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Coup d’ceil
sur les petites
GTPases Rho
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>Les premiers membres identifiés de la sous-
famille des petites GTPases Rho, soit RhoA, Racl
et Cdc42, ont fait 'objet d’intenses recherches
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répertoriés. Si nos connaissances sur ces autres ] .
domaine G commun aux GTPases de la superfamille Ras

GTPases Rho demeurent encore fragmentaires . . L .
g ’ d’environ 160 acides aminés qui agit comme interrupteur

leur étude nous confirme que chacune exerce une et temporisateur du signal selon qu’il lie un nucléotide
fonction spécifique rendant ainsi leur présence guanylique GTP ou GDP (Figure 2) [3]. Cependant, les

pratiquement indispensable au fonctionnement membres de la famille Rho se distinguent par la présence

normal d’un organisme. Dans cet article, nous d’une séquence insert de 12 acides aminés localisée
entre le cinquiéme feuillet B et la quatriéme hélice o

du domaine GTPase [4]. Le domaine G est, & I’exception

tentons de dresser un bref état de nos connais-
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) , des deux membres de la famille RhoBTB, le seul domaine
sein de la cellule 'ensemble des GTPases Rho. < . . 3
globulaire trouvé dans ces protéines.
Pour agir efficacement comme intermédiaire de la

transmission de I'information, la majorité des GTPases

Rho sont amarrées aux membranes par une attache
lipidique ajoutée de fagon post-traductionnelle a leur

Atrticle disponible sur le site h

Dans leur effort d’adaptation a leur environnement, les
cellules eucaryotes ont di se spécialiser et surtout se
doter d’outils pour exécuter a de faibles colits énergéti-
ques des processus biologiques complexes. La conserva-
tion du module GTPase chez les eucaryotes en constitue
un bel exemple. Un sous-groupe de petites protéines
G monomériques rassemblées sous le nom de superfa-
mille Ras compte chez I’humain plus de 150 membres
subdivisés en cing sous-familles principales (Arf, Rab,
Ran, Ras et Rho) ayant chacune son propre champ de
spécialisation (Tableau I).

Bien qu’elles contribuent de prées ou de loin a remplir une
gamme de fonctions dans la cellule, on reconnalt aux
GTPases Rho un réle prépondérant dans la polarisation
de structures cellulaires, la structuration de voies de
signalisation et Iorganisation du cytosquelette [1]. Chez
I’humain, on trouve 22 membres de cette famille codés
par 20 génes (Figure 1) [2]. Chaque membre comprend un
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extrémité carboxy-terminale selon qu’on y trouve ou
non une séquence de quatre acides aminés appelée
boite CAAX. Celle-ci est reconnue par la farnésyl-trans-
férase et/ou une géranylgéranyl-transférase selon
la nature des acides aminés composant le segment
(Tableau I1). Ces enzymes catalysent I’addition d’un
groupement isoprényl (farnésyl « F» ou géranylgéranyl
« GG » respectivement) sur la chafne latérale de la cys-
téine de la boite CAAX. Les acides aminés en aval de la
cystéine sont ensuite clivés et son groupement carboxyl
est méthylé. Qutre la présence de la bofte CAAX, une
région riche en résidus basiques (arginines et lysines),
située en amont du signal de prénylation, constitue
aussi une caractéristique des GTPases. Si la fonction de
cette région est de stabiliser la liaison des GTPases aux
membranes, elle peut aussi contribuer a lier certaines
protéines ou encore a agir comme signal de localisation
nucléaire (voir résumé dans [5]).

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2008242157
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Nombre
Sous- R ~ .
. de genes par Ré6le fonctionnel
famille .
sous-famille
Arf 27 Formation et trafic de vésicules
Rab 61 Trafic de vésicules
Ran 1 Transport nucléaire
Contréle de la prolifération
Ras 36 e L .
et différenciation cellulaire
Contréle de la prolifération
Rho 20

et morphologie cellulaire

Tableau I. Membres de la superfamille des petites GTPases Ras.

