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Microtubules,
compartiments cellulaires
et GTPases Rho :

menage a trois

pour une migration efficace

Les cellules des eucaryotes supérieurs sont capables de se
déplacer activement grace a la nature dynamique et plas-
tique de leur membrane et de leur cytosquelette. La migra-
tion cellulaire est une résultante de la coordination précise
de signaux d’origine extracellulaire et intracellulaire qui
aboutit a la formation de structures d’adhérence et a une
organisation du cytosquelette d’actine propice au déplace-
ment. Les GTPases Rho sont maintenant bien connues
pour controler I'organisation du cytosquelette d’actine et
apparaissent de ce fait comme des protéines essentielles au
controle de la migration cellulaire. Néammoins, la diffe-
rence de dynamique des structures d’actine entre les parties
antérieure et postérieure d’une cellule en mouvement sup-
pose une activation polarisée et antagoniste de ces GTPases
au sein de la méme cellule. Des données récentes permet-
tent d’émettre des hypotheses sur le role des microtubules
et des compartiments cellulaires dans la distribution des
GTPases Rho au sein de la cellule en migration.

a migration cellulaire inter-
vient dans de nombreux pro-
cessus biologiques, normaux
ou pathologiques, de I'em-
bryogenese a I’age adulte. Au
cours du développement, d’intenses
mouvements cellulaires sont requis
pour la mise en place des feuillets
embryonnaires et pour le développe-
ment du systéeme nerveux. Chez
I’adulte, dans la plupart des tissus, la
migration cellulaire est réprimée

mais une blessure ou la transforma-
tion par un oncogene suffisent a
I’activer. Dans le cas d’une lésion
cutanée, par exemple, le déclenche-
ment de la migration va concerner
les cellules proches de la blessure, et
aussi des cellules circulantes telles
que les leucocytes qui peuvent étre
considérés comme des cellules spé-
cialisées dans le mouvement. Ils
migrent vers les sites d’inflammation
au sein desquels ils peuvent ensuite
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assurer directement I’élimination du
pathogéne et promouvoir une
réponse immunitaire. Dans le cas de
la transformation cellulaire, la forme
la plus dramatique et la plus dange-
reuse pour un organisme correspond
a la dissémination par migration de
cellules tumorales qui ont, de plus,
perdu leur capacité de se différencier
et de répondre aux signaux de
controle extracellulaires. Ces deux
exemples illustrent, d’une part, que
la migration peut étre déclenchée a
tout moment et, d’autre part, qu’elle
doit étre finement réglée pour la sur-
vie d’'un organisme pluricellulaire.

Le développement des cultures cellu-
laires in vitro a permis de mettre en
évidence la dynamique et la plasticité
des membranes cellulaires. Qu’elles
soient statiques ou mobiles, les cel-
lules engendrent en permanence des
prolongements membranaires tels
que les filopodes, les lamellipodes ou
les replis membranaires qui sont le
résultat de remaniements du cytos-
quelette d’actine sous-jacent a la
membrane plasmique. Les filopodes
sont des extensions fines et cylin-
driques de la membrane plasmique
contenant des filaments d’actine, tan-
dis que les lamellipodes correspon-

dent a un fin feuillet membranaire
résultant d’une polymérisation croi-
sée de filaments d’actine (figure 1A).
Ces deux structures, contrairement
aux replis membranaires qui peuvent
étre assimilés a des feuillets membra-
naires se formant a la surface de la
cellule, sont stabilisées par la forma-
tion a leur extrémité de structures
d’adhérence de type complexes
focaux (figure 1B) [1]. Deux autres
grands types d’adhérence cellulaire
peuvent étre distingués: les plaques
d’adhérence (figure 1C) qui permet-
tent la connexion des fibres de ten-
sion d’actine cytoplasmique a la
matrice extracellulaire, et les podo-
somes (figure 1D), initialement décrits
dans des fibroblastes embryonnaires
de poulet infectés par le proto-onco-
geéne v-sr¢ [2], qui sont des structures
d’adhérence typiques des macro-
phages et des ostéoclastes. Ils sont
organisés en un treés court filament
d’actine entouré d’un anneau de vin-
culine et de taline [2, 3] (figure 1D).

Une cellule en migration a une mor-
phologie caractéristique qui provient
de l'acquisition d’une asymétrie spa-
tiale qui équivaut a une polarisation
cellulaire. La partie antérieure de la
cellule s’organise en un large lamelli-

®

Filopode

Fibre de
tension

Replis
membranaires

Lamellipode

Figure 1. Organisation des structures d’actine et d’adhérence. A. Représenta-
tion schématique d'un fibroblaste en migration émettant des filopodes, des
replis membranaires et des lamellipodes. Schématisation de I'organisation de
I'actine dans ces structures. B, C, D. Marquage en immunofluorescence de la
vinculine (rouge) et de l'actine (vert) (barre: 5 um). B. Plaques d’adhérence
(fleche) associées a des fibres de tension (pointe de fleche). C. Complexes
focaux (fleches): pas d’association avec des structures d’actine particuliéres.
D. Podosomes (fleches): la vinculine forme un anneau autour de I'actine.
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pode nécessaire pour I’établissement
de nouvelles adhérences cellulaires
alors qu’a la partie postérieure, la cel-
lule doit rompre les adhérences et se
rétracter pour permettre une migra-
tion efficace, ce qui suppose la mise
en place de forces de contraction
temporaires et locales. La migration
apparait donc comme le résultat
d’un équilibre entre la formation et
le maintien d’excroissances membra-
naires a la partie antérieure et de
forces de contraction a l'arriére et
dans les régions ou les excroissances
membranaires pourraient s’opposer
au mouvement [4, 5] (figure 2). Cela
suggere que l'organisation des mem-
branes du front de migration est dif-
férente de celle de la partie posté-
riure de la cellule.

