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Des signaux
entrecroises

Dans tout un bouquet

de mini-syntheses et de nouvelles,
ce numéro de médecine/sciences
tllustre Pune des tendances fortes
des recherches actuelles

sur la transmission du signal :
la complexité, Uenchevétrement. ..
et une difficulté croissante

pour comprendre les bases

de la spécificité de Uaction

des signaux extracellulaires. C’est
ainsi que nous retrouvons des
agents familiers aux lecteurs

de m/s : le co-activateur CBP,
cible de Uinsuline et de ’AMP
cyclique, qui ont pourtant

des effets généralement opposés ;
les petites protéines de la famille
Rho, interconnectées avec les
voies de régulation par le stress
et par PAMP cyclique ; les MAP
kinases, impliquées dans, ou
modulées par, Uaction de tous
ces sytemes. Méme les voies

les plus classiques de stimulation
hormonale sont loin d’avoir
révélé tous leurs mysteres :
ceux-ci s’épaississent méme

en ce qui concerne insuline que
Pon trouve agir sur un nombre
croissant de voies sans que cela
débouche sur une vision
cohérente de son mode d’action.
Et, pour compliquer encore

les choses, la ou on connaissait
une hormone, telle la GHRH,

il y en a souvent plusieurs. Tout
se passe comme si les systemes
de transmission des signaux
pouvaient étre définis de facon
satisfaisante en périphérie

du systeme — par exemple les
actions hormonales — et non encore
en son cceur, siege d’un réseau
enchevétré d’interactions

et de réactions semblant encore
vaguement chaotiques a
Vobservateur. Il n’est pas sir
que la simple étude des réactions
élémentaires et des partenaires
suffise jamais pour comprendre
en détail les propriétés

de l’ensemble.
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Vers une compréhension
des fonctions effectrices
des petites protéines G
de la famille Rho
et de leur réle possible
dans le systeme immunitaire

Au cours des trois derniéres années,
médecine/sciences s’est fait 1’écho des
progres accomplis dans la compré-
hension des fonctions des protéines
de la famille Rho et de leur régula-
tion. Ces petites protéines G appar-
tiennent a la superfamille Ras et
comprennent actuellement une dou-
zaine de membres répartis en trois
groupes selon des criteres d’homolo-
gie structurale et fonctionnelle : Rho,
Rac et Cdc42 [1]. Les protéines de la
famille Rho reglent I’organisation du
cytosquelette d’actine [2, 3]. Cepen-
dant, 1I’année 1995 nous aura
apporté une somme remarquable de
nouvelles données, indiquant qu’au-
dela de ce role structurant du cyto-
squelette, les protéines Rho étaient
des maillons essentiels de la transmis-
sion des événements qui controlent
la transcription et la prolifération
cellulaire. La revue de Zalcman et al.
[4] permet de faire le point sur ces
progreés récents et les nouveaux
concepts qui en découlent, tout en
mesurant le chemin parcouru en
quelques mois. Mais nous ne sommes
pas encore au bout de la route, et
1996 s’annonce déja comme une tres
grande année, avec notamment la
publication de plusieurs articles
identifiant de nouvelles protéines
qui interagissent spécifiquement
avec la forme GTP de Rho et repré-
sentent des effecteurs potentiels de
ses effets biologiques.

Nouveaux effecteurs
des protéines Rho

Les petites protéines G peuvent
adopter deux conformations, selon
la nature du nucléotide guanylique
auquel elles sont momentanément
associées. Lorsqu’elles sont liées au
GDP, elles se trouvent sous une
conformation inactive. Elles peuvent
alors interagir avec leurs facteurs
d’échange, qui en libérant le GDP,
favorisent la liaison au GTP et le pas-
sage vers une conformation active.
Ce changement de conformation
permet l'interaction spécifique avec
des protéines dites effectrices qui
vont déclencher ou poursuivre la cas-
cade d’activation. La conformation
GTP permet aussi I'interaction avec
les protéines GAP (GTPase activating
protein), qui vont activer I’hydrolyse
du GTP et induire le retour vers un
état inactif. Il faut noter ici que la
frontiere entre protéines GAP et pro-
téines effectrices n’est pas toujours
tres claire, les deux fonctions pou-
vant étre théoriquement portées par
une méme molécule.

