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Les petites protéines G de la famille Rhô jouent un rôle primordial dans
l'organisation de la morphologie cellulaire qu'elles accordent aux besoins de la
cellule. Elles constituent également une voie importante de signalisation vers
le noyau, participent à la régulation du cycle cellulaire et sont impliquées lors
du phénomène apoptotique. Ces protéines oscillent entre un état inactif lié au
G DP et un état actif lié au GTP. Le passage de l'un à l'autre est assisté par
des protéines stimulant (GDS) ou inhibant (GDI) l'activité d'échange des
nucléotides et par des protéines stimulant leur activité GTPasique (GAP)
intrinsèquement faible. Ce cycle d'activation s'accompagne d'un cycle de
localisation, les protéines Rhô étant actives à la membrane et inactives dans
la fraction soluble. La protéine GDI, elle-même cytosolique, sert de navette
aux protéines Rhô lors de leur transit cytoplasmique.

Nous avons caractérisé l'activité de solubilisation des protéines Rhô
par la protéine de fusion GST-GDI in vitro, utilisant comme modèle les
membranes à bordure en brosse rénales. Deux petites protéines G de ta
famille Rhô, RhoA et Cdc42, sont spécifiquement extraites en présence de
GST-GDI. Cette activité d'extraction est cependant saturable. Une fraction
importante (près de 50%) des protéines RhoA et Cdc42 ne peut être extraite
suggérant la présence de sous-populations membranaires. L'activité de
solubilisation des protéines Rhô par GST-GDI s'est avérée sensible à la force
ionique et est complètement inhibée en conditions physiologiques de
température et de sel. La présence de set n'empéche pas la liaison des
protéines Rhô à GST-GDI puisque les complexes GST-GDI/Rho coprécipitent
sur billes de glutathion-sépharose, en milieu de force ionique physiologique.
D'autre part, un prélavage des membranes avec une solution saline inhibe
l'extraction subséquente des Rhô par GDI, suggérant fortement qu'un facteur
essentiel soit inhibé ou perdu lors du traitement. Ces faits suggèrent que la
translocation des protéines Rhô par GDI soit normalement inhibée in vivo et
nous amènent à proposer un modèle de régulation de leur cycle d'activation.
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0 Nos travaux ont également mis en évidence une protéolyse de GST-
GDI au cours des essais d'extraction en présence de membranes à bordure
en brosse rénales. Le phénomène est observé en présence de quelques
autres tissus et dans tous les cas, un fragment protéolytique majeur de 17
kDa est généré, révélant la présence d'une zone de vulnérabilité protéotytique
sur GDI. Le fragment ne peut extraire les Rhô des membranes, suggérant
que l'activité GDI puisse être régulée par protéolyse. L'intégrité de GST-GDI
est préservée en présence de Ac-YVAD-CHO, un inhibiteur spécifique de
caspases. Le séquençage du fragment généré a cependant révélé que le site
de coupure sur GST-GDI ne correspond pas à un site d'activité caspase. Ces
faits suggèrent que l'activité des protéines Rhô puisse être régulée par une
cascade protéolytique incluant une caspase endogène à la membrane à
bordure en brosse rénale.

0

D'autre part, notre étude de la stimulation par le GTPyS d'une activité
de carboxyméthylation des protéines du rein a démontré que l'activité
stimulée implique une isoaspartyle métyltransférase (PIMT). Cette enzyme
catalyse le transfert de groupements méthyles provenant du S-adénosyl-L-
méthionine, vers la fonction carboxylique portée par la chaîne latérale de
résidus isoaspartyles. La PIMT est réputée participer à la réparation de
protéines endommagées issues de modifications spontanées de résidus
asparagines et aspartates. L'effet stimulateur du GTPyS sur l'activité PIMT
est modulé par le vanadate et complètement inhibé par la génistéine et le
tyrphostin. L'analyse des profils de méthylation sur gel révèle des modes
d'action différents. La génistéine prévient l'accroissement du rythme des
cycles de méthylation/déméthylation sur l'ensemble des substrats tel
qu'observé habituellement en présence de GTPyS, tandis que le tyrphostin
agit plutôt en bloquant une étape de déméthylation. Les résultats obtenus en
presence de vanadate et de génistéine suggèrent fortement l'implication d'une
activité tyrosine kinase lors de la stimulation de l'activité PIMT par le GTPyS
au niveau du rein.

Mots clés: petites protéines G; Rhô; GDI; translocation; méthytation; rein.
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CHAPITRE l : INTRODUCTION

Pour la cellule, percevoir et réagir adéquatement aux modifications de
son environnement, est une question de vie ou de mort. La meilleure façon
d'y parvenir est d'élaborer et d'entretenir un réseau de communication
parfaitement intégré lui permettant d'enregistrer et d'harmoniser les
événements internes et externes. Ces voies de signalisation, dont on
commence à peine à soupçonner toute la complexité, constituent un champ
d'investigation absolument fascinant. Je vous invite donc à venir fureter avec
moi du côté des petites protéines G, acteurs moléculaires importants de
l'organisation cellulaire.

1.1 Les petites protéines G

1.1.1 Classification

0

u

Les petites protéines G sont ainsi nommées en raison de leur faible
poids moléculaire (pouvant varier de 20 à 35 kDa) et de la propriété qu'elles
ont de lier les nucléotides guanylés. Les produits du gène Ras furent les
premières petites protéines G reconnues comme telles, au début des années
1980. La reconnaissance de leur potentiel oncogénique a favorisé le
développement rapide de ce champ de recherche. Depuis, plus de 60 petites
protéines G ont été identifiées et regroupées en six familles: Ras, Rhô, Rab,
Arf, Ran et Rad. En plus de partager une homologie de séquence au niveau
de leur composition en acides aminés, les membres d'une même famille se
répartissent les commandes de fonctions biologiques apparentées (Tableau
l). Les protéines de la famille Ras jouent un rôle primordial dans la régulation
de la croissance et de la prolifération cellulaires. Les protéines de ta famille
Rhô assument la responsabilité de l'organisation du cytosquelette tout en
participant également à la régulation de ta croissance cellulaire. Les protéines
Rab et Arf collaborent au transport vésiculaire. Les protéines Ran
supervisent l'importation de protéines et d'ARN au noyau. Les fonctions des
protéines Rad, qui sont de découverte récente, n'ont pas encore été
clairement définies, mais leur expression présente la particularité d'etre sous
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TABLEAU I. Classification des petites protéines G chez les
mammifères

