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NOUVELLE

Une nouvelle protéine RhoGAP
impliquée dans la régulation du
complexe Arp2/3 au niveau de
Pappareil de Golgi

Un relais entre les protéines G ARF1

et Cdc4?2

Thierry Dubois, Philippe Chavrier

> L'appareil de Golgi, localisé a proximité
du centrosome, est formé d’empile-
ments de citernes allongées, connectées
latéralement par des tubules. Malgré
cette organisation complexe, I’appareil
de Golgi est trés dynamique et capable
de former des tubules et des vésicules
durant le processus de sécrétion, ou en
réponse a des événements cellulaires
spécifiques comme la mitose. Chaque
face de I'appareil de Golgi est flanquée
d’un réseau tubulo-réticulaire servant
de point d’entrée ou de sortie du Golgi
(réseau cis-golgien faisant face au réti-
culum endoplasmique - RE, et réseau
trans-golgien orienté vers la membrane
plasmique). Les protéines qui atteignent
le réseau cis-golgien en provenance du
RE peuvent étre recyclées vers le RE,
ou transportées plus loin a travers les
citernes golgiennes ou elles pourront
étre modifiées grdce a I’activité séquen-
tielle d’enzymes présentes dans chacune
des citernes individuelles. A leur arri-
vée dans le réseau trans-golgien, ces
protéines sont empaquetées dans des
vésicules de transport qui les achemine-
ront vers la membrane plasmique ou les
endosomes (Figure 1).

La petite protéine G ARF1 (facteur
d’ADP-ribosylation 1), qui est locali-
sée sur la face externe de I'appareil
de Golgi, joue un réle essentiel dans
la formation des vésicules qui assu-
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rent le transport des protéines a travers
et & partir de appareil de Golgi [1].
Comme toutes les protéines G, ARFl
existe sous une forme active liée au GTP
et sous une forme inactive liée au GDP.
Le passage d’une forme a I'autre est
régulé par des protéines qui favorisent
soit I’hydrolyse du GTP en GDP (pro-
téines GAP, GTPase activating protein),
soit le remplacement du GDP par le
GTP (facteurs d’échange nucléotidi-
que) [2]. De plus, dans le cas d’ARFI,
le cycle nucléotidique est couplé a un
cycle d’association-dissociation mem-
branaire : la liaison du GTP catalysée par
des facteurs d’échange nucléotidiques
spécifiques localisés sur I'appareil de
Golgi provoque I’exposition d’une hélice
amino-terminale hydrophobe modifiée
par un groupement myristate qui permet
un ancrage stable d’ARF1-GTP dans la
membrane golgienne [1].

Ala surface de Pappareil de Golgi, ARF1-
GTP interagit avec différents effecteurs,
parmi lesquels un complexe de six pro-
téines appelé coatomer qui, avec ARF1-
GTP, constitue le composant élémentaire
du manteau COPI, ainsi que les comple-
xes adaptateurs AP1, AP3 et AP4, et les
protéines GGA1-3 qui s’associent avec
la clathrine. Les protéines de manteau
déforment les membranes planes des
citernes golgiennes pour engendrer des
bourgeons, précurseurs des vésicules,
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et capturent
des protéines

membranai-
res pour les incorporer dans les vési-
cules en formation [3, 4]. Apres leur
détachement du compartiment donneur,
les vésicules de transport perdent leur
manteau avant de fusionner avec une
membrane accepteuse spécifique. Le
cycle d’assemblage-désassemblage des
manteaux COPI et clathrine sur les vési-
cules golgiennes est intimement couplé
au cycle GTP/GDP d’ARF1.
Un autre élément essentiel de 'intégrité
et de I'organisation de I'appareil de
Golgi est le cytosquelette d’actine. 'ac-
tine elle-méme, ainsi que de nombreu-
ses protéines liant I'actine sont en effet
associées aux membranes et aux vési-
cules golgiennes. Des drogues comme
les cytochalasines, qui inhibent la poly-
mérisation des monomeres d’actine en
filaments, bloquent le transport de la
glycoprotéine G du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV-G) & travers I'appareil
de Golgi et affectent la morphologie de
I"appareil de Golgi, alors que d’autres
drogues ciblant le cytosquelette, comme
la latrunculine B et la toxine botulinique
C2, inhibent le transport rétrograde du
Golgi vers le RE [5]. Bien que son rdle
ne soit pas completement éclairci, ce
cytosquelette d’actine semble impor-
tant pour maintenir I’organisation géné-
rale et le positionnement de I’appareil
de Golgi et pourrait avoir également une
action directe dans le transport en faci-
litant le détachement des vésicules [6].



