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Signaux 
et contrôles 

Les protéines G, grandes et petites, 
sont les partenaires essentiels 
de la transmission des signaux 
à l'intérieur des cellules dont elles 
règlent pratiquement toutes 
les fonctions. Les petites protéines G 
de la famille Rlw jouent ainsi 
un rôle déterminant dans le contrôle 
de la réorganisation du cytosquelette 
d'actine. Elles agissent les unes sur 
les autres, en cascade, et collaborent 
avec de nombreux partenaires 
auxquels elles se lient par des 
domaines protéiques conservés, 
en un système dont nous avons dijà 
souligné la complexité. Les formes 
activées sont ramenées à la 
quiescence grâce à des cofacteurs 
stimulant leur activité GTPasique 
intrinsèque. Contrairement à ce que 
l'on pensait, la désensibilisation 
des grandes protéines G trimériques 
obéit au même mécanisme : elles 
aussi possèdent leurs activateurs 
d'activité GTPasique. Les petites 
protéines G activées semblent 
véhiculer la kinase Raf à la 
membrane, conduisant à sa 
dimérisation par interaction avec 
un partenaire divalent : c 'est cette 
dimérisation qui pourrait expliquer 
l'activation de Raf, et donc la 
poursuite de la transmission 
du signal, notamment vers la 
machinerie transcriptionnelle. Cette 
dernière est contrôlée par d'autres 
systèmes de kinases, notamment celles 
dépendantes de l'AMP cyclique dont 
la synthèse peut être réglée au cours 
du cycle nycthéméral. Enfin, les 
hormones stéroïdes, comme les autres 
ligands de la supeifamille des 
récepteurs nucléaires, sont un moyen 
plus direct de coupler transcription 
et signaux extracellulaires. . .  ce qui 
n 'exclut pas un degré insoupçonné 
de complexité dont témoignent les 
modes multiples d'action 
des œstrogènes. Les récepteurs 
nucléaires jouent aussi un rôle, 
peut-être essentiel, en couplant 
le métabolisme intermédiaire 
et les régulations transcriptionnelles. 
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Dissection moléculaire 
des signalétiques induites 

par Rac et Cdc42 

Depuis quelques années, les petites 
protéines G de la famille Rho, sous­
groupe de la vaste famille des pro­
téines Ras, sont le centre d'intérêt de 
plusieurs équipes  de r e c h e rc h e  
œuvrant dans l a  biologie cellulaire et 
moléculaire. Ce n'est pas sans raison 
car ces petites protéines G occupent 
une place primordiale dans plusieurs 
fonctions cellulaires chez les mammi­
fères (m/s no 7, vol. 1 1, p. 1045) [ l , 2 ] .  
I l  a été démontré que Rho, Rac et 
Cdc42 jouent un rôle important dans 
la réorganisation du cytosquelette 
d'actine en contrôlant la formation 
de plaques d'adhérence et de trois 
structures d'actine impliquées dans 
les processus de migration et d'adhé­
rence cellulaires . Ainsi, des expé­
riences de micro-injection des formes 
activées de Cdc42, Rac et Rho dans 
des fibroblastes de souris ont montré 
que Cdc42 induit la formation de 
filopodes ou microspicules, longues 
et fines extensions de la membrane 
plasmique constituées de filaments 
d ' actine polymérisée [ 3 ,  4 ] . Rac 
induit rapidement la polymérisation 
de l'actine à la membrane plasmique, 
provoquant le repliement de la mem­
brane sur elle-même (ru!Jles) [5]  et, fi­
nalement, Rho entraîne en quelques 
minutes la formation de fibres de 
tension (stress Jibers) traversant de part 
et d'autre la cellule [6] . De plus, il 
existe une h i é rarch i e  e ntre ces  
peti tes protéines G de sorte que 
Cdc42 conduit à l 'activation de Rac 
qui, à son tour, induit l'activation de 
Rh o. 