La majorité des publications ayant eu pour sujet les GTPases Rho ont
porté par le passé sur I’étude de Cdc42, Racl et RhoA. Les derniéres
années ont toutefois permis de mettre en lumiére le role distinct des
19 autres protéines de cette famille. Le tour d’horizon que propose cet
article a pour objectif de tenter d’exposer globalement les diverses

elles n"ont que de faibles demi-vies et leur expression
n’est augmentée qu’en réponse @ un stress cellulaire
ou a une stimulation par des facteurs de croissance,
particulierement au cours des phases Gl et S du cycle
cellulaire [10].

Racl, Rac2, Rac3 et RhoG

Racl, Rac? et Rac3 ont une similarité supérieure a 95 %
tandis que RhoG ne montre que 80 % de similitude.
Comme pour les membres de la sous-famille de RhoA,
ces protéines tirent leur principale distinction de leur
région basique carboxy-terminale (Tableau /). Elles
renferment des acides aminés leur permettant de lier de
fagon spécifique certaines protéines. Par exemple, bien
que Racl et Rac? lient toutes deux la kinase Pakl, Racl
est plus apte que Rac? & lier et a activer Pakl [11]. La
transmutation des régions basiques respectives des deux
GTPases annule la propriété des GTPases a lier Pakl.
Dans le méme ordre d’idée, la capacité de Rac3 a lier la

fonctions cellulaires attribuées jusqu’a maintenant a la
plupart de ces petites GTPases.

RhoA, RhoB et RhoC

Le groupe des trois membres de la famille Rho (RhoA,
RhoB et RhoC) s’'impose comme un exemple frappant
de divergence évolutive chez les mammiféeres. RhoA et
RhoC partagent entre elles une identité structurelle de
92 % et de 82 % avec RhoB. Chacune stimule la contrac-
tilité des filaments d’actine par la myosine lorsqu’on
I’exprime sous sa forme constitutivement active dans
des fibroblastes, ce qui suggere le recours aux mémes
effecteurs. Ces GTPases se distinguent entre elles tou-
tefois par la nature des acides aminés de leur extrémité
carboxy-terminale (Tableau /). €n conséquence, tandis
que RhoA et RhoC sont géranylgéranylées, RhoB voit sa
derniére cystéine alternativement modifiée par I'gjout
d’un « F» ou d’un « GG » [6], tout en étant palmitoylée
sur deux cystéines en amont du site de prénylation.

Si ’lhomologie de ces protéines est élevée, leur rdle
dans le cancer est variable. L'expression de RhoA ou
de RhoC s’intensifie dans plusieurs types de tumeurs
[7]. RhoA est aussi connue pour sa contribution a la
progression du cycle cellulaire. Sous sa forme liant
le GTP, elle bloque I'activation de p21"ef/CPl par Ras,
favorisant le passage du cycle de la phase Gl a la pha-
se S [8]. Inversement, le géne RhoB est percu comme un
suppresseur de tumeurs : son expression tend a décrof-
tre avec I’évolution de plusieurs types de tumeurs [9].
Si RhoA et RhoC sont exprimées de fagon ubiquitaire,
comme les formes protéique et ribonucléique de RhoB,
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Figure 1. Arbre phylogénique des GTPases de la famille Rho chez Homo sapiens.
Vingt génes codent des GTPases appartenant a la famille Rho. Dans ce lot, Racl,
RhoA et Cdc42 ont fait I'objet d’études pionniéres. Chacune de ces protéines
régule a sa fagon la dynamique du cytosquelette. 'activation de Racl entraine
la formation de longs feuillets nommés lamellipodes et aurait un réle central
dans la migration des cellules; I'activation de RhoA conduit au fagotage des
filaments d’actine en fibres de stress; Cdc4?2, sous sa forme active, est asso-
ciée a la formation de projections cellulaires constituées de filaments d’actine
appelés filopodes. Cette propriété se traduit biologiquement par un rdle dans
la polarisation de structures cellulaires comme la croissance des axones ou la
migration cellulaire (les GTPases de la famille Rho ont été alignées par Clustal W

et 'arbre réalisé avec Treeview).



protéine CIB (Calmodulin- and integrin-binding protein)
par I'intermédiaire de sa région carboxy-terminale n’est
pas une fonction dont peut s’affranchir Racl [12].

