent être transportées, soit de façon directe de 
l’appareil de Golgi à la membrane apicale, soit de façon 
indirecte par un passage dans le domaine basolatéral, 
suivi d’une étape de transcytose (Le Bivic et al., 1990). 
L’existence de ces voies de transport et de destinations 
finales différentes (apicale ou basolatérale) implique que 
les protéines de la membrane plasmique possèdent des 
signaux d'adressage intrinsèques. Nos travaux ont pour 
but d’identifier la nature de ces signaux et les méca­
nismes qui sont responsables du tri et du ciblage des 
protéines destinées aux membranes apicales et basolaté- 
rales.

IDENTIFICATION D'UN SIGNAL DE TRI APICAL

Afin d’identifier des signaux de tri apicaux nous avons 
choisi comme protéine modèle le récepteur humain des 
neurotrophines ou p75 NTR qui, lorsqu’il est exprimé 
dans les cellules épithéliales, est localisé sur la mem­

brane apicale (Le Bivic et al., 1991). Ce récepteur 
emprunte la voie indirecte dans les cellules Caco-2 et 
nous avons pu montrer qu’un attachement à la mem­
brane par un domaine transmembranaire ou par une ancre 
glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI) est nécessaire pour 
la localisation apicale. De plus la mutation des sites de 
O-glycosylations dans la partie de l’ectodomaine proche 
de la membrane entraîne une perte de cette localisation 
suggérant que ces sites font partie de l’information de tri 
apical (Monlauzeur et al., 1998).

FORMATION DE MICRODOMAINES 
MEMBRANAIRES ET TRI APICAL

Il semble que, dans les membranes biologiques, il y ait 
création de sous- domaines enrichis en composants mem­
branaires ayant des affinités entre eux. Ces domaines 
que nous appellerons microdomaines ont été décrits 
récemment in vivo (Friedrichson et Kurzchalia, 1998, 
Varma et Mayor, 1998). Ayant été parmi les premiers à 
isoler ces microdomaines par extraction différentielle 
avec des détergents comme le Triton X 100 à 4°C suivie 
d’ultracentrifugation à l’équilibre (Garcia et al., 1993), 
nous essayons de comprendre la nature exacte et le rôle 
de ces microdomaines dans le tri des protéines de la 
membrane plasmique des cellules épithéliales. Les cel­
lules Caco-2 fournissent un bon modèle d’étude de ces 
microdomaines car elles en possèdent et nous avons 
montré que ces cellules ne forment pas de cavéoles 
(Mirre et al., 1996) qui sont des structures qui copurifient 
avec les microdomaines par biochimie.

L’hypothèse de départ développée par le groupe de 
Kai Simons au Laboratoire de Biologie Moléculaire 
Européen (EMBL) postule que les protéines destinées à



SÉANCE DU 20 JANVIER 1999 133

la membrane apicale des cellules MDCK sont regroupées 
au niveau de l’appareil de Golgi dans des microdomaines 
enrichis en cholestérol et en glycosphingolipides afin de 
former des vésicules de transport apicales. Cette hypo­
thèse fournirait un mécanisme simple de tri pour les 
composants de la membrane apicale. Le même groupe et 
d’autres ont proposé que les protéines constituantes des 
cavéoles (la cavéoline 1 précisément) soient impliquées 
dans la formation et le transport de ces microdomaines 
vers la membrane apicale dans les cellules MDCK 
(Scheiffele et al., 1998). Cette hypothèse, pour sédui­
sante qu’elle apparaisse, n’a pas été encore validée et 
nous avons entrepris de mieux discerner la part revenant 
aux microdomaines et aux cavéoles dans le tri apical. 
Pour cela nous avons choisi d’exprimer les deux formes 
ubiquitaires de la cavéoline, la 1 et la 2 dans les cellules 
Caco-2 qui n’expriment pas la cavéoline 1 (Mirre et al.,
1996) afin de comprendre le rôle de ces deux protéines 
dans la biogenèse des cavéoles et des microdomaines 
apicaux.

Les questions que nous posons sont essentiellement :
a) quelle est la localisation subcellulaire de ces deux 

cavéolines après expression dans les cellules Caco-2 ? 
b) ces deux cavéolines sont-elles capables de provo­

quer la formation de cavéoles dans ces cellules ?
c) ont-elles un rôle dans le recrutement de protéines 

apicales dans les microdomaines et ont-elles un effet sur 
le transport vers la membrane apicale ?

Pour répondre à ces questions, nous avons exprimé 
chaque cavéoline séparément ou ensemble par expression 
stable dans les cellules Caco-2. Des clones exprimant ces 
deux formes ont été caractérisés et étudiés.

Localisation de la cavéoline 1 et 2

Nous avons localisé la cavéoline 1 au niveau de 
l’appareil de Golgi et de la membrane basolatérale des 
cellules Caco-2, tandis que la cavéoline 2 est restreinte 
à l’appareil de Golgi. La co-expression des deux formes 
ne change pas leur localisation, suggérant que la locali­
sation golgienne n’est pas due au manque d’expression 
d’une cavéoline en particulier.