Contrôle de la prolifération 
cellulaire 

Les GTPases de la famille Rho affec­
tent non seulement la morphologie 
de la cellule mais elles semblent éga-

lement jouer un rôle important dans 
le contrôle de la prolifération cellu­
laire, tout particulièrement dans la 
phase Cl du cycle cellulaire. De plus, 
Rac contrôle une voie de transmis­
sion du signal essentielle à la trans­
formation cellulaire induite par Ras 
(figure 1) et participerait également 
aux mécanismes d'activation du déve­
loppement métastasique [7 ,  8 ] .  Il 
semble aussi évident que Rho, Rac et 
Cdc42 contrôlent des voies de trans­
mission du signal impliquées dans le 
c o n trôle de la transcription des 
gè n e s .  En effe t ,  de n o m breux 
groupes ont démontré que Rac et 
Cdc42 activent la cascade de pro­
té ines  k inases de la fam i l l e  
JNK/SAPK (c-jun N-terminal kinase ou 
stress-activated protein kinase) (m/s no 3, 
vol. 1 1, p. 467) ainsi que celle de la 
famille p38/HOG MAP (mitogene-acti­
vated protein) kinase. De même, l'acti­
vation du facteur de transcription 
SRF (serum response factor) est contrô­
lée à la fois par Rho, Rac et Cdc42 
[9] . Les mécanismes biochimiques 
impliqués dans ces voies de transmis­
sion du signal sont toujours aussi peu 
connus à ce jour.  Notamment,  il  
reste à savoir si les signaux condui­
sant à la réorganisation du cytosque­
lette d'actine et à la formation des 
plaques d'adhérence sont différents 
de ceux impliqués dans le contrôle 
de la prolifération cellulaire, ou s'ils 
se recoupent. Ainsi, l ' identification 
des partenaires des petites G dans la 
transmission de ces signaux a été 
l 'objet de beaucoup de recherches 
au cours de ces dernières années. 

Voies de transmission du signal 

Ce n'est qu'en 1 996 que les équipes 
de S. Narumiya et de K. Kaibuchi 
Uapo n )  o n t  iden tifié u n  grand 
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Figure 1 .  Effets des substitutions Y40C et F37A dans l'activation des voies de 
transmission du signal relayées par Rac et Cdc42. Lorsque Cdc42L6 7  et 
RacL67 (Cdc42* et Rac*), formes constitutivement actives de Cdc42 et de Rac, 
renferment la substitution Y40C, elles induisent respectivement les fi/apodes 
et lamellipodes, les plaques d'adhérence et la synthèse d'ADN dans des fibro­
blastes de souris carencés en sérum. De même, ces mutants activent la cas­
cade des GTPases. En revanche, ces mutants Y40C ne peuvent pas stimuler 
l'activité kinase de p65PAK et la cascade JNKJSAPK. La substitution F37A dans 
Cdc42L6 7  ne bloque que l'activation de la cascade des GTPases tandis que 
RacL6 7, renfermant la substitution F37A, ne peut induire ni lamellipodes, ni 
plaques d'adhérence, ni synthèse d'ADN, ni activer Rho dans les fibroblastes 
de souris. Cependant, ce mutant peut activer p6sPAK et la cascade JNKJSAPK. 
JNK 7 : c-jun N-terminal  kinase 1 .  Trait avec pointe de flèche : activation ;  trait 
barré : inhibition ;  ligne pointillée : activation des voies de signalisation. 

nombre de cibles potentielles de Rho 
incluant deux protéines Ser /Thr 
k i n ase ,  la proté i n e  k inase N et 
p 1 60llOCK [2] . Il s 'avère que, entre nos 
mains, p 1 60110cK interagit également 
in vitro avec la forme activée de Rac, 
liée au GTP, aussi bien qu'avec celle 
de Rho [ 1 0] .  Nous avons aussi mon­
tré que Rac c o n trôle l ' a c tivité 
NADPH oxydase dans les cellules 
phagocytaires par son interaction 
directe avec p67PHox