Bien qu’elles aient une grande similarité, les protéines
de ce groupe ont avant tout des patrons d’expression
distincts. Si Racl et Rac3 sont exprimées de fagon ubi-
quitaire, Rac?, elle, est restreinte aux tissus hémato-
poiétiques. 'absence de Rac? chez les souris provoque
d’ailleurs des troubles du développement du systeme
hématopoiétique [13]. Racl existe aussi sous une
forme alternative, Raclb, découverte a I'origine dans
des cellules cancéreuses [7]. Cette isoforme provient
d’un épissage alternatif qui produit une insertion de
19 acides aminés tout juste aprés la région « switch 2 »,

rendant Raclb constitutivement active. Rac3 pourrait également
contribuer a la formation de tumeurs. Par exemple, son activation
induit la prolifération de cellules cancéreuses du sein [7]. On ne
connaft pas de fonction du méme genre pour RhoG. Toutefois, sous sa
forme liant le GTP, elle active le complexe ELM0-Dockl180, entrainant
Pactivation de Racl [14]. On reconnait aussi une contribution de
RhoG aux mécanismes de phagocytose par les macrophages de cellules
apoptotiques [15].

Cdc42, TC10, TCL

TC10 et TCL sont les plus proches parents de Cdc4?2. Bien que toutes trois
partagent un bon nombre d’effecteurs communs et implicitement parta-
gent la capacité d’induire la formation de filopodes dans les fibroblas-

GTPases Séquence carboxy-terminale Prénylation Palmitoylation
Cdc42a -PPEPKKSRRCVLL! GG?

Cdc42b -PPETQPKRKCCIF GG

TC10 -PKKHTVKKRIGSRCINCCLIT F?3 oui
TCL -PKKKKKRCSEGHSCCSII F? oui ?
Wrehl -YSDTQQQPKKSKSRTPDKMKNLSKSWWKKYCCFV Non oui
Wrch2 -HKARLEKKLNAKGVRTLSRCRWKKFFCFV Non oui
Racl* -PPPVKKRKRKCLLL GG

Rac? -POPTRQQKRACSLL GG

Rac3 -PPPVKKPGKKCTVF GG

RhoG -PTPIKRGRSCILL GG

RhoA -ARRGKKKSGCLVL GG

RhoB -KRYGSQNGCINCCKVL GG/F oui
RhoC -VRKNKRRRGCPIL GG

Rndl -KPSPLPOKSPVRSLSKRLLHLPSRSELISSTFKKEKAKSCSIM F

Rnd? -RGHRQLRRTDSRRGMQRSAQLSGRPDRGNEGEIHKDRAKSCNLM F

Rnd3 -KTNKNVKRNKSQRATKRISHMPSRPELSAVATDLRKDKAKSCTVM F

RhoD -SRGRNFWRRITQGFCVVT F?

Rif -ALKKAQRQKKRRLCLLL GG?

RhoBTB1 Domaine GTPase en amino-terminal de la protéine Non

RhoBTB2 Domaine GTPase en amino-terminal de la protéine Non

RhoH/TTF -OARRRNRRRLFSINECKIF GG

Tableau Il. Caractéristiques majeures de la région carboxy-terminale des Rho GTPases.

'Résidus basiques (gras) ; cystéines prénylées (souligné) ; cystéines palmitoylées (italique).

GG : géranylgéranyl ; F: farnésyl. * Le point d’interrogation souligne I’absence d’une démonstration de la modification prédite.

