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> Lors du développement et de la cicatrisation,
les cellules se déplacent souvent par un processus
de « migration cellulaire collective ». Un procédé
identique est employé par les cellules de certaines
tumeurs cancéreuses lors de la formation de
métastases. Un remarquable modéle d’étude de la
migration cellulaire collective est celui de Iétude
du groupe (cluster) de cellules de bordure de la
drosophile, qui permet d’observer et de manipuler
une migration collective dans son environnement
naturel. Cette revue décrit la machinerie molécu-
laire qui permet a ce groupe de cellules de migrer
directionnellement, en se concentrant sur les
mécanismes permettant aux cellules de détecter
et réagir aux chimioattractants et d’organiser le
groupe en cellules leaders et suiveuses. <

La migration cellulaire collective joue un role fonda-
mental au cours du développement, dans "lhoméostasie
des tissus et de la cicatrisation [1-4]. Elle constituerait
également un mode de migration communément utilisé
par les cellules cancéreuses a diverses étapes de la
cascade métastatique [5, 6]. La migration cellulaire
collective peut prendre des formes trés variées, allant
de cellules faiblement attachées a de larges flux de
cellules, en passant par des petits clusters. Ces derniers
sont particulierement importants a comprendre car ils
sont impliqués lors de la formation de métastases et
peuvent €tre potentiellement une cible thérapeutique
[7, 8]. Dans cette revue, nous nous concentrerons sur
la migration des cellules de bordure dans la chambre
d’ceuf de drosophile, un remarquable modele d’étude
de la migration de petits clusters cellulaires [9, 10]. Les
cellules de bordure forment en effet un groupe de six a
dix cellules qui migre entre les cellules nourricieres de la
chambre d’ceuf. Comme lors de nombreuses migrations
collectives, le cluster est organisé en cellules leaders
(ou cellules meneuses) et cellules suiveuses. £n géné-
ral, il n’y a qu'une seule ou deux cellules leaders qui
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forment des protrusions efficaces a I’avant du groupe, alors que les
cellules suiveuses ne forment pas de protrusions stables et contribuent
principalement & la migration en se contractant (Figure 1) [10-12].

L’architecture du cluster de cellules de bordure

La chambre d’ceuf de drosophile est composée de cellules de la lignée
germinale et de cellules somatiques, les cellules folliculaires [13]. Les
cellules germinales sont aux nombres de 16. Elles proviennent d’une
cellule germinale initiale qui se divise jusqu’au stade de 16 cellules.
Toutefois, ces divisions sont incompletes et les cellules restent tou-
jours connectées par un canal de forme annulaire, riche en actine. Une
de ces 16 cellules va devenir I"ovocyte, alors que les 15 autres cellules
deviendront des cellules nourriciéres. Au cours de la croissance de
la chambre d’ceuf, le contenu des cellules nourriciéres se transfere
dans I"ovocyte pour promouvoir sa croissance. Lors des premiers
stades du développement de la chambre d’ceuf, les cellules follicu-
laires entourent uniformément les cellules germinales en formant
un épithélium. Deux cellules folliculaires se différencient en cellules
polaires a I’extrémité antérieure ainsi qu'a Iextrémité postérieure
de la chambre d’ceuf. Les deux cellules polaires antérieures sécrétent
le ligand Unpaired', qui agit & distance et active la voie de signali-
sation JAK (Janus kinases)/Stat (signal transducer and activator of
transcription) dans les cellules environnantes. Quatre & huit de ces
cellules se différencient en cellules de bordure et se joignent alors aux
cellules polaires pour former le cluster de cellules de bordure [14]. Cet
ensemble de cellules se détache du reste de I’épithélium folliculaire,
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! On pourra se référer au site https://flybase.org/#searchbox pour la définition des génes de drosophile.
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Figure 1. A. Un gradient de ligands des RTK (en violet) se forme entre les cellules nourriciéres. Il active les RTK préférentiellement a I'avant du

cluster de cellules de bordure. B. La polarisation de la signalisation des RTK est transformée en une forte polarisation de Rac. Rac est actif dans

toutes les cellules, mais son activité est beaucoup plus importante dans la cellule leader qui forme alors une protrusion. C. La myosine Il induit une

contractilité a I'arriére du cluster, a la fois a la base et a la pointe de la protrusion dans la cellule leader. Ces contractilités propulsent le cluster
vers Iavant. PVR : PDGF/VEGF receptor, orthologue des récepteurs du PDGF (platelet-derived growth factor) et du VEGF (vascular endothelial

growth factor) ; EGFR : epithelial growth factor receptor.