. une protéine 
cytoplasmique appartenant à ce com­
plexe enzymatique (m/s n° 7, vol. 1 1, 
p. 1 039). De plus, une famille de pro­
té ines  renfermant  l a  séquence  
consensus CRIB (Cdc42/Rac interac­
tive binding) a récemment été décrite 
par notre groupe. Cette famille com­
prend les protéines Ser /Thr kinase 
p65PAK et Tyr kinase p 1 20ACK (d'abord 
identifiées par le groupe de L. Lim, 
Singapour) ,  de même que le produit 
du gène du syndrome humain de 
Wiskott-Aldrich, la protéine WASp 
(m/s no 10, vol. 12, p. 1 1 73) [ 1 1 ] .  
Nous avons cherché à définir le rôle 
de ces cibles potentielles dans les 
voies de transmission des signaux 

---• relayés par Rac et Cdc42 en introdui-

sant des mutations sélectives dans les 
régions effectrices de RacL6 1  e t  
Cdc42L61 ,  des formes activées de ces 
GTPases (le remplacement en posi­
tion 61 d'une glutamine par une leu­
cine les rend constitutivement acti­
vées par le GTP) [ 1 0 ] .  Cette 
approche, en effet, s'était déjà avérée 
très fructueuse dans la dissection 
moléculaire des voies de transmission 
du signal contrôlé par Ras [ 1 2 ] .  
Ainsi, nous démontrons clairement 
que la mutation Y40C dans RacL61 et 
Cdc42L61 bloque l ' interaction de ces 
GTPases avec les protéines CRIB 
telles que p65PAK et WASp. Cepen­
dant, ce remplacement n 'affecte pas 
la liaison de RacL61 avec p67PHox ou 
p 160110cK. En accord avec ces résultats 
de liaison, les mutants RacL61C40 et 
Cdc42L61 C40 (renfermant la muta­
tion Y40C) sont incapables de stimu­
ler in vivo l 'activité Ser /Thr kinase de 
p65PAK lorsqu'ils sont co-transfectés 
dans les cellules COS- 1 .  En outre, 
cette substitution empêche RacL61  et 
Cdc42L61 d 'ac tiver la cascade de 
kinases de type JNK/SAPK. Ces résul­
tats sont en accord avec ceux des 
groupes de ] .  Chant (Cambridge, 
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MA, USA) et de R. Cerione ( Ithaca, 
NY, USA) qui ont suggéré que l 'acti­
vation de cette voie des MAP kinases 
par Rac et Cdc42 serait relayée par 
p651'AK. 