* Les deux isoformes de Racl sont identiques au niveau de leur région carboxy-terminale.
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tes, ces GTPases comportent des ancres lipidiques distinctes. Si Cdc42
est strictement géranylgéranylée en son extrémité carboxy-terminale,
TC10 et TCL comprennent une boite CAAX potentiellement reconnue par
la farnésyl-transférase. De plus, deux cystéines additionnelles situées
dans la portion carboxy-terminale de TC10 et TCL agissent comme sites
de palmitoylation. Ces groupements lipidiques préviennent le retrait de
TC10 des membranes par le truchement de Rho-GDI-1 [16].

Comme pour Cdc42, on préte a ces protéines un réle dans la formation
et la régénération d’extensions neuronales. Des expériences menées
chez des rats ayant subi un endommagement des nerfs périphériques
[17] ou de la colonne vertébrale [18] montrent une augmentation de
I’expression de ’ARN messager de TC10 dans les neurones en régénéra-
tion. De plus, TC10 intervient dans le trafic du canal de glucose GLUT4.
Ala suite de la stimulation d’adipocytes par de Iinsuline, TC10 est
activée et favorise I'expression du canal de glucose GLUT4 a la mem-
brane par stimulation de son exocytose [19].

Figure 2. Caractéristiques structurales des GTPases de la famille Rho. Chaque

membre de la famille comporte une séquence « insert » de 12 acides aminés située
entre le 5¢ feuillet B et la 4¢ hélice o du domaine GTPase (cyan). Le positionnement
des régions Switch | et Switch Il (vert) est dépendant de la nature du guanosine
(rouge) lié par la GTPase. La majorité des GTPases Rho sont des commutateurs
moléculaires existant sous deux états, liant de fagon spécifique leurs partenaires
d’interaction selon qu’ils soient associés au guanosine-diphosphate (GDP) ou au
guanosine-triphosphate (GTP). Le rythme d’échange du GDP pour un GTP est accé-
léré par des facteurs d’échange de guanines (GEF) qui rendent les GTPases aptes
a lier plus efficacement leurs effecteurs. €n contrepartie, les GTPases pallient leur
capacité enzymatique réduite a hydrolyser le GTP en GDP par I'assistance entre
autre d’une arginine spécifique trouvée dans le site de liaison de protéines activa-
trices de GTPases (GAP). A I’exception de RhoBTB 1 et 2, le domaine G comporte une
modification lipidique & son extrémité carboxylée (magenta) précédée de résidus
a chaine latérale basique (bleu). La modification lipidique ne garantit pas la pré-
sence des GTPases dans la membrane. Les GTPases Rho se trouvent généralement
séquestrées dans le cytoplasme par des inhibiteurs de la dissociation du GDP (GDI)
qui dissimulent notamment la chaine lipidique des GTPases. Dans le cas présent,
Cdc4? lie le GDP et adopte une conformation lui permettant de lier RhoGDI (Protein
Data Bank 1D0A) (image réalisée avec UCSF Chimera).
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TCL differe de TC10 principalement par les séquences
adjacentes a son domaine GTPase. TCL intervient dans
le trafic de récepteurs membranaires ; elle est requise
pour le transport des protéines contenues dans les vési-
cules endocytiques vers les endosomes précoces avant
d’étre recyclées a la membrane [20]. Des protéines
chimériques de TC10 ou de Cdc42 munies de la séquence
carboxy-terminale de TCL sont également en mesure
d’accomplir cette fonction, suggérant ainsi que le
module GTPase de ces homologues soit interchangeable
et que cette fonction de TCL ne soit déterminée que par
la singularité de sa séquence carboxy-terminale [20].