tout en maintenant des jonctions adhérentes entre chaque cellule
grdce a la DE-cadhérine, I'orthologue de la cadhérine épithéliale,
qui permet également I'interaction avec les cellules nourricieres qui
entourent le cluster [15, 16]. Tout au long de la migration, les cellules
de bordure vont conserver une certaine polarité apico-basale héritée
de I’épithélium folliculaire. Cette polarité va se méler avec la polarité
induite par le processus de migration [17].

Les cellules de bordure migrent par chimiotaxie

Pour migrer directionnellement, le cluster est attiré par des signaux
émis par 'ovocyte. Ces signaux sont des ligands de récepteurs a acti-
vité tyrosine kinase (RTK), en particulier Pvfl, Spitz et Keren [18, 19].
Ces ligands diffusent entre les cellules nourriciéres pour atteindre
les cellules de bordure [20]. A la surface des cellules de bordure, ils
activent les récepteurs tyrosine kinase PVR (PDGF/VEGF receptor), I’or-
thologue des récepteurs du PDGF (platelet-derived growth factor) et
du VEGF (vascular endothelial growth factor), et de '€GFR (epithelial
growth factor receptor) [21,22]. Cela conduit a I'activation de la petite
GTPase Rac par des facteurs d’échange de guanine (GEF), tels que Vav,
qui se lie directement & PVR [23]. D’autres GEF (par exemple, le com-
plexe DOCK/ELMO ou Cdep [chondrocyte-derived ezrin-like domain-
containing protein]) sont aussi impliqués, mais leur mode d’activation
na pas été clairement caractérisé [24, 25]. Uactivation de Rac joue
plusieurs roles, le principal étant la formation de protrusions a I’avant
du groupe de cellules. Les protrusions sont contractiles et dynamiques,
grace a la présence de forces contractiles induite par la myosine 11, a
leur base et a leur extrémité [26-29]. Des extensions sont formées tout
autour du cluster, mais seules les protrusions a I"avant sont étendues
et relativement stables. Les autres extensions sont éphémeres et ne
semblent pas contribuer & la progression du groupe de cellules [26].
Curieusement, le rdle des protrusions formées a I’avant du groupe
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n’est pas clair. Des expériences d’optogénétique utili-
sant des formes activables et inactivables de Rac, ont
montré que la formation de protrusions est suffisante
pour guider la migration [30]. €lles semblent donc étre
capables de promouvoir le mouvement du cluster. Tou-
tefois, la contractilité des cellules suiveuses est aussi
importante pour la migration. Il a donc été proposé que
la seule fonction des protrusions est d’ouvrir un chemin
permettant la migration [26]. Quel que soit le rdle
des protrusions principales, il est donc crucial que ces
protrusions soient formées uniquement au moment et a
I’endroit opportuns.

Comment I'avant du cluster et le front de migration
sont-ils définis ? Les ligands des RTK sont sécrétés par
I’ovocyte et diffusent dans les espaces entre les cellules
nourricieres. Il a été démontré qu’ils sont effectivement
capables de diriger la migration : une source de ligands
ectopique, induite a une position latérale de la chambre
d’ceuf, est en effet suffisante pour rediriger le cluster
[18, 19]. Lespace entre les cellules nourriciéres étant
restreint, on peut imaginer qu’il se remplisse rapide-
ment de ligands. La fagon dont le gradient est maintenu
reste peu clair. Une hypothése qui expliquerait ce phé-
nomene est qu'un mécanisme actif, tel qu’'une endocy-
tose de ligand par les cellules nourriciéres, maintient
le gradient. Toutefois, @ notre connaissance, cela n’a
jamais été testé. Cependant, "agencement des cellules
nourriciéres est important et permet la formation de
protrusions de fagon préférentielle a certaines posi-
tions, en particulier a "avant du groupe [20].