Les GTPases Rho
sont des interrupteurs
moléculaires

Le cytosquelette d’actine, ainsi que
les protéines capables de controler
son architecture, sont les éléments
modulateurs clés de la migration cel-
lulaire [6]. Les premieres preuves de
I'implication des GTPases Rho (dont
RhoA, Racl et Cdc42 sont les
membres les plus étudiés) dans le
contrdle de I'organisation du cytos-
quelette d’actine ont été apportées
en 1992. La micro-injection des pro-
téines constitutivement activées
V14RhoA et VI2Racl (protéines
mutées respectivement en position 14
et 12) induit la réorganisation du
cytosquelette d’actine en fibres de
tension pour la premiére mutation et
en replis membranaires pour la
seconde [7, 8]. En 1995, il a été mon-
tré que Cdc42 controle la formation
des filopodes [1, 9] et que la modifi-
cation de l'activité des GTPases Rho
entraine, parallelement a la réorgani-
sation du cytosquelette d’actine, un
réarrangement des structures d’adhé-
rence en plaques d’adhérence pour
RhoA et en complexes focaux pour
Racl et Cdc42 [1]. D’un point de vue
biochimique, les GTPases de la
famille Rho (appartenant a la large
famille des GTPases Ras) permettent
a la cellule de transformer une infor-
mation extracellulaire en un signal
intracellulaire par recrutement
d’effecteurs a activité protéine kinase.
Leur mode de fonctionnement les
assimile a des interrupteurs biolo-
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Figure 2. Décomposition de I'ensemble des événements nécessaires a la
migration cellulaire. Schématiquement, deux types d’activité peuvent étre
distinguées: I'une, indépendante de la localisation, correspondant a |'activité
membranaire « spontanée ». Elle ne débouche pas nécessairement sur la for-
mation de nouvelles adhérences, ni sur la migration; une autre qui suit la
formation d’adhérences et qui dépend de I'endroit ou elles se forment. La
migration est la résultante des forces engendrées par I'évolution des struc-
tures d’actine et d’adhérence des différentes régions de la cellule. Pour une
migration efficace, il faut imaginer qu’une « information de position » existe

dans la cellule.

giques grace a leur activit¢é GTPase
intrinseque qui leur permet d’hydro-
lyser le GTP en GDP et d’osciller
entre des états que I'on peut qualifier
d’« éteint» (lié au GDP) et
d’«allumé» (lié au GTP). La transi-
tion d’un état a ’autre n’est pas spon-
tanée et nécessite 'intervention de
protéines régulatrices. En effet, la
forte affinité des GTPases pour les
nucléotides a guanine, la concentra-
tion relative en GTP supérieure a
celle du GDP dans la cellule et leur
faible activit¢é GTPase intrinseque
devraient produire une grande quan-
tité de GTPase complexée au GTP et
empécher le retour a une forme inac-
tive, liée au GDP. Pourtant, la majo-
rité des GTPases est liée au GDP et,
comme il a été montré pour Ras, une
augmentation incontrolée de leur
forme activée conduit a la transfor-
mation cellulaire. Des mécanismes de
controle sont donc indispensables

s pour mesurer le niveau de GTPase
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activée. Deux catégories de protéines
sont impliquées: les protéines GEF
(guanine nucleotide exchange factor) qui
permettent I’échange du GDP en
GTP, et des protéines GAP (GTPase
activating protein) qui augmentent
I’activité GTPase intrinseque de la
protéine et accélérent son retour a
I’état inactif [6]. Pour les GTPases
Rho, une famille de protéines supplé-
mentaire intervient: les GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor). Grace a
des modifications post-traduction-
nelles qui sont indispensables a la
fonction des GTPases [10] et qui
conduisent a 'ajout de groupements
lipidiques isoprénoides a I'extrémité
carboxy-terminale des protéines, les
GTPases Ras (et donc Rho) ont la
propriété de s’associer aux mem-
branes cellulaires [11, 12]. Malgré
cette séquence d’adressage membra-
naire, les GTPases Rho sont majoritai-
rement cytosoliques, retenues dans le
cytoplasme par les GDI.

la polarisation cellulaire

La réorganisation du cytosquelette
d’actine est une étape nécessaire a la
migration mais demeure insuffisante
pour expliquer la polarisation cellu-
laire. L’étude de la levure S. cerevisiae
a permis d’attribuer une fonction
prépondérante a Cdc42 dans la pola-
risation cellulaire. Au moment de la
mitose, S. cerevisiae adopte une mor-
phologie polarisée, caractérisée par
la formation d’un bourgeon d’ou
émergera la cellule fille. Un com-
plexe de signalisation incluant
Budlp et Cdc42p (deux GTPases
dont Rapl et Cdc42 sont les homo-
logues respectifs chez les eucaryotes
supérieurs) s’assemble a la cicatrice
de I'ancien site de bourgeonnement
et, ainsi, permet la réorganisation de
lactine et des septines (protéines de
liaison a l’actine) pour former le
nouveau bourgeon [13]. Les levures
exprimant une protéine Budlp
mutée forment leur bourgeon a par-
tir de sites aléatoires, alors que les
mutants de Cdc42p ne sont plus
polarisés [13], indiquant que Budlp
est impliquée dans le choix du site de
bourgeonnement et Cdc42 dans le
controle de la polarisation.

