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(3TPases : visualisation spatio-temporelle
des réponses de Ras et Rap1

Un des réves du biologiste, visualiser
dans le temps et ’espace a I'intérieur
d’une cellule les réponses a une sti-
mulation extracellulaire, est-il en
passe de devenir réalité? Dans un
article récemment publié dans la
revue Nature [1], 'équipe de Mat-
suda nous permet de faire un pas de
plus pour nous rapprocher de la
compréhension de ces phénomeénes
extrémement complexes.

Les cellules répondent a de nom-
breux signaux extracellulaires (hor-
mones, facteurs de croissance, etc.)
par la production de seconds messa-
gers intracellulaires tels I’élévation de
la concentration intracellulaire en
AMPc ou en ions Ca? libres, ou 'acti-
vation des GTPases de la famille Ras,
protéines qui agissent comme des
interrupteurs moléculaires (voir
figure 1). Dans tous les cas, il en
résulte ’activation de voies effec-
trices en aval qui sont responsables
de la mise en ceuvre des réponses
biologiques a ces signaux. Depuis de
nombreuses années, on savait suivre
biochimiquement la production de
ces seconds messagers, ou encore,
plus récemment, la proportion des
GTPases de la famille Ras qui, sous
Iimpulsion du signal, adoptent une
conformation active liée au GTP.
Toutefois, ces méthodes biochi-
miques ne permettent qu’une
mesure globale de la cinétique de
réponse a la stimulation au sein de la
population cellulaire.

Afin de visualiser a I'intérieur d’une
cellule le déroulement des réponses
dans 'espace et dans le temps, on a
produit et introduit dans les cellules
vivantes des indicateurs fluorescents,
détectables au microscope, dont le
niveau de fluorescence varie avec

msssssm ['amplitude du phénomeéne a mesu-
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Figure 1. Représentation de la molécule hybride concue par Mochizuki et al.
pour visualiser dans les cellules par transfert de fluorescence I'activation des
GTPases Ras et Rap1. En haut, la molécule dans sa conformation inactive, en
bas dans sa conformation active, permettant le transfert de fluorescence.
YFP: yellow fluorescent protein; CFP: cyan fluorescent protein; les lon-
gueurs d’onde d’excitation et d’émission sont indiquées (nm).

rer. La technique de choix, dévelop-
pée en particulier par I'équipe de
Roger Tsien pour suivre la produc-
tion d’AMPc [2, 3] et d’ions Ca®**
libres [4, 5], a consisté a utiliser le
transfert de fluorescence (FRET ou
Sfluorescence resonnance energy transfer)
entre deux molécules proches por-
tant des fluorophores différents et
compatibles [6]. Lorsque le fluoro-
phore de plus basse longueur d’onde
est excité, il émet des photons qui
peuvent étre captés par un second
fluorophore de longueur d’onde
d’excitation correspondante, qui
émettra a son tour un signal fluores-
cent de longueur d’onde supérieure.

Un tel transfert de fluorescence n’est
possible que si les deux partenaires
sont en contact étroit, et permet
donc de mesurer leur interaction par
le rapport de la fluorescence de
transfert (FRET émis par le fluoro-
phore de longueur d’onde d’émis-
sion plus élevée) a la fluorescence
d’émission du fluorophore de lon-
gueur d’onde la plus faible. L utilisa-
tion de la GFP (green fluorescent pro-
tein), protéine spontanément
fluorescente de la méduse Aequorea
victoria, et de ses dérivés de couleurs
variées (cyan, jaune et bleu) a permis
de raffiner cette technique en
construisant de tels indicateurs de
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fluorescence codés génétiquement et
adressables a des localisations intra-
cellulaires spécifiques. Ces indica-
teurs résultent de la fusion entre une
protéine fluorescente bleue (BFP) ou
cyan (CFP) avec un premier parte-
naire, ainsi que de la fusion entre le
second partenaire et une protéine
fluorescente verte (GFP) ou jaune
(YFP) ; la co-expression, par transfec-
tion transitoire, des deux molécules
chimériques au sein d’'une méme cel-
lule permet le transfert de la fluores-
cence de la BFP ou de la CFP vers la
FGP ou la YFP lorsqu’elles sont en
contact.