Wrch-1 et Wrch-2

Wrch-1 et Wrch-2 sont des homologues plus distants de
Cdc42. Wrch-1 a été découvert au cours de travaux de
repérage des génes dont I’expression était augmentée
en réponse a I’activation de Frizzled par le facteur de
croissance Wnt-1. U'activation de cette voie importante
pour le développement embryonnaire favorise égale-
ment la formation de tumeurs. D’ailleurs, la surexpres-
sion de Wrch-1 ou d’une forme mutante active de Wrch-
1 dans des cellules épithéliales mammaires reproduit la
transformation de ces cellules par Wnt-1 [21]. Wrch-
2/Chp a aussi la propriété d’induire la transformation
de fibroblastes lorsqu’elle est surexprimée [22]. Wrch-1
et Wrch-2 se distinguent principalement de Cdc42 par
la présence sur I’extrémité amino-terminale d’une
séquence riche en prolines. Celle-ci permet a Wrch-1
de lier la protéine d’échafaudage Grb2 et d’étre activée
parelle [23]. Bien que Wrch-1 comporte aussi une bofte
CAAX, cette protéine n’est pas prénylée. Comme Wrch-
2/Chp, elle est uniquement palmitoylée [22], ce qui
confere a ces protéines une distribution intracellulaire
distincte de celle des autres GTPases Rho.

Rndl, Rnd2 et Rnd3

Les Rnd sont de proches parents des protéines de la
famille Rho et ont fait récemment I’objet d’une syn-
thése trés compléte [24]. Leur incapacité a lier le GDP
et a hydrolyser le GTP [25, 26] font en sorte qu’elles
lient de fagon constitutive le GTP et restent insensi-
bles a I"action de GEF ou de GAP. Elles se distinguent
également des autres membres de la famille par la
présence d’un groupement « F» et non d’'un «GG» a
leur extrémité carboxy-terminale [25]. Cette absence
d’un groupement « GG » leur permet d’échapper a la
séquestration cytoplasmique des RhoGDI et explique
qu’on retrouve ces protéines principalement localisées
aux membranes [25, 26].



Les Rnd agissent comme antagonistes des protéines
de la famille Rho. La surexpression de Rndl et de Rnd3
dans les fibroblastes amene ces cellules a perdre leurs
points d’ancrage et a s’arrondir [26]. Cette observation
correspond précisément au phénotype inverse de RhoA.
D’ailleurs, Rnd1 et Rnd3 lient et activent p190RhoGAP,
pour inactiver RhoA [27]. Rnd3 perturbe également
la signalisation de RhoA en liant et inhibant un de ses
effecteurs, la kinase ROCK [24]. ROCK phosphoryle a
son tour Rnd3 et contribue ainsi a augmenter sa demi-
vie protéique.

L'expression de Rnd3 est ubiquitaire; tel n'est pas le
cas de Rnd?2 qui réside uniquement dans les testicules
ni de Rnd1 principalement localisée, chez I'adulte, dans
le cerveau et le foie [26]. Rndl participe d’ailleurs a
la rétraction du c6ne de croissance d’un axone lorsque
celui-ci exprime le récepteur Plexine-Bl, une plexine
induisant la chimiorépulsion lorsqu’elle s’enchaine a
son substrat, la sémaphorine Sema-4D [28].

RhoD et Rif

Bien qu’elle présente peu d’homologie avec Cdc42 (40 %
de similarité), la protéine RhoD est tout aussi apte a
former des filopodes lorsqu’elle est surexprimée sous
sa forme liant constitutivement le GTP [29]. Le méme
mutant affecte également le transport des endosomes
précoces et leur fusion en endosomes tardifs. Toute-
fois, a la différence de Cdc42, RhoD n’agit pas sur les
effecteurs WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein)
et N-WASP, mais lie plutot hDia2C, une isoforme de la
formine hDia2 [30]. Comme hDia2, hDia2C lie, une fois
activée par la liaison d’une GTPase Rho, I'extrémité
positive d’un filament d’actine et permet son élonga-
tion. €n recrutant hDia2C aux endosomes, RhoD permet
I’alignement des endosomes sur les filaments d’actine
et exerce donc un role dans le trafic intracellulaire des
endosomes.

Le plus proche homologue de RhoD est Rif. Comme
RhoD et Cdc42, Rif induit de longs filopodes lorsqu’on
I’exprime sous une forme liant constitutivement le GTP
[31], et ce indépendamment de la présence de Cdc42
[29]. Rif active aussi mDia2, "orthologue de la formine
hDia2. On ignore toutefois quel rdle précis joue Rif dans
la cellule.

