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> Les jonctions serrées scellent les cellules épi-
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Les jonctions
serrées

Plate-forme de régulation
de la prolifération

théliales et endothéliales entre elles. €Elles ont

et de la polarité cellulaires
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été longtemps considérées comme de simples
barriéres séparant les deux compartiments mem-
branaires apical et basolatéral, dont la composi-
tion en protéines et lipides est différente. De
récentes études montrent que diverses protéines
impliquées dans la transduction de signaux et le
trafic membranaire sont associées aux jonctions
serrées. Ces dernieres servent de lieu d’intégra-
tion et de transmission de signaux nécessaires a
la régulation de leur assemblage et a la polarisa-
tion cellulaire, mais aussi a la modulation de
I’expression des genes requise pour la proliféra-
tion et la différenciation cellulaires. <

Les cellules épithéliales et endothéliales polarisées
possédent deux domaines membranaires, apical et
basolatéral, dont la composition en lipides et protéines
est différente. Les jonctions serrées séparent la mem-
brane apicale du domaine basolatéral. Elles forment
une barriere sélective régulant le passage des ions et
molécules a travers I'espace paracellulaire. €n empé-
chant les protéines et lipides de la membrane apicale
de diffuser dans la membrane basolatérale, et inverse-
ment, elles contribuent au maintien de la polarité cel-
lulaire. Des études récentes ont mis en évidence la
complexité des jonctions serrées, qui forment un écha-
faudage macromoléculaire composé de protéines mem-
branaires et cytoplasmiques essentielles au maintien de
’adhérence cellule-cellule et au contrdle de la prolifé-
ration, de la différenciation et de la polarité cellulaires.

Structure et organisation moléculaire
des jonctions serrées

Les jonctions serrées se présentent en microscopie élec-
tronique comme une série de points de fusion apparente
des feuillets externes des membranes plasmiques de
deux cellules adjacentes. Ces zones de contact mem-
branaires apparaissent, par cryofracture, sous forme
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fibres ramifiées et

anastomosées qui entoure "apex de chaque cellule. Ces
fibres sont constituées de polymeéres de protéines mem-
branaires, les claudines et I’occludine.

Protéines membranaires

Quatre types de protéines membranaires, claudines,
occludine, JAM (junctional adhesion molecule) et Crumb
ont été identifiées. Les claudines, qui composent une
famille d’au moins 24 membres, sont responsables de la
formation des jonctions serrées. Au moins deux clau-
dines différentes sont exprimées dans chaque cellule, la
claudine 5 I’étant principalement dans les cellules
endothéliales et la claudine 11 dans les cellules de Ser-
toli et les oligodendrocytes.

Les claudines et 'occludine posseédent quatre domaines
transmembranaires. Elles interagissent via leurs
domaines extracellulaires avec celles de la cellule voi-
sine pour établir le contact cellule-cellule. Les clau-
dines sont capables de se polymériser et de former des
pores qui permettent une diffusion sélective des ions et
molécules a travers I’espace paracellulaire. La perméa-
bilité sélective de ces canaux dépend de la concentra-
tion et du type de claudine exprimé par la cellule épi-
théliale ou endothéliale: par exemple, la claudine 16



forme des canaux pour le Mg?* dans la branche large ascen-
dante de 'anse de Henle, tandis que la claudine 4 forme des
canaux pour les jons Na*. Bien que de nombreuses études
menées sur les cellules épithéliales en culture aient indiqué
Iimportance de I'occludine dans la fonction de barriere des
jonctions serrées, son role n’est pas encore clairement établi
[1, 2].

Les protéines JAM, qui composent une famille de trois pro-
téines, possedent un seul domaine transmembranaire; elles
régulent la migration des monocytes a travers les cellules
endothéliales et seraient impliquées dans la formation des
jonctions intercellulaires. Contrairement aux claudines et a
I’occludine, JAM est exprimée dans les plaquettes et les leuco-
cytes [3]. Crumb (Crb), protéine présentant un domaine trans-
membranaire unique, est exprimée dans les neurones, les cel-
lules épithéliales et les cellules photoréceptrices. Trois Crb ont
été identifiées chez ’homme, dont la protéine Crb3 associée
aux jonctions serrées et a la membrane apicale [4].