La polymérisation et Iorganisation des
filaments d’actine dans la cellule sont
régulées par les petites protéines G de
la famille RHO qui compte une vingtaine
de membres. Les protéines Rho sont
activées (en échangeant leur GDP pour
du GTP) en réponse a une grande variété
de signaux extracellulaires. Elles jouent
un role essentiel dans des processus
cellulaires variés incluant la migration
cellulaire, I'adhérence, la phagocytose,
grace a la régulation de I'activité de
nombreuses protéines effectrices con-
trélant 'assemblage et I'organisation
des filaments d’actine [7]. Récemment,
plusieurs membres de cette famille ont
également été impliqués dans la régula-
tion du trafic intracellulaire [8]. Ainsi,
les protéines Cdc42 et RhoA, qui sont
présentes au niveau de I'appareil de

Golgi, sont nécessaires au transport et
au maintien de 'organisation de cet
organite [9-11]. La protéine N-WASP
ainsi que le complexe nucléateur d’ac-
tine Arp2/3 sont également associés
avec I'appareil de Golgi vraisemblable-
ment grdce a l'interaction de N-WASP
avec Cdc42-GTP [11, 12]. Lactivation
du complexe Arp2/3 par Cdc42/N-WASP
permettrait la polymérisation de novo de
filaments d’actine au niveau du Golgi.

Le recrutement de Cdc42 au niveau du
Golgi dépend de son interaction avec une
des sous-unités du manteau COPI [13].
Par conséquent, il a été proposé qu’ARF1
pourrait contréler la polymérisation de
I’actine au niveau du Golgi a travers une
cascade COPI/Cdc42/N-WASP/Arp2/3
[14] (Figure 1). Les résultats que nous
avons obtenus récemment indiquent que
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les choses sont vraisemblablement plus
complexes. En effet, nous avons identi-
fié une nouvelle protéine qui régule I’ac-
tivité de Cdc4?2, appelée ARHGAP10, qui
est recrutée sur I’appareil de Golgi grace
a son association avec ARF1-GTP [15].
ARHGAP10 est une protéine de 1957
acides aminés, exprimée de fagon ubi-
quitaire et conservée durant I’évolu-
tion [16]. ARHGAP10 comporte trois
domaines structuraux: un domaine
PDZ (d’apres les initiales des protéi-
nes PSD-95, Dig et Z0-1), un domaine
PH (pleckstrin homology), ainsi qu’un
domaine RhoGAP. Les domaines RhoGAP,
qui sont retrouvés dans une large famille
de protéines, stimulent I’hydrolyse du
GTP des protéines Rho et leur retour sous
la forme inactive liée au GDP [17]. Nous
avons montré que le domaine RhoGAP
d’ARHGAP10 stimule préférentiellement
I"hydrolyse du GTP sur Cdc42.

Des expériences d’immunofluorescence
indirecte ont révélé qu’ARHGAP10 est
associée principalement a I"appareil
de Golgi. Cette association dépend de
I"interaction d’ARHGAP10 avec ARF1-GTP
au niveau d’une région d’une centaine
d’acides aminés comprenant le domaine
PH. Contrairement a d’autres domaines
PH, celui d’ARHGAP10 ne semble pas
capable de se lier aux lipides mem-
branaires. Ces observations semblaient
indiquer qu’ARHGAP10 controle 'activité
de Cdc42 au niveau de I'appareil de
Golgi en aval d’ARF1.