La fonction de transport d’ions et de
solutés a travers un épithélium est
étroitement dépendante de la polari-
sation des cellules épithéliales. En
réponse a I’adhérence puis a I’agréga-
tion, les cellules épithéliales dévelop-
pent des membranes spécialisées, la
membrane apicale et les membranes
basolatérales qui permettent la mise
en place des interactions intercellu-
laires [13]. Les protéines nouvelle-
ment synthétisées, destinées aux
membranes basolatérales ou apicales,
sont triées dans des vésicules dis-
tinctes du réseau trans-golgien et les
protéines internalisées par endocy-
tose sont recyclées vers les mem-
branes apicales ou basolatérales [14].
La perturbation de I'activité de Cdc42
dans ces cellules affecte considérable-
ment leur polarité. L’inhibition de la
fonction de Cdc42, par micro-injec-
tion d’un dominant négatif N17-
Cdc42, entraine une perte de la pola-
rité basolatérale aussi bien de la voie
de biosynthese que de la voie de recy-
clage par les endosomes. La surex-
pression de V12Cdc42, constitutive-
ment activée, a un effet encore plus

I Cdc42 controle

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001



drastique affectant a la fois la mor-
phologie cellulaire et la polarité des
cellules [15], indiquant que Cdc42 et
son cycle d’activation contrdlent la
polarité des cellules épithéliales.
Cette idée est renforcée par la décou-
verte récente d’'une association entre
Cdc42-GTP et PAR-6 en double
hybride [16, 17]. Or, les protéines
PAR (PARtitioning defective, PAR-1 a 6)
ont une fonction capitale lors des pre-
mieres divisions asymétriques qui ont
lieu dans ’embryon précoce du
nématode C. elegans et dans la déter-
mination de I’axe antéro-postérieur
de la drosophile [18, 19]. Dans des
cellules épithéliales, la surexpression
de ’homologue mammifeére de PAR-6
entraine, comme pour Cdc42, une
perturbation de leurs jonctions inter-
cellulaires. La formation d’'un com-
plexe tétramoléculaire, incluant
Cdc42, PAR-6, PAR-3 et la proteine
kinase C atypique , serait important
pour la polarisation cellulaire [16,
17]. 11 reste a déterminer s’il existe
un lien entre trafic vésiculaire et pola-
risation cellulaire et dans quelle
mesure Cdc42 est impliqué.

L’implication de Cdc42 dans la pola-
risation au cours des déplacements
cellulaires est bien illustrée par ’ana-
lyse de la migration de macrophages
en réponse a un gradient de chi-
mioattraction. Lorsque des macro-
phages sont placés dans un gradient
de M-CSF (macrophage-colony stimula-
ting factor), ils migrent rapidement
vers la source de M-CSF. Leur vitesse
de migration est considérablement
réduite, ou accélérée, par la micro-
injection de V12Cdc42, ou par celle
de N17Cdc42. En revanche, dans
cette derniere configuration, la
direction de migration est totale-
ment aléatoire, ce qui montre
I'importance de Cdc42 dans le choix
de la direction [20]. Dans un test de
cicatrisation d’une blessure affectant
une couche de fibroblastes, 1’inhibi-
tion de Cdc42 ralentit la vitesse a
laquelle les cellules vont combler la
cicatrice [21], ce qui peut étre inter-
prété comme une perte de polarisa-
tion puisque les cellules vont moins
fréquemment migrer vers la cica-
trice. Cette notion est renforcée par
le fait que, dans une cellule en
migration, 'appareil de Golgi, qui
possede une fonction centrale dans
la maturation des protéines desti-
nées a étre secrétées, fait face au
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front de migration. Or, dans les cel-
lules micro-injectées par N17Cdc42,
seules 50 % d’entre elles posseédent
un appareil de Golgi faisant face au
front de migration [21]. De méme,
dans les cellules épithéliales, I'inhibi-
tion ou l’activation de Cdc42 per-
turbe I'organisation de 'appareil de
Golgi [15].

Appareil de Golgi,
vesicules endosomiques:
réservoirs des GTPases
Rac et Cdc42?