De nombreux signaux extracellu-
laires convergent pour activer les
GTPases de la famille Ras via plu-
sieurs protéines régulatrices. Toute-
fois, si tant de signaux différents acti-
vent ces GTPases, on ne sait pas
comment elles aboutissent a la créa-
tion de réponses spécifiques a cha-
cun de ces signaux. Afin de suivre
dans le temps et I'espace 'activation
de deux GTPases proches, Ras et
Rapl, en réponse a la stimulation des
cellules par un mitogeéne, Mochizuki
et al. ont perfectionné cette tech-
nique de transfert de fluorescence.
IIs ont exprimé dans des cellules une
molécule hybride comprenant la
GTPase Ras ou Rapl, le domaine de
liaison a Ras et Rap de la protéine
Raf-1 (Raf-RBD) ainsi que deux pro-
téines fluorescentes, la CFP et la YFP
(figure 1). L’activation de la GTPase,
qui passe de ’état lié au GDP a I’état
lié au GTP, lui permet alors d’inter-
agir avec son effecteur le Raf-RBD, ce
qui a pour effet de rapprocher les
deux fluorophores provoquant ainsi
le transfert de fluorescence de la CFP
vers la YFP. Les auteurs ont enregis-
tré ces images sur des cellules
vivantes; la mesure normalisée des
intensités de FRET permet de visuali-
ser a 'intérieur de chaque cellule la
progression de l'activation de ces
GTPases en réponse a une stimula-
tion.

Comme on pouvait s’y attendre, la
GTPase Ras est activée a la membrane
plasmique quelques minutes apres la
stimulation de cellules fibroblastiques
COS par 'EGF (epidermal growth fac-
tor). La protéine activée se retrouve
ensuite a travers ’ensemble du cyto-
plasme, reflétant probablement
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Figure 2. La voie de transduction Rap1. Rap1 est activée par de nombreux
GEF en réponse a une grande diversité de signaux. Bien que plusieurs de ses
protéines effectrices soient connues, les effets physiologiques de I'activation
de Rap1 ne sont pas encore bien compris.

I’internalisation des complexes de
signalisation actifs. Dans les cellules
neuroendocrines différenciées PC-12,
l'activation de Ras par un agent diffé-
renciant, le NGF (nerve growth factor),
suit une cinétique comparable. Tou-
tefois, plusieurs heures apres la stimu-
lation, on retrouve la protéine Ras
activée a I'extrémité des neurites. Des
expériences de photo-décoloration
montrent qu’il ne s’agit pas de la
rétention de protéines Ras actives,
mais vraisemblablement de 1’activa-
tion continuelle de molécules Ras qui
oscillent entre conformation inactive
et active. En revanche, la protéine
Rapl, qui avait été localisée dans des
compartiments intracellulaires [7, 8],
est activée avec une cinétique compa-
rable a Ras dans la région périnu-
cléaire des cellules. Contrairement au
cas de Ras, il semble que I'activation
de Rapl nécessite la mise en jeu des
étapes précoces de l'endocytose [1,

9], ce qui pourrait permettre aux fac-
teurs d’échange activés d’atteindre
leur cible intracellulaire. I’activation
intracellulaire de Rapl pourrait éga-
lement résulter de I’action de
seconds messagers diffusibles tels les
ions Ca?" libres [10]. Cette étude
nous apprend donc que, en réponse
a un stimulus prolifératif, deux
GTPases proches, Ras et Rapl, sont
activées dans des régions bien délimi-
tées de la cellule et exclusives 'une
de lautre. De plus, leurs cinétiques
d’activation peuvent étre différentes,
notamment a I’extrémité des neurites
des cellules PC-12 stimulées par le
NGF.

