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La protéine SCRIB controle
la contractilité apicale pendant
la différenciation épithéliale

Batiste Boéda

La protéine SCRIB et la polarité
cellulaire

Les organismes pluricellulaires sont
composés de nombreuses cellules asy-
métriques présentant des pdles mor-
phologiquement et fonctionnellement
distincts. Par exemple, les cellules de
I’épithélium digestif ont un pdle apical
orienté vers la lumiére intestinale et
impliqué dans I'absorption des nutri-
ments, et un pole basal dont le role
est de transmettre ces nutriments a
la circulation sanguine. Le concept de
polarité cellulaire apico-basale englobe
I’ensemble des facteurs impliqués dans
I’équilibre dynamique entre ces deux
poles. Les cellules épithéliales peuvent
également s’arranger les unes par
rapport aux autres suivant un ordre
contraint, comme par exemple les cel-
lules sensorielles de I'oreille interne, qui
ont a leur surface apicale une touffe
ciliaire dont I"orientation est identique.
Le concept de polarité planaire englobe
les facteurs impliqués dans I'organi-
sation coordonnée des cellules dans le
plan de I’épithélium.

De nombreuses protéines participent au
contréle de la polarité cellulaire, dont la
protéine Scribble, qui opére au carrefour
des polarités apico-basale et planaire.
Chez la mouche drosophile, les muta-
tions supprimant Scribble induisent une
croissance anarchique et une désorgani-
sation des tissus épithéliaux, qui perdent
totalement leur polarité apico-basale au
cours du développement, ce qui entraine
la mort de I’animal au stade larvaire
[1]. étonnamment, la perte de la pro-
téine SCRIB, homologue de Scribble chez
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les vertébrés, n'est pas suffisante pour
induire des défauts majeurs de polarité
apico-basale dans les épithéliums chez
la souris, mais induit plutdt une anomalie
de polarité planaire (désorganisation
des touffes ciliaires des cellules sen-
sorielles de I’oreille interne) [2]. Les
souris mutantes dépourvues de SCRIB
présentent également un défaut sévére
de formation du tube neural lié a un
défaut de polarité planaire, entrainant
un déces précoce au cours du dévelop-
pement embryonnaire [2]. Chez ’lhomme,
des mutations de SCRIB ont été impli-
quées dans des malformations du tube
neural, telles que spina bifida [3].

La protéine SCRIB possede des similarités
de séquence avec deux autres protéines :
Lano (LAP and no PDZ) et €RBIN (ERBB2-
interacting protein). Chez la souris, seule la
suppression de ces trois protéines entraine
des défauts de polarité apico-basale dans
les épithéliums [4], ce qui suggere que
SCRIB joue un role redondant dans cette
polarité chez les mammiféres. Le méca-
nisme moléculaire par lequel la protéine
SCRIB exerce son action polarisante au
sein des épithéliums est complexe car
SCRIB peut se lier a plus de cinquante
protéines différentes. Cependant, I'activa-
tion de la voie de signalisation impliquant
CDC42, une petite protéine intracellulaire
de la famille des Rho GTPases, semble
jouer un réle central [2].

La perte de SCRIB affecte la forme

des cellules Caco-2 durant leur
différenciation

Pour tenter de comprendre le role
du gene SCRIB dans le processus de
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polarité apico-basale, nous ’avons
inactivé par mutation dans les cellules
Caco-2, une lignée cellulaire tumorale
humaine d’origine intestinale dérivée
d’un adénocarcinome colique, en uti-
lisant la technique CRISPR/Cas-9 [5].
Les cellules Caco-2 ont la capacité
de se différencier spontanément en
cellules intestinales polarisées, avec
des pdles apical et basal bien définis.
Cette différenciation apico-basale
est encore plus marquée lorsque les
cellules sont cultivées dans des sys-
témes microfluidiques (les « intes-
tins sur puce »), qui permettent de
former en sept jours des structures
en trois dimensions rappelant les vil-
losités intestinales, avec des replie-
ments similaires a ceux de I’intestin
humain [6]. Dans ces conditions de
culture, les cellules Caco-2 normales
ou privées de la protéine SCRIB se
différencient en un pseudo-épithélium
intestinal ne présentant pas de défaut
manifeste de polarité apico-basale.
étonnamment, les villosités intesti-
nales produites a partir des cellules
Caco-2 privées de SCRIB sont cepen-
dant beaucoup plus aplaties, et pré-
sentent une surface de contact avec
le milieu extérieur réduite par rapport
aux villosités dérivées des cellules
Caco-2 parentales [7].