L’appareil de Golgi se trouve au car-
refour de la voie de sécrétion en
recevant des vésicules provenant du
réticulum endoplasmique et en assu-
rant leur sortie vers différentes desti-
nations, dont la membrane plas-
mique. De nombreuses protéines ont
été localisées au niveau de 'appareil
de Golgi, dont Cdc42 et deux de ses
cibles, IQGAP et PAK4 [22-24].
IQGAP est aussi localisée au niveau
des membranes basolatérales des cel-
lules épithéliales et reégle négative-
ment la formation des jonctions cel-
lulaires relayées par les cadhérines
lorsque Cdc42 et Rac sont inactifs
[25, 26]. Cette double localisation de
IQGAP et la fonction de Cdc42 dans
le controle de la polarisation cellu-
laire laissent penser que des com-
plexes protéiques, contenant IQGAP
et Cdc42, peuvent se former au
niveau de I'appareil de Golgi et étre
transportés a la périphérie cellulaire
simultanément a des protéines mem-
branaires telles que les cadhérines.
Cette hypothese est renforcée par la
mise en évidence récente d’une asso-
ciation entre Cdc42-GTP et le com-
plexe COPI (un complexe protéique
recruté au niveau des membranes
golgiennes lors de la formation des
vésicules) [27] et par I’étude de
PAK4, une protéine de la famille
PAK (p21 activated kinases), qui se lie &
Cdc42-GTP. L’interaction Cdc42/
PAK4 est essentielle a4 la redistribu-
tion de PAK4 du réticulum endoplas-
mique vers I'appareil de Golgi; de
plus, I'activité kinase de PAK4 est
indispensable a la formation des filo-
podes, mais pas a sa localisation [24].
Ainsi, ces observations suggérent que
Cdc42 pourrait contréler a distance
la formation des structures d’actine
périphériques en permettant le
ciblage de vésicules chargées a la fois

de Cdc42 et de complexes de signali-
sation spécifiques.

Des observations impliquant le trafic
vésiculaire et les GTPases Rho ont été
rapportées pour la formation des
replis membranaires qui caractéri-
sent l'activation de Rac. L’étude de
Arf6, une petite protéine G de la
famille Arf impliquée dans le trafic
des vésicules de type endosomes [28-
30], a introduit une nouvelle notion
pour la modulation de I'activité de
Racl, a savoir que son adressage
membranaire est nécessaire a sa fonc-
tion mais pas toujours suffisant.
L’activation de Arf6 est indispensable
a la formation des replis membra-
naires [31, 32] et 'expression d’un
dominant négatif de Arf6é empéche la
formation des replis membranaires
induite par une forme constitutive-
ment activée de Racl (Q61LRacl).
De plus, Q61LRacl est retenu au
niveau d’'un compartiment endoso-
mique [32]. Cela suggere qu’au-dela
de I'adressage membranaire, la loca-
lisation subcellulaire est importante
pour la fonction de Rac. De méme,
I'induction de replis membranaires
par des facteurs tels que le M-CSF sur
les macrophages, 'EGF (epidermal
growth factor) sur les cellules HeLa ou
la bombésine sur des cellules CHO
nécessite que Arfb et Racl soient
fonctionnels [33-35]. Ces résultats
établissent un lien entre le trafic vési-
culaire et les remaniements du cytos-
quelette d’actine. Ils indiquent aussi
que les membranes des comparti-
ments cellulaires pourraient consti-
tuer un réservoir de protéines néces-
saires a la formation des structures
d’actine requises pour la migration,
qui ne seraient mobilisables que lors
d’une distribution subcellulaire adé-
quate. Récemment, 1’analyse en
temps réel de la distribution des
GTPases Rho fusionnées a la GFP
(green fluorescent protein) a confirmé
les différentes localisations des
GTPases Rho et I'importance fonc-
tionnelle de ces localisations subcel-
lulaires [36]. De plus, il a pu étre
montré, par la technique de transfert
d’énergie par fluorescence (FRET),
que I'interaction de Rac-GTP avec un
domaine de I'un de ses effecteurs
survient essentiellement dans les
replis membranaires et qu’'un gra-
dient de Rac-GTP se forme du lamel-
lipode vers le noyau des cellules en
migration [37].
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Microtubules:
organisateurs

de la régionalisation

des activités des GTPases
Rho?

Comment ce ciblage et de tels gra-
dients peuvent-ils prendre place ? Les
microtubules constituent, avec le
cytosquelette d’actine, un autre type
de réseau de filaments tres dyna-
mique dans la cellule. La fonction la
mieux caractérisée des microtubules
dans les cellules en interphase est de
servir de «rails» pour le transport
des vésicules entre les différents com-
partiments cellulaires (réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi,
lysosomes, endosomes). Ils assurent
aussi I’organisation tridimension-
nelle des compartiments cellulaires.
La distribution du réticulum endo-
plasmique, par exemple, suit la dis-
tribution radiale des microtubules
alors que I’appareil de Golgi est
regroupé autour du centrosome,
prés du noyau des cellules mononu-
cléées [38]. Il est connu depuis long-
temps que l'intégrité des microtu-
bules est nécessaire au maintien de
la polarisation et a la migration cellu-
laire [39]. Plus précisément, 'inhibi-
tion de la polymérisation des micro-
tubules par l’administration de
faibles doses de nocodazole bloque
la migration cellulaire [40] tandis
que leur dépolymérisation complete
inhibe la formation spontanée des
replis membranaires et des lamelli-
podes [41]. Dans cette derniere cir-
constance, la formation des fibres de
tension et de plaques d’adhérence
est augmentée [42, 43]. L’ensemble
de ces données a permis d’établir un
paralléle avec la fonction des
GTPases Rho et Rac. Enomoto [44] a
montré que ’exoenzyme C3, une
toxine bactérienne connue pour
inhiber Rho, empéche la formation
des fibres de tension dans les fibro-
blastes en réponse a la dépolymérisa-
tion des microtubules et, plus récem-
ment, en utilisant les techniques de
précipitation par affinité des formes
Rho-GTP et Rac-GTP, il a pu étre
montré que Rho est activé par la
dépolymérisation des microtubules
alors que leur repolymérisation
active Rac [45, 46]. Ces observations,
réalisées dans des lignées de fibro-
blastes, suggerent que la dynamique

s des microtubules pourrait régler
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I’activité des GTPases Rho et Rac
dans une cellule.