Afin de caractériser la fonction
d’ARHGAP10, nous avons éteint son
expression grdce a la technologie des
ARN interférents (ARNi). La diminution

Figure 1. Régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine golgien par ARF1. La petite pro- de I’expression d’ARHGAP10 dans les

téine ARF1 activée par liaison au GTP est localisée sur la face externe de I'appareil de Golgi ot cellules Hela s’accompagne d’un étale-
elle recrute des protéines effectrices variées incluant les protéines du manteau COPI impliqué ~ ment cellulaire, d’une réorganisation du
dans la formation des vésicules de transport. Sur les membranes golgiennes, COPI interagit avec  cytosquelette d’actine, d’une fragmen-
Cdc42, un des membres de la famille des protéines RHO. Cdc42 peut interagir avec la protéine  tation de I’appareil de Golgi et d’une
N-WASP impliquée dans I’activation du complexe nucléateur d’actine Arp2/3. Cette cascade, qui  accumulation du complexe Arp2/3 dans
est régulée positivement par ARF1, aboutit a I’assemblage des filaments d’actine au niveau des  la région golgienne : conséquences pro-
bables de 'accumulation de Cdc42 sous
forme GTP en absence d’ARHGAP10.

Finalement, nous avons montré que I’ex-

membranes golgiennes. GTP-ARF1 interagit également avec ARHGAP10, une protéine comportant
un domaine RhoGAP capable de stimuler I"hydrolyse du GTP sur Cdc4?2 pour aboutir a la production
de Cdc42-GDP et de phosphate (Pi). Cette double action positive et négative exercée par ARF1 sur
I'activité de Cdc42 est probablement nécessaire a la dynamique du cytosquelette d’actine et au  pression d’un mutant constitutivement

fonctionnement de I'appareil de Golgi. actif d’ARF1 induit "apparition de struc-
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tures enrichies en filaments d’actine et
en complexe Arp2/3, dont la formation
nécessite I"activité de Cdc42 et qui sont
inhibées par I’expression du domaine
RhoGAP d’ARHGAP10.

€n conclusion, nos résultats démontrent
qu’ARF1 exerce un double contrdle sur la
polymérisation de I'actine au niveau de
'appareil de Golgi, positif a travers la
cascade COPI/Cdc42/N-WASP/Arp2/3, et
négatif en régulant 'activité de Cdc4?
a travers ARHGAP10 (Figure 1). La con-
jonction de ces deux voies de signa-
lisation est probablement nécessaire
pour assurer la dynamique du cytosque-
lette d’actine au niveau de I'appareil
de Golgi. Des expériences futures diront
si ce cytosquelette d’actine a un role
structurant au niveau de I’appareil de
Golgi et/ou est impliqué dans la forma-
tion des vésicules de transport. ¢
ARHGAP10, a novel RhoGAP at the
cross-road between ARF1 and Cdc42
pathways, regulates Arp2/3 complex
and actin dynamics on Golgi membranes
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du glucose a partir des
acides aminés contenus

Double jeu pour les canaux

potassiques

Pascal Ferré

> Le glucose est un des substrats éner-
gétiques obligatoires d’un certain nom-
bre de tissus, comme les hématies, la
medulla rénale et le cerveau. Ce dernier
utilise chez "homme environ 120 g de
glucose par jour. Un apport continu de
glucose est donc une condition absolue
de notre survie et I'organisme a déve-
loppé des stratégies lui permettant de
faire face au caractere discontinu des
apports nutritionnels. Apres le repas, le
glucose arrivant en abondance est mis
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dans les protéines (cela
permet de comprendre
pourquoi le jeline s’ac-
compagne d’une fonte
musculaire). LUinsuline
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sécrétée au moment du

en réserve sous forme de

glycogéne dans les orga-

nes, en particulier dans le foie. Dans
le foie et les muscles, ce processus est
controlé par Iinsuline, sécrétée en cas
d’absorption glucidique. A distance des
repas, le foie libere du glucose a partir
du glycogéne (glycogénolyse) puis si la
période de jeline se prolonge (quelques
heures), le foie met en route une syn-
theése de novo de glucose appelée néo-
glucogenese permettant de fabriquer

repas inhibe la glycogé-

nolyse et la gluconéoge-
nése, évitant ainsi un apport simultané
endogeéne et exogéne de glucose et I’hy-
perglycémie qui pourrait en résulter.
Uinsuline a donc un réle majeur dans le
maintien de I’homéostasie glucidique
par ses actions directes sur le foie.
Le mécanisme de sécrétion de cette hor-
mone lorsque la glycémie s’éléve fait
schématiquement intervenir une aug-
mentation de ['utilisation de glucose par