Protéines de la plaque cytoplasmique

Les protéines membranaires (claudines, occludine et JAM)
constituent le noyau d’un échafaudage moléculaire relié a une
multitude de protéines cytoplasmiques. Celles-ci peuvent étre

réparties en deux groupes: le premier est composé de protéines
a domaines PDZ (PSD95 [postsynaptic density 951, Dlg [discs
large] et 20-1) telles que Z0-1 & 3 (zonula occludens), MUPP1
(multi-PDZ domain protein 1), Par-3/ASIP (partitioning defec-
tive/atypical PKC isotype-specific interacting protein), Par-6,
Pals (protein associated with Lin-7), MAGI-1 a 3 (membrane
associated guanylate kinase with inverted domain structure)
(Figure 1). Les domaines PDZ sont capables de reconnaitre des
motifs de trois acides aminés (Ser/Thr-X-Val/lle) situés a Iex-
trémité carboxyterminale des protéines membranaires [5, 6].
Les protéines a domaines PDZ sont des adaptateurs molécu-
laires permettant la liaison de diverses protéines membranaires
au cytosquelette d’actine ou a des protéines régulatrices. Le
second groupe de protéines cytoplasmiques impliquées dans la
formation des jonctions serrées contient différents types de
régulateurs: Rabl3, Cdc42 (cell-division control protein 42),
cinguline, symplekine, PKCa (PKC atypique), ZONAB (Z0-1 asso-
ciated nucleic acid protein), huASH1 (absent, small or homeo-
tic discs 1) ou SAF-B (scaffold attachment factor-B).

Formation des jonctions serrées
Les phénomeénes impliqués dans I'assemblage des jonctions
serrées semblent étre trés similaires dans les différents
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Figure 1. Organisation des complexes protéiques au sein des jonctions serrées. A. La position des jonctions serrées délimite la

membrane apicale de la membrane basolatérale d’une cellule. RE: réticulum endoplasmique; TGN: trans-Golgi network. B. Com-

posants et organisation des complexes protéiques constituant les jonctions serrées. Z0-1 et 3: zonula occludens 1 et 3; ZONAB:
Z0-1 associated nucleic acid protein; rabl3: petite protéine G; Sec6/8: complexe de sécrétion; JAM: junctional adhesion mole-
cule; Pals: protein associated with Lin-7; Patj: Pals associated tight junction; Par-3 et 6: partitioning defective 3 et 6; Cdc42:

cell-division control protein 42; rab, rho et rac: petites protéines G.

M/Sn°5, vol. 20, mai 2004

REVUES

&

N

SYNTHESE

581



582

modeles cellulaires. Le modele le plus étudié est celui
de la cellule épithéliale en culture MDCK (Madin-Darby
canine kidney).
Apres I’établissement de contacts cellule-cellule par le
biais de la €-cadhérine, on observe la mise en place
d’un complexe jonctionnel contenant les protéines des
jonctions adhérentes et serrées. L'activation de pro-
téines régulatrices comme les petites protéines G
Cdc4?2 (cell-division control protein) ou Rab13 induit la
stabilisation des contacts intercellulaires et I'activa-
tion de la protéine kinase C atypique (PKCa). Celle-ci
joue un role déterminant dans la régulation de I'as-
semblage des jonctions serrées. Trés conservée au
cours de I’évolution, la PKCa forme un complexe avec
Par-3 et Par-6 (partitioning defective). Les génes Par, d’abord identi-
fiés chez le nématode C. elegans, régulent la localisation asymétrique
de plusieurs protéines, I'orientation du fuseau mitotique et la division
asymétrique. Par-6 contient un domaine CRIB (Cdc42/rac interactive
binding) capable de se lier a la forme active de Cdc4?2
[7]1, qui régulerait "activation du complexe

de complexes macromoléculaires au niveau des jonc-
tions serrées.