Formation de cavéoles

Dans les cellules transfectées avec la cavéoline 1, on 
peut observer des cavéoles typiques qui n’existent pas 
dans les cellules non transfectées ou exprimant la cavéo­
line 2. Cela suggère que seule la cavéoline 1 peut pro­
mouvoir la formation de ces structures, la cavéoline 2 
n’étant pas suffisante. Dans les cellules co-exprimant les 
deux, il n ’y a pas d ’augmentation significative du 
nombre de cavéoles observées indiquant que la cavéoline 
2 n’a pas d’effet de synergie sur leur formation.

Influence sur les microdomaines

L’effet le plus marquant de l’expression des cavéolines 
1 ou 2 est une plus grande efficacité de recrutement de

certaines protéines apicales dans des microdomaines 
membranaires des cellules exprimant la cavéoline 2 exo­
gène. En particulier nous avons mesuré un recrutement 
2 à 3 fois plus important de la saccharase-isomaltase 
(SI), protéine apicale naturellement présente dans les 
microdomaines membranaires de cellules Caco-2. Cette 
protéine a la particularité de suivre la voie directe et l’on 
peut supposer qu’il existe une relation directe entre le 
recrutement de la SI et l’expression de la cavéoline 2 
dans l’appareil de Golgi.

Par ces approches nous espérons pouvoir mieux com­
prendre les mécanismes de formation des microdomaines 
membranaires et leur rôle dans la biogenèse de la mem­
brane apicale des cellules épithéliales grâce au modèle in 
vitro des cellules Caco-2.

ÉTUDE DU RÔLE D'UNE SYNTAXINE 
DANS LE TRAFIC VÉSICULAIRE 
VERS LA MEMBRANE PLASMIQUE

Pour comprendre au niveau moléculaire comment 
s’établit la spécificité de fusion des vésicules de transport 
avec la membrane apicale et basolatérale, nous avons 
recherché des protéines homologues des protéines impli­
quées dans les mécanismes de fusion des vésicules 
synaptiques avec la membrane présynaptique. Cette étape 
de fusion implique des protéines de la vésicule synap- 
tique (VAMP, synaptotagmine, rab3a), des protéines 
cytosoliques (NSF, SNAP, Complexines, n-sec l) et des 
protéines de la membrane présynaptique (Syntaxine 
1A/B, SNAP25). Grâce à une approche de PCR avec 
des amorces dégénérées sur une banque d’ADNc d’intes­
tin humain, nous avons obtenu des sondes partielles 
d’ADNc codant pour plusieurs membres de la famille 
des syntaxines humaines. A partir de ces sondes nous 
avons cloné un ADNc de 2,5 kb codant pour un homo­
logue humain de la syntaxine 3 de Rat. Le messager cor­
respondant a une taille de 3 kb et est exprimé dans la plu­
part des tissus humains. Nous avons produit des 
anticorps spécifiques de la syntaxine 3 humaine (hsyn3) 
et montré que, dans les cellules épithéliales de l’intestin, 
elle est localisée à la membrane apicale. Cette localisa­
tion apicale a été confirmée après transfection de l’ADNc 
dans les cellules MDCK et Caco-2 (Delgrossi et al.,
1997).

Nous testons l’effet de la surexpression de h-syn3 dans 
la lignée Caco-2. D’après les travaux déjà effectués sur 
la synl A, nous postulons que la surexpression de la h- 
syn3 va perturber l’étape de transport contrôlée par la 
syn3. Notre objectif est d’identifier ce transport vésicu­
laire dépendant de la syn3. Pour cela, nous mesurons le 
transport constitutif de marqueurs transmembranaires 
(protéines apicales, PLAP, SI, APN, DPPIV et basolaté- 
rales, TFR et Ag525) et sécrétés, et l’endocytose et le 
recyclage de marqueurs d’internalisation tels que le TFR. 
Les cellules Caco-2 sont soumises à des marquages 
métaboliques et l’arrivée à la surface des différents mar­
queurs apicaux et basolatéraux est suivie par biotinyla- 
tion sélective (Le Bivic et al., 1989). Les cinétiques
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d’arrivée de l'Ag525 à la surface basolatérale ne sont pas 
modifiées par la surexpression de la syn3 indiquant que 
cette protéine n’est pas impliquée dans la régulation du 
trafic vers le pôle basolatéral des cellules. Nous obser­
vons par contre un net ralentissement du transport de la 
SI vers la membrane apicale dans les cellules surexpri­
mant la syn3, ce qui suggère que la syn3 est bien impli­
quée dans le contrôle du trafic vésiculaire apical. (Breuza 
et al., en préparation).

La régulation de la localisation d’une protéine à la 
membrane apicale peut se faire en plusieurs étapes com­
prenant l’acquisition d’un signal d’adressage, l’incorpo­
ration dans une région de membrane destinée à être incor­
porée dans une vésicule de transport apical et la fusion de 
cette vésicule de transport avec la membrane apicale.
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