Depuis un peu plus de deux ans, de
nombreuses équipes se sont atta-
chées a identifier les fonctions
controlées par les protéines Rho et a
en caractériser les effecteurs molécu-
laires. Les méthodologies employées
ont fait appel au criblage de banques

d’expression par des protéines Rho s
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Tableau |

NOUVEAUX EFFECTEURS DES PETITES PROTEINES G
DE LA FAMILLE Rho

Effecteur Cdc42 Rac Rho Notes Réf.
Absence de consensus
p67 phox non oui non NADPH oxydase 34, 35
Ost non oui non Fonction inconnue (domaine DBL) 17
o/p Tubuline non oui non Elément du cytosquelette 18
PKC1*# non n.a. oui MAP-kinase et intégrité membranaire 14
Domaine de type CRIB
p65PAK oui oui non Activation de MEKK/JNK 7,8
STE*# oui n.a. non Réponse aux phéromones 8
WASP* oui oui non Syndrome de Wiskott-Aldrich 10, 22, 23
ACK oui non non Fonction inconnue (tyrosine kinase) 36
Domaine de type REM1
Rhotekin non non oui Fonction inconnue 12
PKN/PRK1* non non oui Fonction inconnue (apparentée a PKC) 11, 13
Rhophiline non non oui Fonction inconnue 11
Domaine de type REM2?
ROKa/B non n.d. oui Fonction inconnue (région DMK) 16
p160ROCK oui non oui Fonction inconnue (région DMK) 37
Citron non oui oui Fonction inconnue 15

Ne sont données ici que les protéines effectrices de Rho, Rac et Cdc42, les plus récemment identifiées. Détails et références concernant les effecteurs
précédemment décrits tels que phospholipase D et Pl-5kinase pour Rho, Pl-3kinase pour Cdc42, phospholipase A2 pour Rac seront trouvés dans la

revue de Zalcman et al. [4].

* Protéines initialement identifiées grace a leurs homologies de séquence.

# Saccharomices cerevisiae.

n.a.: non applicable, S. cerevisiae n’exprimant pas Rac.

n.d.: non déterminé.

radiomarquées, a la purification de
protéines en s’appuyant sur leur
capacité de reconnaitre la forme
GTP de ces protéines, ou au systeme
du double hybride, utilisant comme
appat des protéines Rho bloquées en
conformation GTP par une mutation
ponctuelle [5].

A T'instar de Ras qui, sous sa confor-
mation GTP, interagit avec la
sérine/thréonine kinase Raf et la
recrute a la membrane, ce qui
conduit a son activation [6], il a été
montré que Cdc42 et Rac reconnais-
sent et activent une famille de sérine
kinases dénommées p65PAK, homo-
logues du produit du géne STE20 qui
controle la réponse aux phéromones
chez S. cerevisiae [7, 8]. p65PAK serait
impliquée dans une voie qui, passant
par MEKK (MAPkinase/extracellular
signal-regulated kinase/kinase/kinase),
conduirait a l'activation de JNK (¢

s [un N-terminal kinase) et donc, via
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Jun, pourrait régler la transcription
de certains genes [9]. Cependant, les
articles publiés au cours de ces der-
niers mois ont montré que, comme
Ras, chacune des protéines de la
famille Rho pouvait, sous sa forme
GTP, interagir avec plusieurs pro-
téines, dites effectrices, méme si
leurs fonctions ne sont pour la plu-
part pas encore décrites. Le
Tableau I propose un début de classi-
fication de ces nouveaux effecteurs,
fondé sur leur mode d’interaction et
leur spécificité. Rac et Cdc42 parta-
gent un certain nombre d’effecteurs
qui contiennent un domaine CRIB
(Cdc42/Rac interactive binding [10]).
La recherche systématique dans les
banques de données de protéines
possédant un domaine CRIB, ou
homologue, fait apparaitre vingt-cinq
séquences correspondant a des effec-
teurs potentiels, ce qui, compte tenu
de notre connaissance encore limi-