Réle des jonctions serrées dans la prolifération
et la différenciation cellulaires

Uimplication des protéines des jonctions serrées dans
la prolifération et la différenciation cellulaires a été
d’abord montrée chez la drosophile. Les mutations
inactivant digA (discs large), une protéine de la méme
famille que Z0-1 associée aux jonctions septées
(Figure2), provoquent la perte de la polarité cellulaire
et la croissance anarchique de cellules épithéliales
dans les disques imaginaux de la larve [11]. Ces résul-
tats suggérent que dlgA contrdle négativement la proli-
fération des cellules épithéliales.

L'expression de formes tronquées de Z0-1 induit la
dédifférenciation et la transformation de la cellule

Paré/Par3/PKCa nécessaire pour promouvoir la matu-
ration des jonctions serrées fonctionnelles.

Chez les mammiferes, la protéine JAM sert de point
d’ancrage a Par-3, permettant ainsi le recrutement du
complexe Par-6/Par-3/PKCa au niveau des jonctions

serrées [8]. Ce dernier stimule la formation de deux
jonctions, adhérente et serrée, séparées et matures. La
PKCa est régulée négativement par la protéine phos-
phatase 2A (PP2A), qui la déphosphoryle. ’expression
de la sous-unité catalytique de PP2A dans les cellules
MDCK provoque la déphosphorylation des protéines des

jonctions serrées Z0-1, occludine et claudine 1, et
inhibe I'assemblage des jonctions serrées. Inversement,
I’inhibition de PP2A par I'acide okadaique stimule la
phosphorylation et le recrutement des protéines Z0-1,
occludine et claudine 1 aux jonctions serrées [9]. Ces
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apicale
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résultats mettent en évidence le role des épisodes de
phosphorylation/déphosphorylation, via la PKCa et la
PP2A, dans I’assemblage et le désassemblage des jonc-
tions serrées.

Enfin, trois familles de petites protéines G sont impli-
quées dans la régulation des jonctions serrées: Ras,
Rho et Rab. La production des formes actives de Rac et
Rho altere les fonctions des jonctions serrées. Elle pro-
voque, dans les cellules MDCK, la désorganisation et
une redistribution anarchique de "occludine et de Z0-
1 [10]. €tant donné le rdle crucial de Rho et de Rac
dans la dynamique du cytosquelette d’actine et I'im-
portance de ce dernier dans I’établissement et le
maintien de I’intégrité des jonctions serrées, il est pro-
bable que ces deux protéines G alterent localement le
réseau d’actine-myosine requis pour I’immobilisation

M/Sn®5, vol. 20, mai 2004

Figure 2. Comparaison des jonctions intercellulaires des cellules épithéliales
chez la drosophile et chez les mammiféres. Seules les jonctions adhérentes sont
structurellement et fonctionnellement conservées entre la drosophile et les
mammiferes. Bien qu'elles constituent une barriere de diffusion, les jonctions
serrées et septées différent par leur position sur la membrane latérale et par
leur composition en protéines. €n effet, les homologues des jonctions serrées
chez la drosophile sont associés avec les jonctions adhérentes tamou/poly-
chaetoid (homologue de Z0-1), ou avec le compartiment subapical. Crumb est
quant a elle localisée le long de la membrane apicale, aussi bien chez la droso-
phile que chez les mammiféres. Les jonctions serrées peuvent étre considérées
comme |'équivalent fonctionnel des jonctions septées et du compartiment sub-
apical. Chez la drosophile, c'est le compartiment subapical qui sépare la mem-
brane apicale de la membrane basolatérale. Z0-1: zonula occludens 1; JAM:
Jjunctional adhesion molecule ; Pals : protein associated with Lin-7; Patj: Pals
associated tight junction; Par-3 et -6: partitioning defective 3 et 6; PKCa: PKC
atypique; Srib-Dlg-Dlt: scribble-lethal giant larvae-discs lost.