Rif et RhoD ne comportent pas d’éléments distinctifs dans
la région carboxy-terminale et sont isoprénylées comme
la plupart des autres GTPases Rho. Toutes deux cependant,
comparativement a Cdc42, comprennent une extension
d’environ 15 acides aminés dans la région amino-termi-
nale ; celle-ci pourrait jouer un réle dans la liaison d’acti-
vateurs et/ou d’inhibiteurs qui leur sont spécifiques.
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Famille de RhoBTB

Les génes de la famille RhoBTB ont été décelés lors d’une recherche
d’homologues de Rho chez Dictyostelium discoideum [32]. Les deux
membres trouvés chez I’humain sont dotés d’une organisation modu-
laire particuliere: celle-ci débute par un domaine GTPase suivi de
deux domaines BTB (Broad-Complex, Tramtrack et Bric-a-Brac) assez
courants dans certains facteurs de transcription. Les membres de la
famille RhoBTB ne comportent pas de signal de prénylation a I'extré-
mité carboxy-terminale, ce qui n’empéche pas RhoBTB1 et RhoBTB2/
DBC2 de cohabiter avec des structures vésiculaires [29]. La fonction
précise de ces protéines demeure inconnue ; une étude récente suggere
cependant que la variation du niveau d’expression de RhoBTB2/DBC2
peut avoir un effet sur I"expression de genes qui participent a la pro-
gression du cycle cellulaire, 'apoptose, ainsi que le trafic membranaire
et "organisation du cytosquelette [33]. A cet égard, RhoBTB serait un
géne suppresseur de tumeurs : il se trouve muté ou non exprimé dans
certains cas de cancer du sein [2]. Uexpression de RhoBTB a certains
stades du développement embryonnaire laisse supposer aussi que ce
geéne exercerait une action au cours du développement du systéme
nerveux [34].

RhoH/TTF

RhoH/TTF (translocation three four) a été originalement découverte
dans un transcrit chimérique provenant de la recombinaison entre les
chromosomes 3 et 4 décelée chez un patient atteint d’'un lymphome
non-hodgkinien [7]. Son expression est restreinte aux cellules héma-
topoiétiques ; comme pour les Rnd, elle lie de fagon constitutive le GTP
pour agir comme antagoniste des fonctions des autres GTPases Rho.
Dans le lymphocyte, son expression permet le maintien de la cellule
dans un état inactif en favorisant I"état d’adhésion des intégrines LFA-
1 aux molécules d’adhésion inter-cellulaires (ICAM) [35].

Conclusion

Les GTPases, en général, et les GTPases Rho, en particulier, illustrent de
facon probante la notion de plasticité moléculaire. La somme d’un faible
nombre de variations dans la séquence primaire de ces protéines suffit
a modifier 'usage que fait la cellule de celles-ci. La grande variabilité
des régions carboxy-terminales des GTPases Rho contribue en partie
a cette distinction. Le role précis de la plupart des membres de cette
famille reste cependant a déterminer. C’est pourquoi, il s’avéerera crucial
d’identifier au cours des prochaines années les régulateurs spécifiques
de chacune de ces GTPases Rho afin de mieux comprendre I'importance
de leur activation et le champ de leur fonction, compte tenu du déroule-
ment des processus biologiques dans lesquels elles sont engagées. ¢

SUMMARY

A brief overview of the small Rho GTPases

RhoA, Racl, and Cdc42, the founding members of the Rho subfamily of
small GTPases, have been the focus of many research studies since the
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first discovery of their primary roles in the reorganisation of the actin
cytoskeleton. Since then, it is clear that they are involved in a great
deal of cellular functions, including cell migration and adhesion, cell
growth control, and membrane trafficking. The complete sequencing of
the human genome has now highlighted a total of 20 genes encoding
Rho-like proteins. Little is known about their distinct cellular func-
tions, however, numerous studies are now beginning to unravel that
each of the Rho GTPase must play a specific role in the cell in a timely
and spatially regulated fashion. Here, we are presenting a brief over-
view of the distinct functional roles and similarities known to date for
each of the Rho members. ¢
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