Contrôle de la réorganisation du 
cytosquelette 

Malgré leur incapacité de stimuler 
l ' ac tivi té p65PA K  e t  la  cascade 
JNK/SAPK, les mutants Y40C indui­
sent la réorganisation du cytosque­
lette d 'ac tine ( Rac : lamellipodes ; 
Cdc42 : filopodes) et la formation de 
plaques d 'adhérence après micro­
injection dans des fibroblastes de 
souris. Ainsi, nous mettons en évi­
dence que l ' interaction de Rac et 
Cdc42 avec les protéines CRIB telle 
que p65PAK n'est pas requise dans les 
voies  de transmiss ion du s ignal  
conduisant à la  réorganisation du 
cytosquelette d'actine et  à la  forma­
tion des plaques d'adhérence. D'un 
autre côté, la substitution Phe37 ---+ 
AJa (F37A) dans RacL61 et Cdc42L61 
n ' affe c te pas la l i aison de ces  
GTPases avec p65PAK et, de ce fait, ces 
mutants induisent l 'activité kinase de 
p 6 5 PAK au même n iveau que les  
formes non mutées. Cependant, il 
apparaît que les mutants F37A n'acti­
vent pas aussi bien (environ 2 fois 
moins) la cascade de kinases de type 
JNK/ SAPK que les GTPases non 
mutées .  Cela suggère donc que 
p65PAK n ' est peut-être pas le  seul 
relais de Rac et Cdc42 dans l'activa­
tion de la cascade JNK/SAPK. Le 
mutant RacL6 1A37 (renfermant la 
substitution F37A) est, en outre, inca­
pable d ' i nduire la formation de 
lamellipodes ou de plaques d'adhé­
rence après micro-injection dans des 
fibroblastes de souris. La substitution 
F37A semble donc affecter l 'interac­
tion de RacL61 avec un important 
médiateur encore inconnu, impliqué 
dans  la transmiss ion du s ignal  
conduisant à la réorganisation du 
cytosquelette et des plaques d'adhé­
rence. De manière intéressante, nous 
avons observé que cette substitution 
bloque l 'interaction de RacL61 avec 
pl 60llocK, suggérant un rôle potentiel 
de cette kinase dans ces signaux. En 
revanche, la substitution F37A dans 
Cdc42L61 ne l 'empêche pas d ' in­
duire la formation de filopodes ou de 
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plaques d'adhérence dans les fibro­
blastes de souris. Néammoins, elle 
bloque l'activation de la cascade des 
GTPases de sorte que Cdc42L61A37 
est incapable d'activer Rac et la for­
mation de lamellipodes et RacL6 1A37 
ne peut activer Rho et donc la forma­
tion de fibres de tens ion e t  de 
plaques d'adhérence. Finalement, 
nous avons observé que RacL6 1C40 
et Cdc42L6 1 C40 sont  également 
capables d'induire la synthèse d'ADN 
dans des fibroblastes de souris. Ces 
résultats démontrent donc que l'acti­
vation de p65PAK et de la cascade 
JNK/SAPK n'est pas indispensable à 
l'induction par Rac et Cdc42 du pas­
sage de la phase Gl à la phase S du 
cycle cellulaire. Alors que la substitu­
tion F37A n'affecte pas la capacité de 
Cdc42 d'induire la synthèse d'ADN, 
RacL6 1A37 est, une fois de plus, inca­
pable d 'induire cet effet biologique 
dans les cellules Swiss 3T3. Comme 
ce mutant est aussi inefficace à stimu­
ler la réorganisation du cytosquelette 
d'actine et la formation des plaques 
d ' adhérence ,  n o us ne  pouvons 
exclure l ' intéressante possibilité que 
le contrôle de la prolifération cellu­
laire par Rac résulte de signaux trans­
mis par la formation des plaques 
d'adhérence ou par la polymérisa­
tion de l'actine. Naturellement, cela 
reste à prouver et une dissection 
moléculaire plus fine du signal relayé 
par Rac et Cdc42 sera nécessaire 
pour répondre à cette question. 

Conclusion 

En conclusion, les résultats de cette 
analyse moléculaire révèlent que le 
contrôle du cytosquelette d'actine et 
du cycle cellulaire par Rac et Cdc42 
résulte de voies de transmission du 
signal indépendantes de p65PAK ou de 
la cascade JNK/SAPK D'autre part, 

p651'AK paraît être un effecteur impor­
tant de Rac et de Cdc42 dans l'activa­
tion de JNK/SAPK Néammoins, il 
n'est pas impossible que d'autres pro­
téines CRIB dont la fonction biolo­
gique est encore inconnue jouent un 
rôle important dans cette voie de 
transmission du signal. Ayant éliminé 
les protéines CRIB comme parte­
naires de Rac et de Cdc42 dans la 
régulation du cytosquelette d'actine 
et du cycle cellulaire, le choix de 
cibles potentielles se retrouve donc 
très restreint. La kinase pl6ouocK se 
révèle un candidat très intéressant 
pour jouer un rôle dans la transmis­
sion du signal relayé par Rac et le 
futur promet de nous tenir captivés 
dans la recherche de nouveaux parte­
naires de ces petites protéines G. 
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