Famille Membres Fonctions biologiques

Ras

Rhô

Rab

Arf

Ran

Rad

H-Ras, K-Ras, N-Ras, R-Ras, Croissance et prolifération
TC21 cellulaires
Rap1A, Rap1B, Rap2A, Rap2B,
RatA, RalB,

Morphologie cellulaire, acti-
vation génique, prolifération
cellulaire, flambée oxydative
et apoptose

RhoA, RhoB, RhoC, RhoD,
Rnd1, Rnd2, RndS/RhoE
RhoH/TTF
RhoG
Cdc42/G25K, TC10
Rac1, Rac2, Rac3

Rab1A, Rab1B, Rab2,
Rab3A, Rab3B, RabSC, Rab3D
Rab4A, Rab4B,
Rab5A, Rab5B, Rab5C,
Rab6, Rab7, Rab8, Rab9,
Rab10, Rab11

Arf1, Arf2, Arf3, Arf4, Arf5, Arf6 Transport vésiculaire

Transport vésicutaire com-
partimentalisé

Ran/TC4

Rad, Gern, Kir, Rem

Importation de protéines et
d'ARN vers le noyau

Contrôle de voies kinases
dépendantes du calcium?

u
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contrôle transcriptionnel.

1.1.2 La famille des protéines Rhô

Les protéines de la famille Rhô sont ubiquitaires. Chez les
mammifères, cette famille s'est ramifiée en six classes principales regroupant
quatorze membres (Fig. 1). La classe Rhô englobe RhoA, RhoB, RhoC et
RhoD. Les protéines Rnd1, Rnd2 et RndS/RhoE forment une branche
distincte. RhoH/TTF constitue une autre classe, tout comme RhoG. La
classe Cdc42 comprend Cdc42/G25K et TC10. La classe Rac est formée de
Rac1, Rac2 et Rac3. L'expression des protéines de la famille Rhô n'est pas
restreinte aux mammifères. Les organismes inférieurs tels C, elegans,
Drosophila et Aplasya expriment aussi les différentes classes de la famille.
Cependant, les protéines Rac sont absentes chez Saccharomyces cerevisiœ,
qui possède en contrepartie de multiples isoformes de Rhô, dont certains lui
sont spécifiques (Lim et al., 1996).

RhoA est ubiquitaire et son expression est stable. RhoB a une
localisation vésiculaire et périnucléaire (Zalcman et al., 1995). C'est une
protéine instable dont l'expression est stimulée lors de la transition G1 vers S
du cycle cellulaire. Elle est induite par les facteurs de croissance, de même
que par le traitement des cellules aux rayons ultraviolets ou à ta cisplatine
(Fritz et al., 1995). RhoC est fortement homologue à RhoA. Son expression
est induite par les cytokines et cette induction est bloquée par les corticoïdes,
suggérant un rôle dans les processus inflammatoires (Schwiebert et al.,
1997). RhoD est présente au niveau des membranes plasmiques et des
endosomes, dont elle régule la motilité (Murphy et al., 1996). Les protéines
Rnd se distinguent par leur faible affinité pour le GDP et leur incapacité à
hydrolyser le GTP ce qui leur confère un état d'activation permanent (Foster
et al., 1996; Nobes et al., 1998). Elles sont présentes au niveau des plaques
d'adhérence d'où elles semblent contrôler l'adhérence cellulaire (Nobes et al.,
1998; Guasch et al., 1998). L'expression de RhoH/TTF est restreinte au tissu
hématopoïétique (Dallery-Prudhomme et al., 1997) et le gène codant pour
cette protéine est sujet a un type de translocation obsen/é au cours du
développement de certains lymphomes (Dallery-Prudhomme étal., 1995).
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n -RhoH/TTF

-RhoD

•Rnd1

-Rnd2

-Rnd3

-RhoE

0

-RhoB

-RhoC

-RhoA

-TC10

€Cdc42

G25K

RhoG

Rac3

Rac2

Rac1

FIGURE 1. Analyse phylogénique des petites protéines G de la famille
Rhô

Le degré de parenté des protéines Rhô a été déterminé par comparaison de
leur séquence en acides aminés, à l'aide de la méthode CLUSTAL. La
longueur relative des branchements est proportionnelle à leur niveau de
divergence. D'aprèsZohn efa/-, (1998).
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n RhoG est une protéine ubiquitaire dont l'expression est régulée en fonction du
cycle cellulaire, avec accumulation en phase G1 tardive (Vinœnt et al., 1992).
RhoG, qui est intrinsèquement activée, stimule certaines fonctions de Cdc42
et Rac chez les fibroblastes, soulignant la présence de cascades d'activation
à l'intérieur de la famille (Gauthier-Rouvière et al., 1998). Cdc42 est
également ubiquitaire et comme dans le cas de RhoA, son expression est
stable. TC10 a été identifiée en tant que protéine apparentée à Cdc42, dans
une lignée de tétracarcinomes humains (Drivas et al., 1990). Rac1 et Rac2
participent à la phagocytose et à ta flambée oxydative résultant de l'activation
du complexe de la NADPH oxydase. Rac1 est ubiquitaire, par contre
t'expression de Rac2 est restreinte aux cellules de la lignée hématopoïétique.
Pour sa part, Rac3 est induite par le sérum et cette protéine participe à la
signalisation cellulaire (Haataja étal., 1997).

0

Toutes les protéines de la famille Rhô participent à la réorganisation du
cytosquelette à différents niveaux. Elles ont également d'autres fonctions qui
seront décrites plus loin. Une caractéristique importante de certains membres
de ta famille, dont Cdc42 et RhoA, est leur association cyclique aux
membranes. Ce cycle de localisation est, selon toute vraisemblance, un
facteur important pour le contrôle de leur activité.