Un tel défaut morphologique a
I’échelle de I'organe peut s’expliquer
par un défaut a I’échelle cellulaire.
Nous avons donc eu recours @ un autre
systeme de culture des cellules Caco-2
permettant une analyse microsco-
pique détaillée de leur forme. Les cel-
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Figure 1. Role de la protéine SCRIB dans la forme des cellules épithéliales Caco-2. Une analyse immunohistochimique des jonctions intercellulaires

serrées avec un anticorps dirigé contre la protéine Z0-1 (zonula occludens-1) permet d’illustrer la différence des contours de la surface apicale

entre les cellules Caco-2 produisant normalement la protéine SCRIB (Caco-2 parentales, a gauche) et les cellules Caco-2 qui en sont dépourvues

(Caco-2 SCRIB KO, a droite).

lules ont été cultivées pendant 21 jours
sur une membrane poreuse placée dans
des chambres de culture individuelles
[8]. Dans ces conditions, les cellules
parentales et les cellules mutantes
dépourvues de SCRIB se différencient
en un épithélium monostratifié plat.
Une analyse immunohistochimique
des jonctions intercellulaires serrées
apicales a montré que les cellules
parentales forment un épithélium dont
chaque cellule présente une forme
hexagonale et une surface apicale
homogene, tandis que les cellules pri-
vées de SCRIB ont une surface apicale
variable, plus grande en moyenne, et
présentant des anomalies de contours :
leurs jonctions serrées ne forment pas
des lignes droites, mais des zigzags
dans un plan transversal (Figure 1).
Ces anomalies ne semblent cepen-
dant pas altérer la barriere épithéliale,
comme |"attestent les mesures de per-
méabilité de I’épithélium [7].
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SCRIB et SHROOM, un duo de protéines
contrdlant la contractilité apicale des

cellules épithéliales

Les myosines sont impliquées dans le
controle des jonctions apicales en pro-
duisant un réseau de forces qui main-
tient la forme des cellules [9]. Nous
avons constaté que dans les cellules
privées de SCRIB, la forme contractile
de la chaine légére de la myosine Il était
concentrée a la base des cellules et non
pas a leur pdle apical, ce qui semblait
indiquer un role de SCRIB dans le posi-
tionnement et I'activation des myosines
au pole apical. La myosine Il est acti-
vée par la kinase ROCK (Rho-associated
coiled-coil containing kinase) [91, qui
elle-méme peut étre activée par la petite
protéine RhoA ou par des protéines de la
famille SHROOM. Or, la protéine SHROOM?2
est un partenaire de liaison de SCRIB
[10]. Nous avons testé la possibilité que
la perte de SCRIB induise un défaut de
recrutement du complexe fonctionnel

SHROOM/ROCK/myosine aux contacts
intercellulaires apicaux, qui serait res-
ponsable des défauts morphologiques
observés dans les cellules mutantes.
Nous avons constaté que le recrutement
de la protéine SHROOM2 aux jonctions
intercellulaires est inhibé par la perte de
SCRIB. De plus, une analyse biochimique
des protéines impliquées dans ce com-
plexe a montré que la protéine SCRIB se
liait au complexe SHROOM2/R0OCK avec
une affinité beaucoup plus forte que
celle de sa liaison a la protéine SHROOM?2
seule, ce qui suggeére 'existence d’une
coopération favorisant Iassemblage
de ces trois protéines. SCRIB se lie a
SHROOM?2 par une petite séquence d’une
trentaine d’acides aminés (nommée
séquence WRAAR en référence aux acides
aminés les plus impliqués), remarquable
par sa conservation au cours de I’évo-
lution des espéces, car elle est presque
identique chez les méduses, les insectes
et tous les vertébrés. Nous avons mon-
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tré que cette séquence était capable
de se lier également a SHROOM4, mais
pas a SHROOML ni a SHROOM3, et que
sa suppression suffisait a abolir I'inte-
raction entre SCRIB et SHROOM2. Des
expériences de sauvetage phénotypique
ont permis de confirmer le réle de cette
séquence dans les anomalies morpho-
logiques des cellules Caco-2 privées de
SCRIB. Ces cellules ont été transduites
avec un virus permettant la réexpression
de la protéine SCRIB, mutée ou non dans
la séquence WRAAR, puis elles se sont
différenciées en culture sur des mem-
branes poreuses pendant 21 jours. Les
colonies de cellules Caco-2 réexprimant
la protéine SCRIB non mutée ont alors
recouvré une forme similaire a celle des
cellules parentales, au contraire des
cellules Caco-2 réexprimant la protéine
mutée, qui ont conservé leurs jonc-
tions intercellulaires en zigzag [7]. Cette
expérience a permis de montrer que la
séquence WRAAR de la protéine SCRIB
exerce une action contractile aux jonc-
tions apicales, qui implique le recru-
tement du complexe SHROOM/ROCK
(Figure 1).

Perspectives

Ainsi, la simple perte de la protéine
SCRIB ne perturbe pas sensiblement
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I’organisation apico-basale de cel-
lules épithéliales humaines d’origine
intestinale, les cellules Caco-2 qui,
dans deux modeles de culture cellu-
laire, maintiennent des pdles apical
et basal bien différenciés. Cependant,
elle entraine une distribution anor-
male du complexe protéique SHROOM/
ROCK/myosine le long de I"axe apico-
basal, provoquant des défauts de
forme tant a I’échelle cellulaire qu’a
|’échelle tissulaire, ou les villosités
intestinales cultivées sur puce micro-
fluidique ont une forme aplatie. Cette
anomalie morphologique rappelle le
phénotype neurodéveloppemental des
souris mutantes dépourvues de SCRIB,
dont le neuroépithélium reste plat au
lieu de former une structure tubulaire
(tube neural). I'étude mécanistique
dans ce systeme expérimental apporte
donc un nouvel éclairage sur le phé-
notype murin, tout en offrant des
perspectives de compréhension de
phénotypes similaires dans I’espece
humaine. ¢
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