Nous avons pu observer la méme
relation entre les microtubules, les
GTPases Rho et le cytosquelette
d’actine dans des cultures primaires
de cellules de type macrophages
polycaryoniques. Ces cellules ont

ostéoclastes, les cellules responsables
de la résorption osseuse chez les ver-
tébrés. L’actine s’organise en fila-
ments corticaux, en podosomes et
en replis membranaires [3] tandis
que les microtubules forment un
réseau dense, organisé a partir de
centrosomes périphériques [47]

une organisation du cytosquelette

(figure 3A). Lorsque les microtubules
atypique ressemblant a celle des i

sont dépolymérisés par un traite-

Figure 3. Effet des variations de polymérisation des microtubules sur I'organi-
sation du cytosquelette d’actine des macrophages polycaryoniques. Images
d’'immunoflurescence réalisées par microscopie confocale et révelant I'organi-
sation du cytosquelette d’actine (vert) et de la tubuline (rouge). A. Macrophages
polycaryoniques non traités. Les pointes de fleche indiquent les centrosomes et
les fleches, les petits replis membranaires apicaux. B. Macrophages polycaryo-
niques traités 30 minutes par le nocodazole (2 uM). L'ensemble des structures
d’actine, habituellement présent dans les macrophages plycaryoniques, a dis-
paru au profit de la formation de fibres de tension associées aux plaques
d’adhérence. C, D. Effet de la repolymérisation des microtubules sur I'organisa-
tion du cytosquelette d’actine. Les cellules ont d’abord été traitées 30 minutes
par le nocodazole (2 uM) puis maintenues sans nocodazole pour permettre la
re-polymérisation des microtubules. Deux coupes optiques, espacées de 1 uM,
ont été réalisées avec un microscope confocal. Dans le plan de base (C), on
peut encore distinguer les fibres de tension désordonnées et les microtubules,
qui ont été repolymérisés. Des replis membranaires sont visibles en périphérie
(fleches en C). Au plan supérieur, les replis membranaires sont abondants
(fleches en D). L'organisation normale des macrophages polycaryoniques n’est
retrouvée qu’une heure aprés le retrait du nocodazole.

m/s n°8-9, vol. 17, aott-septembre 2001



Filopode

Fibre de tension

Lamellipode

== Microtubules = Cdc42 - Rac

[ Gradient d’activité de Rac

— Filament d’actine

Ve : vésicules de type endosome

Figure 4. Relations entre les microtubules, les GTPases Rho et les comparti-
ments subcellulaires. D Les microtubules peuvent cibler les plaques d'adhé-
rence, ce qui a pour conséquence, soit la stabilisation du microtubule et le
maintien de la plaque d’adhérence, soit la destructuration de la plaque
d’adhérence. @ La croissance des microtubules a pour effet d’activer Rac et
d’induire la formation des replis membranaires. Par ce fait, la dynamique des
microtubules pourrait permettre «l’entretien» du lamellipode et du gradient
d’activité de Rac. Cdc42 est, en partie, localisé au niveau de |'appareil de
Golgi et est capable d’induire la formation de filopodes en périphérie. Cdc42
permettrait ainsi le ciblage de vésicules vers le front de migration pour
I'entretenir dans une direction donnée par formation de filopodes utilisés
comme des capteurs. @ Les vésicules de type endosome pourraient servir
de réservoir pour Rac-GTP qui ne serait ainsi capable de promouvoir la for-
mation du lamellipode qu’une fois distribué a la membrane plasmique. ®A
la partie postérieure de la cellule, les microtubules se dépolymérisent et aug-
mentent ainsi les forces de contraction par activation de Rho. Ces forces
de contraction facilitent la rétraction du corps cellulaire. Il reste cependant a
savoir comment les adhérences cellulaires se dissocient.

ment au nocodazole, 1’actine se niveaux d’activité des GTPases Rho

désorganise et s’agence en fibres de
tension, habituellement absentes
dans ces cellules (figure 3B), tandis
que le niveau de Rho-GTP augmente
alors que celui de Rac diminue. A
I'inverse, la repolymérisation des
microtubules, consécutive au retrait
du nocodazole, provoque la forma-
tion de replis membranaires (figures
3C et 3D) associée a une augmenta-
tion de l'activité de Rac et a une
diminution de celle de Rho. Le
niveau de polymérisation des micro-
tubules peut donc controler I’organi-
sation de I'actine en influant sur les
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dans des cellules de morphologie
aussi différente que des fibroblastes
et des ostéoclastes.