Les protéines Rhô sont la cible de nombreuses toxines bactériennes.
La toxine C3, un produit de Clostridium botulinum, modifie RhoA, RhoB et
RhoC par ADP-rybosytation d'une asparagine, située dans la région effectrice
(Aktories, 1997). Cette modification inactive la protéine et pour cette raison
est couramment utilisée pour mettre en évidence la participation des protéines
Rhô à certains événements cellulaires. Rac et Cdc42 ne sont cependant pas
ciblées par la toxine. A l'opposé, les toxines CNF (cytotoxic necrotizing
factors) de Escherichia coli stimulent de façon drastique les fonctions de
RhoA (Flateau et al., 1997). Elles agissent en catalysant la désamidation d'un
résidu glutamine sur la petite protéine G, ce qui cause l'inhibition de l'activité
GTPasique, qu'elle soit intrinsèque ou stimulée. La protéine s'en trouve donc
intrinsèquement activée. Des données réœntes indiquent que les CNF
modifient également Cdc42 et Rac. Les toxines C3 et CNF sont donc des
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outils de choix pour l'étude des fonctions des protéines Rhô. Les fonctions de
['ensemble des protéines de la famille Rhô sont aussi étudiées à l'aide de
mutants. La mutation d'une glycine pour une valine en position 14 sur RhoA
et en position 12 sur Cdc42 et Rac les active de façon constitutive, tandis que
la mutation d'une thréonine pour une asparagine en position 17 sur Cdc42 et
Rac les inactive.

1.1.3 La maturation des protéines Rhô

Les petites protéines G de la famille Rhô, tout comme celles de la
famille Ras, ont à leur extrémité C-terminate un motif particulier commandant
une série de modifications post-traductionnelles. Le motif est de type CXXX
(où C est une cystéine et X un acide aminé quelconque). Suivant leur
synthèse, ta maturation des protéines à motif CXXX se fait en trois étapes:
isoprénylation du groupement thiol de la cystéine par une
isoprényltransférase, clivage protéolytique des trois derniers acides aminés
par une endoprotéase et méthytation de ta fonction carboxylique libérée sur la
cystéine par une méthyltransférase (Article 1, Fig. 2). Les trois enzymes
nécessaires à la maturation des petites protéines G sont présentes chez les
eucaryotes, mais absentes chez les procaryotes tels E. coli (Volker et al.,
1992).

1.1.3.1 L 'isoprénylation

Les prényltransférases sont des enzymes cytosoliques. Les
groupements isoprènes transférés sur les protéines G sont issus de la voie du
mévalonate menant à la synthèse du cholestérol (Fig. 2). Selon la nature de
l'isoprène utilisé, on distingue deux types de prényttransférases. La famésyle
transférase (FT) catalyse te transfert du groupement famésyle (Cis)
provenant du famésyle pyrophosphate vers la cystéine de protéines se
terminant en CXXX, via la formation d'un lien thioether. C'est une
métalloenzyme requérant la présence de Zn2+ et de Mg2+. L'enzyme est un
hétérodimère composé d'une sous-unité a de 49 kDa et d'une sous-unité p de
46 kDa. La sous-unité p est responsable de la liaison au substrat protéique,
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tandis que ta sous-unité a lie le farnésyle diphosphate (Newman et Magee,
1993).

L'autre type de prényltransférase, la géranylgéranyle transférase,
comprend deux classes. La géranylgéranyle transférase de classe l (GGTI)
catalyse le transfert du groupement géranylgéranyle (C20) provenant du
géranylgéranyle pyrophosphate vers la cystéine de protéines se terminant en
CXXX, via la formation d'un lien thioether. GGTI est également une
métalloenzyme, dépendante de la présence de Zn2+ et de Mg2+, et c'est
aussi un hétérodimère ap (Newman et Magee, 1993). Les sous-unités a de la
géranylgéranyle transférase l et de la farnésyle transférase sont identiques,
mais les sous-unités P sont distinctes (Moomaw et Casey, 1992). La
géranylgéranyle transférase de classe II (GGTII) catalyse le transfert du
groupement géranylgéranyle (C20) provenant du géranylgéranyle
pyrophosphate vers la cystéine de protéines se terminant en XXCC, en CCXX
ou en CXC, comme c'est le cas pour les protéines Rab (Glomset et
Famsworth, 1994). Contrairement aux deux autres prényttransférases, cette
enzyme est inhibée par le Zn2+ (Seabra et al., 1992). La GGTII se distingue
également par sa composition hétérotrimérique. Les sous-unités a et p, d'un
poids de 60 et 38 kDa respectivement, sont responsables de la catalyse. La
troisième sous-unité de 95 kDa est une protéine accessoire servant d'escorte
aux protéines Rab nouvellement synthétisées (Alexandrov et al., 1994).

Les protéines à motif CXXX peuvent donc être soit farnésylées ou
géranylgéranylées. La nature du dernier acide aminé de la séquence
protéique détermine habituellement la spécificité de la réaction (Glomset et
Farnsworth, 1994). Ainsi les protéines se terminant par une serine ou une
méthionine sont famésylées, alors que celles se terminant par une isoleucine
ou une leucine sont géranylgéranylées. Le groupement isoprène transféré sur
les Rhô est de type géranylgéranyle, sauf sur Rnd3/RhoE qui est famésylée
(Foster et al., 1996) et sur RhoB qui peut être soit famésylée ou
géranylgéranylée (Armstrong e/ al., 1995; Lebowitz et al., 1997). Si la
famésylation de RndS/RhoE est prévisible, le dernier acide aminé de la
protéine étant une méthionine, celle de RhoB est pour le moins inattendue, la
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n protéine se terminant par une leucine. Pour ajouter à l'étonnement, il semble
que le transfert du farnésyle sur RhoB puisse être catalysé soit par FT ou par
GGTI (Armstrong et al., 1995; Lebowitz et al., 1997). Plusieurs rôles ont été
avancés pour l'isoprénylation des protéines. De façon générale,
l'isoprénylation des protéines Rhô assure l'hydrophobicité nécessaire à leur
ancrage dans la membrane. Elle est également prérequise à leur interaction
avec les protéines régulatrices de leur activité (Zhang et Casey, 1996). De
plus, dans le cas de RhoB la nature de l'isoprène transféré semble moduler
les fonctions de œtte petite protéine G (Lebowitz et al., 1997).