Le cluster semble donc étre capable de détecter le gra-
dient de ligands et d’y répondre de telle maniére que
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Figure 2. Dans les cellules suiveuses (& gauche), les RTK sont endocytés et pré-
férentiellement envoyés dans la voie de dégradation lysosomale. Le recyclage
dans ces cellules est réduit (indiqué par un «x» rouge). Au contraire, dans
les cellules leaders, le transport des RTK dans les endosomes tardifs et les
lysosomes est faible, et le recyclage est favorisé. Les RTK eux-mémes agissent,

probablement de facon indirecte, sur la voie de recyclage (fleches jaunes).

les RTK actifs soient concentrés a I’avant du groupe de cellules et que
seules une ou deux cellules ménent la migration et forment des protru-
sions efficaces. Le gradient de ligands s’étend dans I’ensemble de la
chambre d’ceuf. Comme chaque cellule est fortement ancrée aux autres
par des jonctions adhérentes, leur surface, qui est a la périphérie du
cluster, est exposée a ces ligands. Cependant, les cellules suiveuses ne
réagissent pas comme les cellules leaders puisque "activité des RTK et
de Rac y est faible [30-34]. Ainsi, deux questions majeures se posent :
1) comment I’activité des RTK est-elle polarisée au niveau du groupe
de cellules pour diriger la migration ; et 2) quel mécanisme assure que
seule une ou deux cellules forment des protrusions.

Maintenance de 'activité RTK dans les cellules leaders

Les premiers éléments de réponses quant aux mécanismes maintenant
les RTK actifs a "avant du groupe de cellules ont été obtenus il y a prés
de vingt ans par le groupe de Pernille Rgrth, alors & I’EMBL (European
Molecular Biology Laboratory), Heidelberg, Allemagne. Ces auteurs ont
montré que I’endocytose était importante pour la polarisation des RTK
au niveau du cluster [33]. €n perturbant les voies d’endocytose, la
quantité de RTK actifs exprimés a la membrane des cellules augmente
tout autour du groupe. Le cluster ne peut alors plus se diriger car la
différence d’activité des RTK entre I’avant et I’arriére est insuffisante.
Ces résultats indiquent que I"endocytose contréle les niveaux de RTK
présents a la membrane plasmique, possiblement différemment dans
les cellules leaders. Ces expériences confirment donc I'importance
d’avoir un mécanisme actif pour maintenir les RTK a "avant du groupe.
Toutefois, elles n’ont pas permis de déterminer si le trafic des récep-
teurs eux-mémes est régulé par endocytose, et s’ils étaient préféren-
tiellement recyclés a la membrane plasmique dans les cellules leaders
ou préférentiellement dégradés dans les cellules suiveuses.

Des études ultérieures ont montré que le trafic des RTK est bel et
bien différent dans les cellules leaders, dans lesquelles les RTK sont
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efficacement recyclés a la membrane plasmique, alors
que dans les autres cellules, ils semblent étre préfé-
rentiellement dégradés [31, 34-36] (Figure 2), ce qui
modifie I’équilibre des RTK actifs en faveur des cellules
leaders. Les protéines qui ont été impliquées dans ce
mécanisme sont les petites GTPases Rab5 et Rabll [31],
leurs régulateurs, tels que leurs protéines activatrices
de GTPase (GAP) respectives Rn-Tre et Evi5 [35], le
facteur d’échange Sprint qui agit sur Rab5 [33], et le
complexe de I’exocyste, qui est un effecteur de Rabll
[31, 35, 36]. Notons que 'activité RTK pourrait avoir un
effet rétroactif sur ’endocytose en promouvant le recy-
clage, ce qui pourrait expliquer que le trafic des RTK est
différent dans les cellules leaders [36]. Comme la voie
d’endocytose, et le trafic vésiculaire en général, jouent
d’autres réles dans la migration des cellules de bordure
[29, 32, 37-39], il est difficile de déterminer leurs effets
spécifiques sur les RTK. Pour comprendre plus préci-
sément comment le trafic vésiculaire est régulé, des
cribles, dirigés sur les régulateurs du trafic vésiculaire,
ont été effectués. lls ont permis d’augmenter notre
compréhension de la régulation des GTPases Rab [35]
dans les cellules de bordure, et ont identifié des régu-
lateurs d’autres aspects de la migration de ces cellules
[38]. Il reste toutefois beaucoup de régulateurs du tra-
fic vésiculaire a caractériser dans les cellules de bor-
dure et dans d’autres types de migrations collectives.