tée des génomes eucaryotes, suggere
qu’il en existe bien davantage. Par
ailleurs, certaines de ces protéines
contenant un domaine CRIB poten-
tiel n’interagissent avec aucune pro-
téine Rho connue a ce jour, ce qui,
la aussi, suggere I'existence de pro-
téines Rho qui restent a identifier, et
trois nouveaux genes Rho sont en fait
en cours de caractérisation (P. Char-
din, communication personnelle).
Le domaine d’interaction avec Rho,
REMI (Rho effector motif) est présent
dans la région aminoterminale de
deux effecteurs, Rhophilin et Rhote-
kin, de fonction encore inconnue, et
dans celle d’une nouvelle kinase,
PKN ou PRK, apparentée par son
domaine catalytique a la famille des
PKC [11-13]. 11 faut d’ailleurs noter
ici que, chez S. cerevisiae, PKC1 est un
effecteur direct de Rho qui controle-
rait la voie MAP kinase, mais aussi
I'intégrité membranaire [14]. Un
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domaine provisoirement dénommé
REM2 définit une deuxiéme sous-
famille d’effecteurs de Rho qui sont
des protéines de haut poids molécu-
laire comportant plusieurs motifs
intéressants, notamment une région
homologue du domaine catalytique
de la kinase DMK (myotonic dystrophy
kinase), un domaine PH (Plekstrin
homology), une région en doigt de
zinc et, pour 'une d’entre elles, une
région a glissiere de leucines (leucine
zipper) [15]. Le caractére fonctionnel
de ce domaine REM2 sera cependant
plus difficile a analyser dans la
mesure ou il est proche d’une
importante région structurée en
hélices a. interagissant les unes avec
les autres (interaction de type coiled-
coil). Dans ce sous-groupe, la sérine/
thréonine kinase ROK est activée par
Rho-GTP qui la recrute a la mem-
brane plasmique, indiquant que la
localisation des protéines Rho et de
leurs effecteurs au niveau de la mem-
brane pourrait jouer un roéle fonc-
tionnel essentiel, comme discuté plus
loin [16]. Enfin, un dernier groupe
d’effecteurs de Rac ou Rho, connus
depuis quelque temps (p67phox) ou
identifiés plus récemment, ne
contiennent pas d’élément remar-
quable dans leur domaine d’interac-
tion. L’oncogene Ost, isolé a partir
d’une lignée d’ostéosarcome,
contient dans sa région carboxyter-
minale un domaine d’échange Dbl,
actif sur Rho et Cdc42 et, en amino-
terminal, une région (non-CRIB)
d’interaction avec la forme GTP de
Rac [17]. Bien que la fonction de
Ost ne soit pas encore clairement
établie, une telle molécule bi-fonc-
tionnelle pourrait rendre compte de
la cascade d’activation Cdc42 > Rac >
Rho. Enfin Rac-GTP est capable de
lier la tubuline de facon spécifique,
mais le role de cette interaction dans
I'organisation ou la polarisation du
cytosquelette reste a démontrer [18].
I1 est important de noter ici que nos
connaissances sur ces protéines nou-
vellement décrites sont encore par-
cellaires, et si la plupart d’entre elles
possedent les propriétés théoriques
d’un effecteur (interaction in wvitro
ou en systeme double hybride avec la
forme active, liée au GTP, des pro-
téines Rho), il faudra pour com-
prendre leur role physiologique
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Figure 1. Régulation de RhoA par phosphorylation et relocalisation. Les pro-
téines Rho sont présentes dans le cytosol sous une forme majoritairement
chargée en GDP et complexée & GDI. L’activation cellulaire dissocie le com-
plexe Rho/GDI et stimule I'entrée de GTP sur Rho qui, sous cette conforma-
tion active, va interagir avec ses protéines effectrices. La fonction se termine
normalement par I’hydrolyse du GTP et Rho, en conformation inactive,
retourne dans le cytosol, transportée par GDI. La phosphorylation de Rho par
la PKA permet a GDI de s’associer avec une forte affinité a la forme Rho-GTP
phosphorylée, dissociant ainsi le complexe GTPase/effecteur et extrayant
Rho de la membrane. Ce schéma propose donc une régulation alternative de
la fonction de Rho, indépendante de I'hydrolyse du GTP, et susceptible de
s’appliquer a d’autres petites protéines G de la famille Ras.

identifier les fonctions cellulaires
qu’elles controlent précisément.