1.1.3.2 La protéolyse du tripeptide

0

Une activité endoprotéolytique spécifique aux peptides prénylés a été
partiellement purifiée à partir de la fraction microsomiate du foie de boeuf
(Chen et al., 1996). Une même enzyme catalyse indifféremment la protéolyse
des trois acides aminés C-terminaux de protéines farnésylés et
géranylgéranylés. La protéolyse du substrat libère le tripeptide intact.
L'enzyme est inactivée par le Zn2+, par les agents modificateurs de
groupements sulfydryles, par le N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethyl ketone
(TPCK) et les agents alkylants, ainsi que par des substrats aldéhydes,
suggérant qu'il puisse s'agir d'une serine ou d'une cystéine protéase (Rando,
1996).

1.1.3.3 La méthylation des cystéines isoprénylées

L'enzyme catalysant la méthytation des petites protéines G est une
prénylcystéine méthyltransférase (PCMT). Le groupement méthyle provient
de la S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet), un donneur universel pour toutes les
reactions de méthylation. Le transfert du méthyle se traduit par la formation
d'un lien ester sur le groupement a-carboxylique libre de la cystéine prénylée.
Le gène codant pour la prénylcystéine méthyltransférase a été récemment
clone chez Xenopus laevis (Imai et al., 1997). La protéine, détectée en
immunobuvardage, a une taille apparente de 33 kDa et est ubiquitaire (Dai et
al., 1998). Au niveau subcellutaire, la méthyltransférase est immunodétectée
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dans la fraction microsomiaie (Dai e/ al., 1998) tandis qu'une activité PCMT
est également notée au niveau des membranes plasmiques (Li et al., 1996;
Boivin et Béliveau, 1995). La réaction de méthylation est réversible et une
activité méthylestérasique a été obsen/ée dans tes fractions soluble et
membranaire du cerveau (Dunten e/ al., 1995). Des trois modifications
survenant lors de la maturation des petites protéines G, la méthylation est la
seule qui soit réversible, ce qui lui confère un potentiel régulateur.

Le rôle de la méthylation demeure cependant nébuleux. L'ajout du
méthyle a pour effet de masquer la charge négative C-terminale de la protéine
G tout en augmentant légèrement son hydrophobicité. Bien que non requise
pour la translocation des petites protéines G du cytosol vers les membranes
(Kowluru et al., 1996), cette modification demeure susceptible d'améliorer
l'affinité de la protéine pour la membrane. La contribution de la méthylation à
l'ancrage membranaire à été étudiée en présence de liposomes et de
peptides prénylés. Il ressort de ces études que la méthylation augmente
effectivement l'affinité des peptides pour les vésicules d'un facteur pouvant
aller jusqu'à 150 (Ghomashchi et al., 1995; Sylvius et L'Heureux, 1994).
L'effet de la méthylation est plus important lorsque les peptides sont
famesylés plutôt que géranylgéranylés, ce qui s'explique par la plus grande
hydrophobicité du groupement géranylgéranyle. Cet effet de la méthylation
est toutefois maximal seulement lorsque les vésicules contiennent des lipides
anioniques (Ghomashchi et al., 1995). Ceci suggère que la méthylation
puisse exercer une modulation fine de rattachement membranaire des petites
protéines G dans un contexte lipidique particulier, tel celui pouvant résulter de
l'activation de la phospholipase D, qui a la propriété de libérer l'acide
phosphatidique, un lipide anionique.

Par ailleurs, des études indiquent que la méthylation semble
nécessaire à certaines interactions protéine-protéine. Saccharomyces
cerevisiae nous fournit quelques indications en ce sens. Chez œtte levure, le
gène STE14 code pour une PCMT (Hrycyna e/ al., 1991) dont un des
substrats est le facteur d'accouplement a. Lorsque ce gène est muté
négativement, la phéromone n'est plus exportée, ce qui suggère que la
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méthylation du facteur a soit nécessaire à la liaison de la phéromone par son
transporteur, STE6 (Sapperstein et al., 1994). Chez les mammifères,
l'équivalent à STE6 est la P-glycoprotéine (P-gp), une protéine bien connue
pour sa participation au phénomène de résistance multiple aux médicaments
anticancéreux observé chez les cellules tumorales. Cette protéine transporte
in vitro des peptides famésylés et méthylés dont la présence stimule son
activité ATPasique et, comme pour STE6, la méthylation des peptides
transportés est une condition essentielle à leur interaction avec le
transporteur (Zhang et al., 1994). Par extension, ces études suggèrent que la
méthylation des petites protéines G puisse moduler leur interaction avec
certaines de leurs protéines régulatrices.

La méthylation semble également affecter le taux de renouvellement
des protéines modifiées. Ainsi la demi-vie de RhoA est significativement
diminuée lorsque sa méthylation est bloquée en présence d'un inhibiteur
(Backlund P.S. Jr., 1997). Divers mécanismes sont susceptibles d'expliquer
cet effet. La méthylation pourrait diminuer la dégradation de RhoA en
interférant directement avec l'activité de carboxypeptidases. D'autre part, ta
méthylation en modifiant l'affinité de cette protéine pour des partenaires
membranaires ou autres pourrait la placer à l'abri de l'action de protéases.
Finalement, l'absence de méthyle sur cette protéine pourrait agir comme un
signal commandant sa destruction protéolytique. Quoiqu'il en soit, l'activité
méthyltransférase est susceptible d'affecter certaines voies de signalisation
cellulaire en modifiant la stabilité de protéines signalisatrices telles les petites
protéines G de la famille Rhô.

1.2 Les protéines régulatrices de ('activité Rhô

Le modèle généralement admis veut que les protéines Rhô oscillent
entre un état inactif lié au GDP et un état actif lié au GTP (Article 1, fig. 3). Le
passage de l'un à l'autre est favorisé par des facteurs d'échange des
nucléotides (GEF). Certains de ces facteurs stimulent (GDS) rechange du
GDP pour le GTP, alors que d'autres l'inhibent (GDI). La désactivation de
Rhô est sous la responsabilité de protéines GAP qui catalysent l'hydrolyse du

u



12

n

0

GTP. Cette intervention est rendue nécessaire par le faible taux d'hydrolyse
intrinsèque de ces petites protéines G. Ce modèle de régulation de type
commutateur binaire apparaît toutefois simplificateur à la lumière de résultats
récents dont nous discuterons plus loin.