Le lien fonctionnel entre les microtu-
bules et les GTPases Rho n’est pas
connu. Récemment, le groupe de S.
Narumiya a proposé que mDia — un
effecteur de Rho capable de promou-
voir la formation de fibres de tension —
puisse étre un de ces liens [48]. Sa
capacité d’interagir avec la profiline,
une protéine régulatrice de la poly-
mérisation des filaments d’actine,
suggeére que mDia peut coupler
directement Rho aux réarrange-

ments de l'actine. Lorsque mDia est
surexprimé dans les cellules Hela,
des fibres de tension se forment et les
microtubules semblent s’aligner sur
ces fibres. Cependant, les preuves
d’un lien moléculaire n’ont pas été
apportées. De méme, il a été montré
qu’un certain nombre de facteurs
d’échange des GTPases Rho sont
capables d’interagir avec la tubuline
ou d’étre co-localisés avec les micro-
tubules, mais leur fonction reste a
déterminer.

Les changements de niveau de poly-
mérisation peuvent étre reliés a I’ana-
lyse de la dynamique des microtu-
bules dans une cellule en migration
de type fibroblaste. Il existe en effet
des différences de stabilité des micro-
tubules suivant la région de la cellule
considérée. Les microtubules
proches du front de migration
connaissent des phases de croissance
plus longues et persistantes qu’a la
partie postérieure de la cellule [49,
50]. Ainsi, la différence de dyna-
mique des microtubules suivant les
domaines subcellulaires pourrait
localement régler I'activité des
GTPases Rho avec, a la partie anté-
rieure, des phases de croissance pro-
longées des microtubules, une activa-
tion de Rac et le maintien du
lamellipode, et, dans la partie posté-
rieure, des phases de dépolymérisa-
tion régulieres qui activent Rho et
favorisent la contraction cellulaire.
Enfin, grice a des expériences per-
mettant de suivre en temps réel la
dynamique des microtubules, un lien
étroit entre structure d’adhérence et
microtubules a été mis en évidence
par le groupe de V. Small. IlIs ont
montré que certains microtubules
orientent leur croissance vers les
plaques d’adhérence des fibroblastes,
ce qui a pour conséquence de stabili-
ser le microtubule ou de dissocier la
plaque d’adhérence [51, 52]. En ce
qui concerne les podosomes, le role
des microtubules pourrait étre tres
différent, puisque, contrairement
aux plaques d’adhérence, les micro-
tubules sont nécessaires a la forma-
tion des podosomes [53].
L’ensemble des données présentées
permet de dessiner les piéces d’un
puzzle au contour encore imprécis
ne permettant pas leur assemblage
(figure 4). 11 apparait désormais néces-
saire de déterminer la distribution
spatio-temporelle relative des diffé-
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rentes GTPases Rho activées et de
leurs protéines régulatrices pour une
meilleure compréhension de ces
mécanismes impliqués a la fois dans
la migration et la polarisation des cel-
lules eucaryotes ®

Remerciements

S. Ory a bénéficié d’'une bourse de thése du
ministére de la Recherche, puis d’une subven-
tion de I’ARC. Les travaux du laboratoire sont
soutenus par I’ARC et la Ligue contre le Can-
cer du Rhone.

REFERENCES s—

1. Nobes C, Hall A. Rho, Rac, and Cdc42
GTPases regulate the assembly of multimo-
lecular focal complexes associated with
actin stress fibers, lamellipodia, and filopo-
dia. Cell 1995; 81: 53-62.

2. Marchisio PC, Cirillo D, Naldini L, Pri-
mavera MV, TetiA, Zambonin-Zallone A.
Cell-substratum interaction of cultured
avian osteoclasts is mediated by specific
adhesion structures. | Cell Biol 1984; 99:
1696-705.

3. Ory S, Munari-Silem Y, Fort P, Jurdic P.
Rho and Rac exert antagonistic functions
on spreading of macrophage-derived multi-
nucleated cells and are not required for
acgr; fiber formation. J Cell Sci 2000; 113:
1177-88.

4. MitchisonT, Cramer L. Actin-based cell
rr'170tility and cell locomotion. Cell 1996; 84 :
371-9.

5. Nabi IR. The polarization of the motile
cell. J Cell S¢i 1999; 112: 1803-11.

6. Golsteyn RM, Arpin M, Friederich E,
Louvard % Les protéines du cytosquelette
d’actine : bien placées pour la motilité. Med
Sci 2000; 16: 722-31.

7. Ridley AJ, Hall A. The small GTP-bindin:

protein rho regulates the assembly of foca
adhesions and actin stress fibers in response
to growth factors. Cell 1992 70: 389-99.

8. Ridley AJ, Paterson HF, Johnston CL,
DiekmannD, Hall A. The small GTP-bin-
ding protein rac regulates growth factor-
induced membrane ruffling. Cell 1992; 70:
401-10.

9. Kozma R, Ahmed S, BestA, Lim L. The
Ras-related protein Cdc42Hs and bradyki-
nin promote formation of peripheral actin
microspikes and filopodia in Swiss3T3 fibro-
blasts. Mol Cell Biol 1995 ; 15: 1942-52.