épithéliale en cellule mésenchymateuse [12]. La
découverte des protéines des jonctions serrées simple-
kine, Z0-1 et Z0-2 dans le noyau des cellules prolifé-
ratives, et surtout des facteurs de transcription
huASH1, ZONAB et SAF-B associés aux jonctions ser-
rées, a permis d’impliquer ces structures dans la régu-
lation de I’expression des genes. La simplekine inter-
viendrait dans la maturation de I’ARN prémessager,
alors que le facteur ASH1 de drosophile a une activité
méthyltransférase sur les histones. Dans les cellules
MDCK, Z0-1 et Z0-2 interagissent respectivement avec
les facteurs de transcription ZONAB et SAF-B. L'inter-
action de Z0-1/Z0NAB régule I'expression du géne c-
erb2 codant pour le corécepteur du facteur de crois-
sance épithélial €GF, qui a un réle important dans la
différenciation des cellules épithéliales [13-17]. Il
semble que Z0-1 ne participe pas directement a la
régulation de I’expression de c-erb2, mais serve a
séquestrer ZONAB dans les jonctions serrées des cel-
lules épithéliales polarisées. Dans le noyau, ZONAB
interagit avec la CDK4 (cyclin-dependent kinase 4)
requise pour la transition de la phase Gl a la phase S

Protéine Fonction

Protéines membranaires

Claudines Perméabilité paracellulaire
Occludine

JAM Maturation des jonctions serrées
Crumb Polarité

Protéines d’échafaudage
70-1, 70-2, 70-3

MUPP1

MAGI-1, -2 et -3 Assemblage des jonctions serrées,
polarité et différenciation

Palsl

Patj

ASIP/Par-3

Par-6

Protéines régulatrices

PKCa, PP2A Assemblage des jonctions serrées
Cdc42 Trafic membranaire

Rabl3

Secé, Sec8 Arrimage des vésicules de transport

Tableau I. Principales protéines membranaires, d’échafaudage et
régulatrices des jonctions serrées chez les mammiferes. |AM: junc-
tional adhesion molecule; Z0-1 a 3: zonula occludens 1 a 3;
MUPPL: multi-PDZ domain protein 1; MAGI-1 a 3: membrane
associated guanylate kinase with inverted domain structure 1 a
3; Pals: protein associated with Lin-7; Patj: Pals associated tight
Jjunction; ASIP/Par-3: atypical PKC isotype-specific interacting
protein/partitioning defective; PKCa: PKC atypique; PP2A: pro-
téine phosphatase 2A; Cdc42: cell-division control protein 42.
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du cycle cellulaire [18]. Par conséquent, en séques-
trant ZONAB dans les jonctions serrées, Z0-1 régule
négativement I’expression de c-erb2 et la prolifération
cellulaire.

Les jonctions serrées sont également les cibles de cer-
tains effecteurs de Ras, en particulier des MAP-Kinases
(mitogen activated protein kinases). 'expression des
formes actives de Raf-1, MAPK ou ERK kinase (MEK1)
est suffisante pour dédifférencier les cellules épithé-
liales. Le traitement des cellules MDCK transformées
par Ras avec un inhibiteur de MEK1 permet la réversion
et la ré-acquisition du phénotype épithélial. De méme,
’accumulation de "occludine dans les jonctions serrées
inhibe les voies de signalisation Raf-1 et (3-caténine
impliquées dans la prolifération et rétablit 'adhésion
intercellulaire [19, 20]. Lintroduction dans les cellules
MDCK d’un peptide correspondant au deuxiéme domaine
extracellulaire de I’occludine entraine la dissociation
de Ioccludine des jonctions serrées et I"accumulation
de la B-caténine dans le cytoplasme. Celle-ci s’associe
au facteur de transcription TCF/LEF (T-cell factor- lym-
phoid enhancer-binding factor) et stimule I"expression
du gene c-myc impliqué dans la prolifération cellulaire.
La B-caténine régule également la transcription du
gene claudine 1.