1.2.1 Les protéines CDS

Les protéines GDS sont cytosoliques. Une activité GDS a bien été
rapportée au niveau des membranes synaptiques du cerveau, cependant la
protéine responsable de cette activité n'est pas encore bien caractérisée
(Mutsada et al., 1996). Les protéines GDS lient les petites protéines G avec,
généralement, une plus grande affinité pour l'état nucléotide vide qu'elles
stabilisent. Le ratio intracellulaire élevé de GTP/GDP favorise
subséquemment te chargement en GTP sur ta petite protéine G, ce qui a pour
effet de l'activer.

1.2.1.1 Rôle du domaine D H

La catalyse de cette activité d'échange sur les protéines de ta famille
Rhô est le fait d'un domaine particulier, d'environ 250 acides aminés. Il s'agit
du domaine DH (pour Dbl homology domain), identifié à l'origine sur la
protéine Dbt isolée d'une lignée lymphocytaire sur la base de ses propriétés
transformantes (Eva et Aaronson, 1985). La reconnaissance de ce domaine
a conduit à l'identification d'une vingtaine de rhoGDS potentielles, constituant
la famille Dbl, dont dix ont également des propriétés oncogéniques (Tableau
II). Bien que l'expression de l'activité rhoGDS exige un domaine DH, la
presence du motif n'est cependant pas garante d'une activité d'échange
nucléotidique in vitro. Ainsi Ras-GEF, une protéine à activité rasGDS
reconnue, arbore un domaine DH apparemment inactifsur la famille Rhô. Par
ailleurs, bien que Ect2 puisse lier RhoA et Rac, cette GDS potentielle n'a
encore démontré aucune activité d'échange (Miki et al., 1993). Il est bien sûr
possible que sa protéine Rhô cible n'ait tout simplement pas été identifiée.
D'autre part, ceci peut également suggérer que certaines conditions
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0 TABLEAU II. Liaison, activité d'échange nucléotidique, et distribution
des protéines à domaine DH

RhoA Cdc42 Rac Expression tissulaire

0

Abr E/L E/L E/L
Bcr E E E
Dbl* E/L E/L E/L
Dbs* E E nd

Ect2* L nd L
FGD-1 nd E/L nd
Kalirin nd nd L
Lbc* E/L nd nd
Lfc* E/L nd L
Lsc* E/L nd nd
pl90RhoGEF E/L nd nd
Net1* E nd nd
Ost* EEL
rasGEF nd nd nd
Sos nd nd E
Tiam-1 E E E
Tim* nd nd nd
Trio E nd E
Vav* E? E? E

te, es, th, mo, oeil, ce, co, po
te, co, po, es, th, mo, oeil, ce
ce, su, te, ov

ce, fo, th, ra, re, co, po, es, mo,
ms

re, to, ra, te
ce, po, re, pl, fo
ce, ra, re

ms, co, po, le
ce, th, ra, re, co, es, mo, ms, po
th, ra, re, co, es, mo, po, Ie
ce, re, po, co
co, ce, pl, po, fo, ms, re, pa
co, re, fo, po, rét, ml, ce
ce

te, ce, ra, th, fo, co, po, re, ms, in
ce, te, ra, su, ut, th,gs, re
pl, re, po, fo, pa
co, ce, ms, pa, pl, fo, re, po
le, ra, po

Note: *oncogènes
Abréviations: E=activité d'échange nucléotidique reconnue; L=liaison;
nd=activité non détectée; ce=cerveau; co=coeur; es=estomac; fo=foie;
gs=glandes salivaires; in=intestin; le=leucocytes; ml=muscle lisse; mo=moëlle
osseuse; ms=muscle squelettique; ov=ovaires; pa=pancréas; pl=placenta;
po=poumon; ra=rate; re=rein; rét=rétine; su=surrénales; ut=utérus;
te=testicules; th=thymus.
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n physiologiques d'activation ne soient pas toujours respectées dans les essais
in vitro. A l'inverse, Ost montre une activité GDS envers RhoA et Cdc42
qu'elle ne lie pas de façon stable, alors qu'elle lie Rac (sous sa forme GTP)
sans lui manifester d'activité GDS, suggérant qu'elle puisse lui servir
d'effecteur (Horii et al., 1994). Ces propriétés font de Ost un pivot potentiel
de l'activation en cascade de certaines Rhô. Dans les cas de FGD-1, Abr et
Bcr (ces deux dernières possédant de surcroît un domaine rhoGAP actif), une
activité d'échange a bien été observée en présence d'une portion réduite de
ces protéines englobant le domaine DH, mais pas en présence de protéines
entières (Chuang et al., 1995). Ce fait suggère que l'activité GDS du domaine
DH puisse dans certains cas être modulée par d'autres régions voisines.

1.2.1.2 Rôle du domaine PH

0

Au moins un domaine PH (plekstrin homology domain) est toujours
retrouvé en tandem avec le domaine DH sur les protéines rhoGDS, ce qui
laisse présager une action coordonnée. La réciproque n'est cependant pas
toujours vraie, puisque des domaines PH existent sans domaine DH sur des
protéines à vocation différente, telle la ptekstrine. Chaque domaine PH
englobe une centaine d'acides aminés de séquence hautement variable à
l'exception d'un résidu tryptophane conservé au site de liaison. Malgré cette
disparité de structure primaire, les domaines PH arborent une structure
tridimensionnelle similaire. Chaque domaine PH forme un site compact doté
d'une cavité peu profonde pouvant lier certains lipides. Cette cavité est
bordée, en surface, d'une forte concentration de résidus basiques pouvant
interagir avec d'autres résidus protéiques chargés. Les domaines PH sont
reconnus en tant que médiateurs d'interactions protéine-protéine et protéine-
lipide. Ce domaine permet de cibler la protéine porteuse vers la membrane
cellulaire et possiblement de l'orienter dans une position favorisant les
interactions avec le substrat, comme c'est le cas pour la protéine kinase du
récepteur p-adrénergique (p-ARK) (Shaw, 1996). Par analogie, le domaine
PH pourrait faciliter l'activité GDS des protéines de la famille Dbl en les
recrutant à la membrane à proximité de leurs protéines Rhô cibles. Par
ailleurs, la proximité structurale des domaines PH et DH suggère que le
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domaine PH puisse réguler l'activité du domaine DH par interaction
moléculaire. Une telle interaction pourrait vraisemblablement inhiber l'activité
GDS et cette inhibition pourrait être levée au besoin par la liaison de lipides
par le domaine PH. A l'appui de cette hypothèse, l'activité d'échange
nucléotidique de Vav est régulée par les produits de la P13K (Han e/ al.,
1998).