10. Prendergast G, Davide_L, de Solms S, et
al. Farnesyltransferase inhibition causes
morphological reversion of ras-transformed
cells by a complex mechanism that involves
regulation of the actin cytoskeleton. Mol Cell
Biol 1994 ; 14: 4193-202.

11. Adamson P, Marshall CJ, Hall A, Til-
brook PA. Post-translational modifications
of p2Irho proteins. J Biol Chem 1992; 267:
20033-8.

12. Boguski MS, McCormick F. Proteins
regulating Ras and its relatives. Nature 1993 ;
366: 643-54.

13. Drubin DG, Nelson WJ. Origins of cell
polarity. Cell 1996; 84 : 335-44.

14. Keller P, Simons K. Post-Golgi biosynthe-
tic trafficking. J Cell Sci 1997; 110: 3001-9.

15. Kroschewski R, Hall A, Mellman I. Cdc42
controls secretory and endocytic transport
to the basolateral plasma membrane of
MDCK cells. Nai Cell Biol 1999; 1: 8-13.

16. Lin D, Edwards AS, Fawcett JP, Mba-
malu G, Scott JD, Pawson T. A mammalian
PAR-3-PAR-6 complex implicated in
Cdc42/Racl and aPKC signalling and cell
polarity. Nat Cell Biol 2000 ; 2: 540-7.

17. Joberty G, Petersen C, Gao L, Macara
1G. The cell-polarity protein Par6 links Par3
and atypical protein kinase C to Cdc42. Nat
Cell Biol 2000; 2: 531-9.

18. Kemphues K. PARsing embryonic pola-
rity. Cell 2000; 101 : 345-8.

19. Cox DN, Lu B, Sun T, Williams LT, Jan
YN. Drosophila par-1 is required for oocyte
differentiation and microtubule organiza-
tion. Curr Biol 2001 ; 11: 75-87.

20. Allen WE, Zicha D, Ridley AJ, Jones GE.
A role for Cdc42 in macrophage chemo-
taxis. J Cell Biol 1998 ; 141: 1147-57.

21. Nobes CD, Hall A. Rho GTPases control
polarity, protrusion, and adhesion durin4g
cell movement. ] Cell Biol 1999 ; 144 : 1235-44.

22. Erickson JW, Cerione RA, Hart M]J.
Identification of an actin cytoskeletal com-
plex that includes IQGAP and the Cdc42
GTPase. | Biol Chem 1997 ; 272: 24443-7.

23. Erickson JW, Zhang C, Kahn RA, EvansT,
Cerione RA. Mammalian Cdc42 is a brefel-
din A-sensitive component of the Golgi appa-
ratus. ] Biol Chem 1996; 271 : 26850-4.

24. Abo A, Qu J, Cammarano MS, et al.
PAK4, a novel effector for Cdc42Hs, is
implicated in the reorganization of the
actin cytoskeleton and in the formation of
filopodia. EMBO J1998; 17: 6527-40.

25. Braga VM, Machesky LM, Hall A, Hot-
chin NA. The small GTPases Rho and Rac
are required for the establishment of cad-
herin-dependent cell-cell contacts. J Cell Biol
1997; 137: 1421-31.

26. Fukata M, Kuroda S, Nakagawa M, et al.
Cdc42 and Racl regulate the interaction of
IQGAP1 with beta-catenin. J Biol Chem 1999 ;
274: 26044-50.

27. Wu W], Erickson JW, Lin R, Cerione RA.
The gamma-subunit of the coatomer com-
plex binds Cdc42 to mediate transforma-
tion. Nature 2000 ; 405 : 800-4.

28. D’Souza-Schorey C, Li G, Colombo MI,
Stahl PD. A regulatory role for ARF6 in

receptor-mediated endocytosis. Science
1995; 267: 1175-8.

29. Radhakrishna H, Donaldson JG. ADP-

ribosylation factor 6 regulates a novel

%lasma membrane recycling pathway. J Cell
i0l 1997 ; 139 : 49-61.

30. D’Souza-Schorey C, van Donselaar E,
Hsu VW, Yang C, Stahl PD, Peters PJ. ARF6
targets recyclin% vesicles to the plasma
membrane : insights from an ultrastructural
investigation. J Cell Biol 1998 ; 140: 603-16.

31. Franco M, Peters PJ, Boretto ], et al.
EFA6, a sec7 domain-containing exchange
factor for ARF6, coordinates membrane
recycling and actin cytoskeleton organiza-
tion. EMBO J1999; 18: 1480-91.

32. Radhakrishna H, Al-Awar O, Khachikian
Z, Donaldson JG. ARF6 requirement for
Rac ruffling suggests a role for membrane
trafﬁckin§ in cortical actin rearrangements.
J Cell Sci 1999 ; 112: 855-66.

33. Honda A, Nogami M, Yokozeki T, et al.
Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase
alpha is a downstream effector of the small
G protein ARF6 in membrane ruffle forma-
tion. Cell 1999; 99: 521-32.

34. Zhan Calafat |, Janssen H, Green-
berg S. A%{F% is requir%z for growth factor-
and rac-mediated membrane ruffling in
macrophages at a stage distal to rac mem-
brane targeting. Mol Cell Biol 1999; 19:
8158-68.