Quel roéle pour les protéines Rho
dans le lymphocyte ?

Comme les protéines de la famille
Rho elles-mémes, leurs effecteurs
sont d’une facon générale assez ubi-
quitaires dans leur expression, et les
fonctions qu’ils controlent sont vrai-
semblablement essentielles pour tous
les types cellulaires. Il n’y avait donc
a priori aucune bonne raison de se
demander si les protéines Rho avaient
des fonctions spécifiques dans les cel-
lules du systéme immunitaire. En
revanche, on pouvait envisager

qu’elles participent a certaines des
fonctions spécialisées des cellules de
ce systéme, et nous nous sommes
intéressés au role possible de Rho
dans la cytotoxicité a médiation cel-
lulaire. L’inhibition fonctionnelle de
Rho, obtenue en présence de I'exoen-
zyme C3 de C. botulinum, dans des
cellules cytotoxiques natural killer, ou
dans des lymphocytes T allogé-
niques, bloque leur fonction [19]. Le
mécanisme de cette inhibition n’est
pas encore completement élucidé,
mais la désorganisation du cytosque-
lette induite par ’exoenzyme C3,
pourrait étre responsable du blocage
de I’exocytose polarisée des granules

cytotoxiques, et/ou d’une diminu- m—
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tion de l’affinité des molécules
d’adhérence de type intégrines, qui
permettent la formation des conju-
gués entre les lymphocytes cyto-
toxiques et leurs cibles [20]. I a
d’ailleurs été montré que Rho, via
son effet sur le cytosquelette, modi-
fiait I'adhérence intercellulaire des
lymphocytes B en affectant I’affinité
de LFA-1, une protéine membra-
naire associée au cytosquelette [21].
Par ailleurs, Stowers et al. (Cam-
bridge, MA, USA) ont récemment
montré que Cdc42 réglait la polarisa-
tion du cytosquelette d’actine et des
microtubules, dans les lymphocytes T
confrontés a une cellule présentant
l’antigene, et jouait de ce fait un role
sans doute important dans une fonc-
tion particulierement essentielle du
systéme immunitaire [22]. Une
confirmation éclatante de ce role
présumé de Cdc42, a récemment été
apportée par la découverte que la
protéine WASP, dont les mutations
sont responsables du syndrome de
Wiskott-Aldrich, un déficit immuni-
taire sévere, était en fait un effecteur
de Cdc42 (m/s n° 10, vol. 12, p. 1173)
[23]. Le roéle direct de WASP dans la
polymérisation de I’actine induite
par Cdc42 rend probablement
compte de la majorité des anomalies
fonctionnelles des lymphocytes, asso-
ciées au syndrome de Wiskott-
Aldrich, ainsi que de la thrombopé-
nie qui serait due a un défaut de
fragmentation des mégacaryocytes
[24]. Cdc42 pourrait ainsi controler,
probablement de facon indépen-
dante, d’une part, I'organisation du
cytosquelette via WASP et, d’autre
part, des événements nucléaires via
p65PAK et la voie Jun kinase. Sans
doute I'implication de ces protéines
dans le systeme immunitaire, ou plus
largement dans la lignée hémato-
poiétique, n’en restera pas la: en
effet, outre I'expression spécifique
de Rac2 dans ces cellules et son réle
dans le controle de la NADPH oxy-
dase, les lymphocytes produisent
aussi une isoforme particuliére de
GDI, Ly-GDI (lymphocyte — GDP disso-
ciation inhibitor), ainsi qu’une Rho-
GAP spécifique, qui pourraient peut-
étre répondre dans ces cellules a des
voies de stimulation particuliéres
controlant 'activation des protéines

Rho [25, 26].