1.2.1.3 A utres domaines

0

u

Outre les domaines DH et PH invariablement présents, la plupart des
rhoGDS portent aussi d'autres motifs facultatifs (Tableau III). Ainsi BCR et
ABR possèdent un domaine GAP inhibiteur de l'activité Cdc42 et Rac,
suggérant la possibilité d'une régulation coordonnée de l'activité des
différentes Rhô (Chuang et al., 1995). Similairement, RasGEF et Sos ont
chacune un domaine rasGDS actif suggérant la possibilité d'une régulation
coordonnée de l'activité de différentes familles de petites protéines G (Shou
et al., 1992; Bowtell et al., 1992). De fait, une telle interaction impliquant les
domaines rasGDS et DH de Sos vient d'etre démontrée in vitro et in vivo chez
les cellules COS où Sos démontre une activité GDS envers Rac en présence
de Ras activée (Nimnual et al., 1998). Tiam-1 œntient deux domaines PEST
reconnus pour conférer une instabilité accrue aux protéines porteuses
(Habets et al., 1994). Lbc possède un motif IQ pouvant lier la calmoduline
(Toksoz et Williams, 1994). Kalirin, p190RhoGEF, Lsc/p115RhoGEF, Trio et
Vav présentent chacune une séquence hautement chargée, structurée en
hélice (coiled-coil), d'un type également retrouvé sur de nombreuses
protéines du cytosquelette et réputé assurer certaines interactions protéine-
protéine (Atam et al., 1997; Gebbink et al., 1997; Hart et al., 1996;Debant et
al., 1996; Ye et Baltimore, 1994). Bcr et Trio ont un domaine sérine-thréonine
kinase et Trio a de plus un domaine de type immunoglobuline (Maru et Witte,
1991; Debant et al., 1996). FGD1, Lfc, p190RhoGEF et Vav arborent un
domaine riche en résidus cystéine pouvant lier le diacylglycérol et d'autres
lipides (Pasteris et al., 1994; Whitehead et al., 1995a; Gebbink et al., 1997;
Ye et Baltimore, 1994). FGD1 porte en supplément une séquence riche en
résidus praline susceptible de lier les domaines SH3 (Src homology domain
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n TABLEAU III. Les motifs de liaison sur les protéines régulatrices de
l'activité Rhô

Motif Description Fonction

DH

PH

GAP

0
SH2

SH3

Prolines

Cystéines

IQ

Coiled-coil

~250 acides aminés (a.a.)

-100 a.a.;
sequence variable;
structure 3-D conservée
-150 a.a.;

sequence spécifique à
chaque famille de petites
protéines G
-100 a.a.

~50 a.a.

11 a.a.; séquence de type
XPXXPPPAXPX
(A=aliphatique)
~50a.a.;
sequence de type H-Xis-C-
X2-C-X1 Q.I 4-C-X2-C-X4-H-X2-
C-Xs-7-C
23-25a.a.;
sequence de type
IQXXXRGXXXR
domaine structuré de type
hélice-boucle-hélice

catalyse de rechange des
nucléotides sur Rhô
interactions protéine-lipide et
protéine-protéine

catalyse
GTPasique
protéines G

de
des

l'activité
petites

liaison aux sites phospho-
tyrosylés
liaison aux séquences riches
en pralines
liaison aux domaines SH3

fixation des esters de phorbol
et du diacylglycérol; liaisons
protéine-ADN et protéine-
protéine
liaison de la calmoduline

hétérodimérisation
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type 3) (Fastens et al., 1994). À l'inverse, Dbs et Vav ont des domaines SH3
pouvant lier les séquences riches en résidus praline (Whitehead et al., 1995b;
Ye et Baltimore, 1994). Vav a également un module SH2 (Src homology
domain type 2), domaine reconnu pour lier les tyrosines phosphorylées (Ye et
Baltimore, 1994). Plusieurs GDS montrent de plus des sites potentiels variés
de phosphorylation. Cette présence simultanée de différents domaines
catalytiques et/ou de liaison sur de nombreuses protéines de la famille Dbl
suggère fortement qu'elles puissent agir comme régulateurs multifonctionnels.

1.2.1.4 Potentiel oncogénique des protéines GDS

Les protéines GDS participent au développement de œrtains cancers.
Il a été montré que le gène codant pour BCR est sujet à des rearrangements
croisés avec celui codant pour ABL, une tyrosine kinase. Les chimères
p210BCR-ABL et p185BCR-ABL ainsi créées sont à l'origine de leucémies
myélogéniques chroniques et de leucémies lymphoblastiques aiguës (Lugo et
al., 1990). De nombreux autres membres de la famille Dbl font preuve d'un
potentiel oncogénique lorsque transfectés dans des cellules NIH 3T3, qui sont
particulièrement sensibles à ce type de transformation. Les cellules ainsi
transformées par Dbt (Eva et Aaronson, 1985), Dbs (Whitehead et al., 1995b)
, Ect2 (Miki et al., 1993), Lbc (Toksoz et Williams, 1994), Lfc (Whitehead et
al., 1995a), Lsc (Whitehead, et al., 1996), Net1 (Chan et al., 1996), Ost
(Horii e/ al., 1994), Tim (Chan et al., 1994) et Vav (Katzav et al., 1989) ont
typiquement une croissance dont la dépendance à l'ancrage et au sérum est
réduite. Les cellules transfectées forment des foyers denses même après
confluence et favorisent la formation de tumeurs lorsque injectées chez les
souris immunodéprimées. Le phénotype des cellules ainsi transformées
correspond à celui obsédé en présence de formes intrinsèquement activées
des protéines RhoA ou Rac, bien que le potentiel transformant de la famille
Dbl soit beaucoup plus marqué que celui des Rhô elles-mêmes (Khosravi-Far
et al., 1994; Zheng et al., 1996). Des mutants négatifs pour RhoA, Cdc42 ou
Rac bloquent l'activité transformante des protéines de la famille Dbl, appuyant
l'hypothèse voulant que ces rhoGDS soient à l'origine du potentiel
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oncogénique des protéines Rhô (Michiels et al., 1995; Whitehead et al.,
1996).