Ces observations ont permis de proposer que les jonc-
tions serrées soient des modulateurs de la densité cel-
lulaire. Dans les cellules épithéliales en croissance, le
niveau d’expression des protéines des jonctions serrées
est faible, ce qui a un effet prolifératif. A Vinverse,
I’augmentation de la densité cellulaire stimule I'ex-
pression et 'accumulation des protéines des jonctions
serrées, avec pour corollaire le recrutement et la
séquestration de facteurs de transcription et I’inhibi-
tion de la prolifération.

Réle des jonctions serrées
dans I’établissement
et le maintien de la polarité

Les jonctions serrées sont requises pour maintenir la
polarité des cellules épithéliales et endothéliales. Des
travaux déja anciens ont suggéré que les jonctions
intercellulaires constituent un domaine préférentiel
d’arrimage de vésicules de transport [21]. De fait, les
petites protéines G Rab3b, Rab8 et Rab13, qui régulent
les différentes étapes du trafic membranaire, sont
localisées au niveau des jonctions serrées. €lles coor-
donneraient "assemblage de complexes protéiques
requis pour I’adressage et 'arrimage des vésicules de
transport avec les membranes cibles [5]. Nous avons
montré que I’expression de la forme active (liant le
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GTP) de Rabl3 altére la structure et la perméabilité
paracellulaire des jonctions serrées, ainsi que la pola-
rité des cellules épithéliales. Rab13 régule la localisa-
tion de la claudine 1 nécessaire pour former des jonc-
tions serrées fonctionnelles [22]. Comme Rabl3, le
complexe Secé/Sec8 (secretion gene products), impli-
qué dans I'arrimage des vésicules de transport a la
membrane basolatérale, est associé aux jonctions ser-
rées des cellules MDCK. Le recrutement du complexe
Sec6/Sec8 et des protéines Rab, avec leurs effecteurs,
a proximité des jonctions serrées permettrait Iorgani-
sation d’un microdomaine membranaire ol des vési-
cules cargos chargées de protéines basolatérales ou
apicales sont préférentiellement livrées. Cependant,
la question cruciale des mécanismes permettant la
restriction et le maintien des protéines apicales et
basolatérales dans leurs domaines respectifs
demeure.

Des études récentes montrent 'existence de complexes
protéiques tres conservés au cours de I’évolution asso-
ciés aux jonctions intercellulaires (Tableau I1). Chez la
drosophile, les complexes protéiques Crb, Baz
(Bazooka) et Scrib (Scribble) coopérent pour établir et
maintenir la polarité des cellules épithéliales. Le com-
plexe Scrib, associé aux jonctions adhérentes, empéche
I’extension du domaine apical et inhibe I'action des
complexes Crb et Baz. Par conséquent, les complexes
Crb-Sdt-DIt (Stardust-Discs lost) et Baz-Paré-PKCa,
d’une part, et Scrib-Lgl-Dlg (lethal giant larvae),
d’autre part, agissent de fagon compétitive pour déli-
miter les membranes apicale et basolatérale et posi-
tionner correctement les jonctions intercellulaires [4,
23]. Chez les mammiferes, ces complexes contribue-
raient a la mise en place et au maintien de la polarité
cellulaire [24, 25].

Jonctions serrées et maladies humaines

Plusieurs carcinomes sont associés a une perte de
polarité cellulaire et a la dissociation des jonctions
serrées. Par exemple, la claudine 1 est fortement
exprimée dans plusieurs cancers colorectaux [26], et
la claudine 4 dans les cancers de I’ovaire. De plus, les
oncogenes Ras et Raf-1 entrainent la délocalisation
de occludine et la dissociation des jonctions serrées.
Ces arguments révelent que la dissociation des jonc-
tions serrées est une étape clé dans la progression
tumorale.