35. Boshans RL, Szanto S, van Aelst L,
D’Souza-Schorey C. ADP-ribosylation factor
6 regulates actin cytoskeleton remodeling
in coordination with Racl and RhoA. Mol
Cell Biol 2000 ; 20 : 3685-94.

36. Michaelson D, Silletti ], Murphy G,
D’Eustachio P, Rush M, Philips MR. Diffe-
rential Localization of Rho GTPases in Live
Cells. Regulation by hygervariable regions
zllrll(li 2réiogdi binding. J Cell Biol 2001; 152:

37. Kraynov VS, Chamberlain C, Bokoch
GM, Schwartz MA, Slabaugh S, Hahn KM.
Localized Rac activation dynamics visualized
in living cells. Science 2000; 290: 333-7.

38. Bloom GS, Goldstein LS. Cruising along
microtubule highways: how membranes
move through the secretory pathway. [ Cell
Biol 1998; 140: 1277-80.

39. Vasiliev JM, Gelfand IM, Domnina LV,
Ivanova OY, Komm SG, Olshevskaja LV.
Effect of colcemid on the locomotory beha-
viour of fibroblasts. | Embryol Exp Morphol
1970; 24 : 625-40.

40. Liao G, Nagasaki T, Gundersen GG.
Low concentrations of nocodazole interfere
with fibroblast locomotion without signifi-
cantly affecting microtubule level: implica-
tions for the role of dynamic microtubules
in cell locomotion. [ Cell Sci 1995; 108:
3473-83.

41. Bershadsky AD, Vaisberg EA, Vasiliev
JM. Pseudopodial activity at the active edge
of migrating fibroblast is decreased after
drug-induced microtubule depolymeriza-
tion. Cell Motil Cytoskel 1991 ; 19: 152-8.

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001



REFERENCES s—

42. Danowski BA. Fibroblast contractility and
actin organization are stimulated by microtu-
bule inhibitors. J Cell Sci 1989 ; 93 : 255-66.

43. Bershadsky A, Chausovsky A, Becker E,
Lyubimova A, Geiger B. Involvement of
microtubules in the control of adhesion-
dependent signal transduction. Curr Biol
1996 ; 6: 1279-89.

44. Enomoto T. Microtubule disruption
induces the formation of actin stress fibers
and focal adhesions in cultured cells: pos-
sible involvement of the rho signal cascade.
Cell Struct Funct 1996; 21 : 317-26.

45. Ren XD, Kiosses WB, Schwartz MA.
Regulation of the small GTP-binding pro-
tein Rho by cell adhesion and the cytoskele-
ton. EMBO J1999; 18: 578-85.

46. Waterman-Storer CM, Worthylake RA,
Liu BP, BurridgeK, Salmon ED. Microtu-
bule growth activates Racl to promote
lamellipodial protrusion in fibroblasts. Nat
Cell Biol 1999; 1: 45-50.

47. Moudjou M, Lanotte M, Bornens M.
The fate of the centrosome-microtubule
network in monocyte-derived giant cells. [
Cell Sci 1989 ; 94 : 237-44.

48. Ishizaki T, Morishima Y, Okamoto M,
Furuyashiki T, Kato T, Narumiya S. Coordi-

nation of microtubules and the actin cytos-
keleton by the Rho effector mDial. Nai Cell
Biol 2001 ; 3: 8-14.

49. Waterman-Storer CM, Salmon ED. Acto-
myosin-based retrograde flow of microtu-
bules in the lamella of migrating epithelial
cells influences microtubule dynamic insta-
bility and turnover and is associated with
microtubule breakage and treadmilling. J
Cell Biol 1997; 139: 417-34.

50. Yvon AM, Wadsworth P. Region-specific
microtubule transport in motile cells. | Cell
Biol 2000; 151: 1003-12.

51. Kaverina I, Rottner K, Small JV. Targe-
tin% capture, and stabilization of microtu-
bules at early focal adhesions. | Cell Biol
1998; 142: 181-90.

52. Kaverina I, Krylyshkina O, Small JV.
Microtubule targeting of substrate contacts
romotes their relaxation and dissociation.

J Cell Biol 1999 ; 146: 1033-44.

53. Linder S, Hufner K, Wintergerst U, Aep-
felbacher M. Microtubule-dependent for-
mation of podosomal adhesion structures in

rimarfl human macrophages. | Cell Sci
5000 ; 113: 4165-76.

TIRES A PART e—
P. Jurdic.

Summary

Microtubules, cell compartments
and Rho GTPases: a «ménage a
trois » for efficient migration

Dynamic cytoskeleton and mem-
brane plasticity allow higher eucaryo-
tic cells to actively migrate. To move,
cells need to correctly integrate both
extra and intracellular signals in
order to completely reorganize their
actin cytoskeleton and correspon-
ding adhesion structures. It is well
established that RhoGTPases are
pivotal regulators of actin organiza-
tion making them key players in the
control of cell migration. Actin orga-
nisation between the leading and the
rear edges of migrating cells is diffe-
rent, implying the existence of pola-
rized activation and antagonistic acti-
vities of the RhoGTPases within the
same cell. Recent data suggest that
both microtubules and subcellular
compartments influence the local
distribution and polarized activity of
RhoGTPases in migrating cells.
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