Régulation de la localisation
intracellulaire de Rho

La co-localisation d’une protéine G
et de ses facteurs d’échange est
essentielle a son activation, mais sa
proximité avec ses effecteurs est, de
la méme facon, requise pour sa fonc-
tion. Dans le modéle de Ras, qui
siege a la membrane plasmique, la
stimulation des récepteurs a activité
tyrosine kinase conduit au recrute-
ment du complexe Grb2-SOS a la
membrane. SOS, le facteur d’échange
de Ras, active Ras, et Ras-GTP induit
la translocation et I’activation de Raf
[6]. Les protéines Rho, mais aussi les
protéines Rab, membres de la troi-
sieme branche importante de la
superfamille Ras, sont, a I’état quies-
cent, maintenues sous forme soluble
dans le cytosol par les protéines GDI.
Ces dernicres sont sans doute mal
nommées puisque, mémes si elles
empéchent la dissociation du GDP,
leur fonction principale semble étre
de controler la localisation cellulaire
des petites protéines G [27, 28]. Les
événements qui reglent la dissocia-
tion des complexes Rho/GDI sont
mal connus, mais lorsque les pro-
téines Rho se chargent en GTP, elles
se déplacent a la membrane ou on
les retrouve libres de GDI. Elles vont
alors interagir avec leurs effecteurs,
qui dans cette hypothése seraient
membranaires, et/ou avec leurs
GAP, hydrolyser le GTP en GDP et
étre a nouveau extraites de la mem-
brane par GDIL

Nous avons récemment montré que
dans les lymphocytes cytotoxiques un
événement de phosphorylation,
induit par la protéine kinase dépen-
dante de ’AMP cyclique (PKA),
induisait le déplacement du petit
pool membranaire de RhoA (moins
de 2% des protéines RhoA de la cel-
lule) vers le cytosol [29]. RhoA est
directement phosphorylée sur un
résidu sérine (en position 188),
proche de I'extrémité carboxytermi-
nale qui porte la chaine d’acide gras
(géranyl-géranyl) responsable de
I’ancrage membranaire. Cette phos-
phorylation augmente I’affinité de
GDI pour la forme GTP de Rho.
Ainsi, dans ces conditions, GDI
devient capable d’interagir avec Rho-
GTP et de I’extraire de la membrane

sous une forme encore active, indé-
pendamment de I’hydrolyse du GTP.
Rho se trouve alors séparé de ses
effecteurs, ce qui conduit a une inter-
ruption du signal transmis par Rho-
GTP (figure 1). Les agents qui
induisent une augmentation de la
concentration intracellulaire d’AMP
cyclique, et activent la PKA, étaient
connus depuis longtemps comme des
modulateurs puissants de la fonction
cytotoxique [30]. Il est possible que
la phosphorylation/translocation de
RhoA, qui est transitoire, regle le
recyclage des lymphocytes cytoto-
xiques. Ce recyclage implique en
effet, d'une part, que la cellule tueuse
soit capable de moduler laffinité de
ses molécules d’adhérence pour se
séparer d’une cible morte et que, dans
le méme temps, elle ait bloqué I’exo-
cytose de ses granules cytotoxiques
pour conserver une partie de son
potentiel lytique vis-a-vis de sa pro-
chaine victime; il a été montré que
ces phénomeénes s’accompagnaient
de variations de la concentration
intracellulaire d’AMP cyclique [31].
RhoA n’est cependant pas la seule
petite protéine G susceptible d’étre
phosphorylée. En effet, RaplA,
RaplB et Rad sont aussi des substrats
de la PKA. Rab3B, Rab6 et Rab8 sont
phosphorylées en réponse a la
thrombine par une kinase non iden-
tifiée et Rabl et Rab4 le sont par
342 au cours du cycle cellulaire
[32, 33]. Dans tous ces cas, la phos-
phorylation a lieu sur un résidu
sérine homologue de la sérine 188
de RhoA, proche de l'extrémité
carboxyterminale et, lorsque cela a
été étudié, cette phosphorylation
conduit a2 un changement de locali-
sation de la petite protéine G, sans
doute relayé par les protéines GDI.
Selon ce modeéle, 'activation d’une
petite protéine G pourrait ne pas
conduire inéluctablement au signal
attendu, accompagné de I’hydrolyse
du GTP, mais pourrait étre inter-
rompue par l'intervention de GDI
qui, aprés un événement de phos-
phorylation, retirerait la petite pro-
téine G de la proximité de sa cible
effectrice m

J. Bertoglio.
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