Les mutations affectant le géne claudine 14 provoquent
une surdité autosomique récessive. La claudine 14 est
exprimée dans I’épithélium sensoriel de I’organe de
Corti. La cochlée de I'oreille interne posséde deux com-
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partiments de composition ionique différente, la péri-
lymphe et I’endolymphe, et la claudine 14 est essen-
tielle pour maintenir le gradient électrochimique entre
ces deux compartiments.

Loccludine, les claudines ainsi que les protéines JAM et
20-1 sont souvent les cibles de toxines bactériennes.
Par exemple, lors de I'infection par Helicobacter pylori
des cellules épithéliales gastriques, la protéine bacté-
rienne CagA (cytotoxic-associated gene A) s’associe
avec Z0-1 et JAM et altére I’organisation et la fonction
des jonctions serrées [27, 28].

Conclusions et perspectives

Les données présentées dans cet article montrent que
les jonctions serrées servent de lieu d’intégration et de
transduction de signaux nécessaires pour réguler I'ad-
hérence, la prolifération, la différenciation et la pola-
rité cellulaires. Les récentes études ont amélioré
considérablement notre connaissance sur la composi-
tion et 'activité des jonctions serrées. Cependant,
nous sommes encore loin de comprendre comment les
différents complexes des jonctions serrées interagis-
sent les uns avec les autres pour promouvoir I’établis-
sement et le maintien des jonctions serrées, ainsi que
la polarité. Les approches tendant a déterminer les
fonctions des genes par interférence ARN, de méme que
la construction de cartes d’interactions protéine-pro-
téine, devraient permettre d’identifier de nouveaux
candidats et contribuer a disséquer les séquences
d’événements controlant la polarité cellulaire. Ces
études devraient non seulement faciliter la compré-
hension de la polarité, mais aussi celle des causes de
certaines maladies malignes (carcinomes associés a la
perte de la polarité) ou dégénératives, touchant la
rétine (retinitis pigmentosa associée a des mutations
de Crumb). ¢

Drosophile Mammiferes

Crb (Crumb-Stardust-DIt)  Crb (Crumb-Pals-Patj)
Baz (Baz-Par-6-PKCa) Par3 (Par-3/ASIP-Par-6-PKCa)
Scrib (Scrib-DlIg-Lgl) Erb (Erbin-DIg-MLgl)

Tableau Il. Complexes protéiques des jonctions serrées de dro-
sophile, et leurs homologues chez les mammiféres. Pals: pro-
tein associated with Lin-7; Patj: Pals associated tight junc-
tion; ASIP/Par-3: atypical PKC isotype-specific interacting
protein/partitioning defective; PKCa: PKC atypique.



SUMMARY

Tight junctions, a platform regulating cell
proliferation and polarity

Tight junctions (T)) are specialized plasma membrane
microdomains that encircle the apical pole of each epi-
thelial and endothelial cell, separating apical from
basolateral side. They form an intercellular diffusion
barrier (or gate) regulating the passage of ions, water,
and various macromolecules through the paracellular
spaces, and a fence restricting the apical/basolateral
diffusion of membrane proteins and lipids. This latter
function is deeply involved in cancer cell biology, in
terms of loss of cell polarity. Several TJ proteins are
involved in organizing signal transduction at TJ. For
example, the interaction of TJ protein Z0-1 (zonula
occludens 1) with the transcription factor ZONAB (20-1
associated nucleic acid protein) is important in the
regulation of expression of the proto-oncogene €rb-2 as
well as epithelial proliferation/differentiation. Recent
studies indicate that different proteins involved in
membrane trafficking are associated with tight junc-
tions. Among these proteins are the small G-proteins of
the Rab family that regulate specific membrane trans-
port events in both endocytic and exocytic pathways.
Rab proteins may coordinate the recruitment of protein
complexes necessary for the establishment-mainte-
nance of cell polarity. Based on the studies reviewed
here, tight junctions emerge as a platform used to coor-
dinate and regulate cell polarity, and proliferation/dif-
ferentiation. ¢
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