Les études a présent classiques
d’interaction protéine-protéine per-
mettent de déchiffrer les circuits des
voies de transduction, en établissant
le cheminement, parfois complexe,
des signaux de molécule en molé-

cule. Les résultats présentés par s
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Mochizuki et al. [1] nous éclairent
sur la dimension spatio-temporelle
de la progression de ces signaux, et
suggerent que cet aspect de la signa-
lisation joue un role déterminant sur
la multiplicité et la spécificité des
réponses cellulaires a un signal
donné.
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EEE Les Druzes d’Israél et la P-
cadhérine. Une des nombreuses
formes d’hypotrichose observées
chez 'homme est associée a une
dystrophie maculaire qui évolue
vers une cécité précoce. Il s’agit de
IHJMD (pour hypotrichosis with juve-
nile macular dystrophy). Peu fré-
quente, son mode de transmission,
récessif autosomique, a été démon-
tré par le groupe d’Arnold Mun-
nich qui a pu étudier une fratrie
d’origine portugaise dont les
parents étaient originaires du
méme village [1]. Une équipe israé-
lienne vient de découvrir le géne en
cause grace a I’étude de quatre
grandes familles druzes vivant au
nord d’Israél (cette population
musulmane de rite initiatique
dérivé de I'Ismailisme est tres forte-
ment endogame) [2]. Apres avoir
situé le locus en 16q22.1, dans la
région ou se trouvent rassemblés les
génes codant pour les cadhérines,
ces chercheurs ont mis en évidence
la méme délétion, (981delG), dans
le gene CDH3 chez tous les malades.
Ce geéne code pour la P-cadhérine
(P car exprimée dans le placenta) et
la mutation doit entrainer la pro-
duction d’une protéine tronquée,
non fonctionnelle. Les cadhérines
sont des molécules d’adhérence,

constitutives des jonctions adhé-
rentes intercellulaires. Elles compor-
tent cinq domaines extracellulaires,
un domaine transmembranaire et
une courte terminaison intracellu-
laire qui interagit avec les filaments
d’actine par l'intermédiaire des
caténines (m/s 1999, n°1, p. 116-7).
Elles sont impliquées dans le déve-
loppement des poils et de la rétine,
mais seule la P-cadhérine est expri-
mée dans le follicule pileux, alors
que les E- et P-cadhérines sont pré-
sentes dans les cellules épithéliales.
Si la E-cadhérine peut partiellement
compenser la déficience de la P-cad-
hérine dans I’épiderme, ’absence
de cette derniéere dans les follicules
pileux aboutit a une alopécie par-
tielle et a des cheveux anormaux de
type pseudomoniléthrix (épaisseur
irréguliére avec renflements et
rétrécissements) et de type pili torti
(torsion a 180°). Dans la rétine, le
role de la P-cadhérine n’est pas
encore bien connu, mais I’examen
du fond d’ceil montre des cicatrices
atrophiques dans la macula, entou-
rées de zones de dégénérescence
pigmentaire. Par quel mécanisme la
perte de fonction de la P-cadhérine
peut-elle entrainer une atteinte des
follicules pileux et de I’épithélium
pigmentaire de la rétine? En

I’absence de son extrémité intracy-
toplasmique, perdue dans la pro-
téine tronquée, la fixation avec
I’actine du cytosquelette devient
impossible et doit inhiber I’action
de la B-caténine qui contréle la
morphogeneése des follicules pileux
[3]. Chez la souris adulte, le main-
tien de l'activité de la [-caténine
(controlée par un promoteur de
I’épiderme) entraine la formation
de nouveaux follicules (glandes
sébacées, papilles dermiques) et les
poils continuent a pousser [4]. Tou-
tefois, il ne serait pas judicieux de
choisir la souris comme modele ani-
mal de 'HJMD, car la perte de la P-
cadhérine n’entraine chez elle ni
hypotrichose, ni dystrophie macu-
laire [5].
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