Inhibition de la formation de protrusions
dans les cellules suiveuses

Méme si I'activité des RTK est concentrée a I'avant du
groupe, les autres cellules ne sont pas entiérement
dépourvues d’activité RTK. Mais alors, pourquoi ces
cellules ne forment-elles pas de protrusions robustes ?
Il semble qu’'un mécanisme permette d’identifier lors-
qu’une cellule possede une activité élevée de Rac. Cette
cellule devient alors une cellule leader qui transmet
cette information aux autres cellules. Elles deviennent
alors des cellules suiveuses et ne formeront plus de
protrusion. Ce phénomene a été mis en évidence grdce
a une utilisation élégante d’outils d’optogénétique
pour moduler I’activité de la GTPase Rac [30]. €n effet,
I’inhibition locale de Rac dans la cellule leader induit la
formation de protrusions ectopiques dans les cellules
suiveuses. Au contraire, 'activation par optogénétique
de Rac dans une cellule suiveuse transforme celle-ci en
nouvelle cellule leader. Cette cellule va alors interagir
avec les autres cellules du cluster afin qu’elles inhi-
bent leur capacité a former des protrusions, y compris
I’ancienne cellule leader qui cesse alors de former des
extensions [30].
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Comment le niveau d’activité de Rac est-il détecté ? Quels sont les
signaux qui inactivent Rac dans les cellules suiveuses, et comment
sont-ils transférés d’une cellule a 'autre ? Les réponses a toutes ces
questions sont peu claires, mais il semble qu’une structure supracel-
lulaire d’actine soit impliquée [32]. Cette structure est présente a
la périphérie du cluster et est rendue continue d’une cellule a 'autre
par les jonctions adhérentes qui relient les cellules de bordure entre
elles. Elle utiliserait la contractilité pour bloquer de nouvelles protru-
sions [15, 17, 29]. Cette structure est ancrée au cortex par la moésine
[32], une protéine de la famille des ERM (ezrine, radixine, moésine)
qui, lorsqu’elle est activée, lie a la fois I'actine filamenteuse et la
membrane plasmique. €n absence de 'activation de la moésine a la
périphérie du cluster, la structure supracellulaire d’actine ne peut pas
se former, et la coordination entre les cellules est perdue [29, 32]. €n
I’absence de moésine activée, toutes les cellules sont donc capables
d’activer Rac et de former des protrusions. La moésine est générale-
ment phosphorylée par des sérine/thréonine kinases de la famille des
Ste-20 kinases (sterile 20 protein). Chez la drosophile, alors que c’est
la Ste-20 kinase Slik qui agit habituellement sur la moésine [40, 41],
c’est une autre Ste-20 kinase, Misshapen, qui active la moésine dans
les cellules de bordure [29] (Figure 3).

Quel mécanisme inhibe-t-il activité de Rac pour éviter la formation
de protrusions dans les cellules suiveuses ? Les GTPases Rac et Rho
sont connues comme étant fréquemment antagonistes I’'une de "autre
(par exemple, voir [42-45]). Rho agit principalement sur la contracti-
lité de "actomyosine [46]. Dans le cadre de la migration des cellules
de bordure, cette contractilité est nécessaire pour que le cluster
se détache de I’épithélium de cellules folliculaires, pour contracter
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lules suiveuses reste inconnu.