1.2.2 Les protéines GAP

Les protéines GAP catalysent l'hydrolyse du GTP sur les protéines G,
ce qui a pour effet de mettre un frein à la stimulation de ces dernières. C'est
une activité essentiellement membranaire. Jusqu'à présent, une quinzaine de
protéines rhoGAP ont été identifiées (Billuart et al., 1998; l-1ilderbrand et al.,
1996; Homma et Emori, 1995; Jullien-Flores e/ al., 1995; Lamarche et Hall,
1994; Reinhard et al., 1995a; Saras et al., 1997; Touré et al., 1998; Tribioli et
al., 1996; Van Aetst et D'Souza-Schorey, 1997) et toutes partagent un
domaine catalytique similaire d'environ 170 acides aminés. Leur spécificité
varie, certaines ayant une activité GAP envers plusieurs membres de ta
famille Rhô, alors que d'autres affichent une certaine sélectivité (Tableau IV).
Ces protéines sont généralement de forte taille et, comme les GDS,
possèdent plusieurs domaines à fonctions variées.

Notons au passage quelques traits particuliers suggérant la possibilité
de fonctions additionnelles à la catalyse de l'activité GTPasique. Certaines
activités GAP semblent coordonner les voies Rhô et Ras. Ainsi, p190rhoGAP
coprécipite avec p120rasGAP (Settleman et al., 1992). L'interaction entre les
deux GAP a lieu via les domaines SH2 de p120 et certains résidus
phosphotyrosylés de p190. L'association des deux protéines induit un
changement de conformation chez p120 ayant pour effet d'accroître
l'accessibilité de son domaine SH3 (Hu et Settleman, 1997). Par ailleurs,
RLIP présente également une certaine dualité fonctionnelle, cette rhoGAP
servant aussi d'effecteur à Rai, une petite protéine G de la famille Ras
(Jullien-Flores et al., 1995). Une fonction effectrice pour certaines rhoGAP
est suggérée par leur capacité à lier certains éléments régulateurs de
l'organisation du cytosquelette. Ainsi, Graf est localisée aux plaques
d'adhérence focale et lie FAK, une tyrosine kinase située sur la voie de
signalisation des intégrines (Hildebrand et al., 1996). Similairement Myr5, une
myosine d'un type non conventionnel, à la capacité de lier l'actine offrant un
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TABLEAU IV. Spécificité d'action et distribution tissulaire des protéines
RhoGap

Nom Spécificité Distribution tissulaire

0

Abr

Bcr

Chimaerin

Graf

MgcRacGap

Myr5

Oligophrenin

PARG-1

pSOrhoGap

p85 (P13K)

p115rhoGap

p122rhoGap

p190rhoGap

RalBP1/RLIP76/Rip1

3-BP1

Cdc42, Rac

Cdc42> Rac

Cdc42, Rac

Rhô, Cdc42

Rac

Rho> Cdc42, Rac

Rho> Cdc42> Rac

Rho>Cdc42, Rac

Cdc42> Rhô, Rac

?

Rhô?

Rhô

Rho> Cdc42, Rac

Cdc42> Rac

cerceau

cerveau

cerveau, testicules

ubiquitaire

testicules

ubiquitaire

cerveau fetal

muscle, coeur, placenta,
foie, pancréas

ubiquitaire

ubiquitaire

cellules sanguines

nd

ubiquitaire

ubiquitaire

Rac, Cdc42> RhoG rate, rein, poumon,
cerveau, coeur
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potentiel effecteur pour les Rhô (Reinhard et al., 1995). Enfin p122GAP lie la
phospholipase Co (PLC5) et stimule son activité d'hydrolyse du
phosphatidytinositol biphosphate (PIP2) (Homma et Emori, 1995). Etant
donné que de nombreuses protéines associées à la polymérisation de l'actine
voient leur interaction à celle-ci modulée par la liaison de PIP2 (Stossel,
1993), cette GAP pourrait être un régulateur important de l'organisation du
cytosquelette d'actine.

Ajoutons finalement que la structure cristalline de pSOrhoGAP
complexée à Cdc42 en présence de GMP-PNP (un analogue non-
hydrolysable de GTP) montre la participation d'une région de la protéine
reconnue pour son rearrangement structural suite à l'hydrolyse du GTP
(Rittinger et al., 1997). Ceci suggère que l'action GAP de pSOrhoGAP ait pour
conséquence de rompre son lien à la petite protéine G. RhoGAP semble
donc être un partenaire éphémère de Rhô.

1.2.3 Les protéines GDI

De façon un peu surprenante, compte tenu du grand nombre de GDS
et de GAP spécifiques aux protéines Rhô, seulement trois rhoGDI (GDP
dissociation inhibitor) ont été identifiées jusqu'à présent. GDI (GDI-1, GDIa)
fut d'abord purifiée, sur la base de son activité d'inhibition de rechange
nucléotidique, comme une protéine cytosolique ayant un poids moléculaire
apparent d'environ 28 kDa (Fukumoto et al., 1990; Leonard et al., 1992), bien
que le gène code pour une protéine de 23 kDa. L'expression de GDI est
ubiquitaire et la protéine est réputée active sur tous tes membres de la famille
Rhô. Puis, par hybridation différentielle, un gène homologue fut clone et la
protéine correspondante nommée D4/GDI (GDI-2, GDIp) (Lelias et al., 1993;
Scherle et al., 1993). Cette dernière présente une forte homologie de
sequence avec GDI (67%), est également cytosolique et est active sur les
mêmes substrats in vitro avec cependant une affinité réduite. Son expression
est restreinte au tissu hématopoïétique et semble régulée au cours de
l'hématopoïèse (Lelias et al., 1993). L'inactivation du gène codant pour
D4/GDI dans les cellules souches embryonnaires (ES) exprimant GDI ne
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provoque qu'une subtile diminution de leur capacité de production de l'ion
superoxide, suggérant une certaine redondance fonctionnelle entre les deux
protéines (Guillemet et al., 1996). Le dernier membre reconnu de la famille,
GDly (GDI-3), a été identifié à l'aide d'un système à double hybrides utilisant
RhoB comme appât (Zalcman et al., 1996) et par criblage de banques d'ADN
en conditions permissives utilisant GDI et D4/GDI (Adra et al., 1997). La
protéine offre 50% d'homologie avec les deux autres rhoGDI et possède une
sequence additionnelle de 21 acides aminés en N-terminat. Contrairement
aux autres rhoGDI, GDIy est membranaire et son activité est sélective à
certaines Rhô. Un premier groupe a rapporté une activité envers RhoB et
RhoG (Zalcman et al., 1996), alors qu'un second groupe a montré une activité
réduite par rapport à GDI envers RhoA et Cdc42, mais non Rac in vitro (Adra
et al., 1997). La distribution tissulaire (cerveau, rein, testicules et pancréas)
et subcellulaire de GDIy est cependant en accord avec une activité dirigée
vers RhoB et RhoG in vivo (Sasaki et Takai, 1998).