arriere du groupe de cellules, et pour la dynamique
des protrusions [26, 29, 47]. Les défauts de I'activité de
contractilité, de la formation de protrusions par Rac et
de I'actine supracellulaire semblent souvent associés
[17, 26, 29]. Cela est d{i, en partie, au fait qu’en absence
de contractilité, les protrusions, méme mineures, ne
peuvent se contracter, ce qui conduit a un exces de
longues protrusions. La contractilité de actomyosine
est précisément controlée spatio-temporellement par
la phosphatase PP1 (protein phosphatase 1) [28], par
la protéine de polarité Parl [47], et par Arf6 et sa GAP,
Drongo [38]. Il est séduisant de penser que Rac et Rho
sont antagonistes dans les cellules suiveuses. Toute-
fois, la hiérarchisation de Rac et de Rho n’est pas aussi
triviale qu’anticipé, comme I’a démontré récemment le
groupe de Xiaobo Wang (CNRS UMR 5088 — université
de Toulouse, Centre de biologie intégrative). €n effet,
dans une étude récente [48], ces auteurs ont décrit
le fait que la contractilité Rho-dépendante requiert
un certain niveau d’activation de Rac dans les cellules
suiveuses pour promouvoir la polymérisation de fila-
ments d’actine. L'activité Rac n’est donc pas simple-
ment antagoniste a celle de Rho, et elle ne peut pas
étre entierement inhibée dans les cellules suiveuses
pour avoir une migration efficace. ldentifier ’ensemble
des régulateurs des GTPases Rho est donc capital pour
comprendre la régulation de la contractilité ainsi que la
formation des protrusions et leur dynamique.



Perspectives

La migration des cellules de bordure chez la drosophile est un modele
qui a permis d’identifier de nombreux mécanismes moléculaires régu-
lant la migration collective de cellules en cluster. Il s’agit d’'un modele
relativement simple, dans un organisme qui est facilement manipu-
lable génétiquement et qui est accessible a des analyses tres précises
d’imagerie, y compris en temps réel. Ce modele a révélé le haut degré
de complexité nécessaire a la régulation de la migration collective. A
coté des processus que nous avons décrits, 'implication d’autres voies
de signalisation a été mise en évidence dans des processus aussi divers
que la différenciation des cellules de bordure, la cinétique de leur
migration [49, 50], et "ancrage des cellules aprés leur migration [51].
Les découvertes réalisées chez la drosophile dans la migration des cel-
lules de bordure sont-elles pertinentes pour comprendre des processus
importants pour la santé humaine ? €n particulier, est-ce que les cas-
cades moléculaires utilisées chez la drosophile pourraient étre exploi-
tées pour cibler la migration des cellules cancéreuses allant former des
métastases ? La réponse est complexe. €n effet, de nombreuses migra-
tions de cellules cancéreuses ressemblent a la migration des cellules
de bordure : une migration en petit groupe, I'implication de récepteurs
tyrosine kinase, le maintien de contacts entre cellules, la hiérarchisation
entre cellules leaders et cellules suiveuses, le contrdle des GTPases de la
famille Rho et de la formation de protrusions [1, 6,7, 52, 53]. Il y a toute-
fois des différences. Par exemple, les cellules de bordure n’utilisent pas
d’adhérences focales. Il est donc difficile de généraliser, mais certaines
découvertes semblent néanmoins particulierement intéressantes. €n
particulier, I'implication de la kinase Misshapen dans la coordination des
cellules de bordure [29] pourrait révéler la fonction de ses orthologues
dans la progression de cancers spécifiques. €n effet, les trois ortholo-
gues humain de Misshapen, MAP4K4 (mitogen-activated protein kinase
kinase kinase kinase 4), MINKL (Misshapen like kinase 1) et TNIK (TRAF2
and NCK [non-catalytic region of tyrosine kinase] interacting kinase),
ont tous été reliés a la formation de métastases [54-59]. MAP4K4
semble jouer un rdle important dans diverses migrations, y compris des
migrations de cellules cancéreuses et des migrations collectives, comme
la migration de cellules endothéliales [60, 61]. Bloquer I'activité de
MAP4K4 pourrait avoir un double effet anti-métastatique en bloquant
a la fois la migration des cellules tumorales et la néovascularisation
nécessaire a la croissance de la tumeur. ¢

SUMMARY

I lead, follow me! How cells coordinate during collective migrations.
During development and wound healing, cells frequently move in a so-
called “collective cell migration” process. The same type of migration is
used by some cancer cells during metastasis formation. A powerful model
to study collective cell migration is the border cell cluster in Drosophila as
it allows the observation and manipulation of a collective cell migration
in its normal environment. This review describes the molecular machinery
used by the border cells to migrate directionally, focusing on the mecha-
nisms used to detect and reacts to chemoattractants, and to organise the
group in leader and follower cells. ¢
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