Les protéines GDI remplissent essentiellement trois fonctions. 1)
Comme leur nom l'indique, elles inhibent rechange des nucléotides sur les
petites protéines G Rhô avec lesquelles elles sont complexées. 2) Elles ont
le potentiel de contrecarrer la liaison des GAP aux protéines Rhô, ce qui
maintient les petites protéines G activées. 3) Elles contrôlent la localisation
intracellulaire des Rhô en les extrayant de la membrane, en les maintenant
sous forme de complexe cytosolique inactif et en les réacheminant à ta
membrane tors d'une stimulation. Toutes ces fonctions requièrent cependant
que la petite protéine G soit isoprénylée (Nomanbhoy et Cerione, 1996).

On comprend mieux le fonctionnement de GDI depuis que sa structure
a récemment été déterminée par crystallographie aux rayons X et
spectroscopie de résonance magnétique (RMN) (Keep et al., 1997; Gosser et
al., 1997). La protéine comporte deux domaines distincts aux fonctions
complémentaires. Les 60 premiers résidus en N-terminal forment une région
hautement flexible et peu structurée en solution, alors que la portion restante
a une structure organisée et présente un motif s'apparentant à celui des
immunoglobulines. La portion C-terminale (résidus 60-204) est suffisante et
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nécessaire à la liaison de Rhô (Gosser et al., 1997)..On y retrouve une poche
hydrophobe où vient s'enfouir la queue isoprène de la petite protéine G.
.Cependant, la portion N-terminale (comprenant les acides aminés 26-42) est
requise de concert avec la portion C-terminale pour les activités d'inhibition de
rechange nucléotidique et d'extraction des Rhô des membranes (Keep et al.,
1997; Gosser et al., 1997). La deletion des 25 premiers résidus en N-terminal
ou des 4 derniers acides aminés en C-terminal est sans effet sur les fonctions
de GDI, mais la deletion des 8 acides aminés C-terminaux les suppriment
(Platko et al., 1995). Ces données sont compatibles avec un modèle où la
portion C-terminale de GDI, suivant sa liaison aux Rhô, oriente la portion N-
terminale vers la petite protéine G pour recouvrir le site de liaison du
nucléotide permettant ainsi l'extraction de Rhô et l'inhibition de l'activité
d'échange.

La flexibilité de ta portion N-terminale suggère qu'elle puisse être
particulièrement sensible à l'action de protéases. Les premières indications à
cet effet découlent de l'observation de ta copurification de formes tronquées
de D4/GDI avec une activité ICE ("Interleukin-lp Converting Enzyme") chez
les cellules THP-1 (une lignée monocytaire) (Na et al., 1996). ICE est une
protéase appartenant à la famille des caspases ("cysteine aspartate
protease") dont l'activation participe à l'apoptose cellulaire (Nicholson et
Thomberry, 1997). Ces protéases reconnaissent diverses séquences de 4 ou
5 acides aminés se terminant invariablement par une aspartate dont elles
rompent le lien peptidique du coté C-terminal. Un examen attentif de la
sequence de D4/GDI a révélé deux sites potentiels de clivage par les
caspases. Un clivage aux sites caspases DELD19/S et LLGD55/G sur
D4/GDI est compatible avec la longueur des fragments observés (environ 23
et 17 kDa) tors de ta TOpurification.

Ces observations ont incité les chercheurs à tenter de démontrer que
D4/GDI est bel et bien un substrat de caspases au cours de l'apoptose.
Expérimentalement, l'apoptose peut être induite chez les cellules Jurkat (une
lignée tymphocytaire), par simple incubation en présence d'anticorps anti-Fas.
Dans ces conditions, D4/GDI est clivée en un fragment de 23 kDa avec une
cinétique qui parallèle celle de l'apoptose (Na et al., 1996). L'apoptose et le
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clivage de D4/GDI sont tous deux inhibés en présence de Ac-YVAD-cmk, un
peptide inhibiteur de 1CE, démontrant qu'une activité caspase est requise in
vivo dans les deux cas. Le clivage de D4/GDI par une activité caspase de
type CPP32 a par la suite été confirmé in vitro à l'aide de protéines
recombinantes (Na et al., 1996). Le site de coupure a été déterminé œmme
étant DELD19/S par séquençage du fragment généré in vitro et par inhibition
de la protéolyse en présence d'un mutant D19N.

Un fragment de 17 kDa est également génère in vitro, par clivage de
D4/GDI au site LLGD55/G par la caspase reœmbinante ICE (Danley et al.,
1996). L'inhibiteur Ac-YVAD-CHO empêche la formation du fragment de 17
kDa dans ces conditions, confirmant une activité caspase potentielle à ce site.
Cette forme tronquée de D4/GDI ne peut accomplir ses fonctions habituelles
d'inhibition de rechange nucléotidique et de l'activité GAP sur les Rhô. In
vivo, un fragment similaire est produit chez les monocytes et les neutrophiles
humains, en conditions pro-inflammatoires reconnues pour promouvoir
l'activation de caspases. Dans ces conditions œpendant, Ac-YVAD-CHO
s'est avéré incapable de protéger D4/GDI de la protéolyse au site D55,
suggérant que ICE lui-même ne soit pas responsable de ce clivage, in vivo.

Les motifs DELD19/S et LLGD55/G ne sont pas conservés sur les
protéines GDI et GDIy suggérant que la protéotyse par l'action des caspases
est l'apanage de D4/GDI. Dans la même foulée, l'intégrité de GDI est
préservée lors de la stimulation pro-apoptotique des cellules Jurkat et n'est
pas non plus affectée par ICE in vitro ( Na et al., 1996; Danley et al., 1996).
La région charnière entre la portion N-terminale flexible et celle C-terminale
structurée de GDI n'en demeure pas moins sensible à la protéolyse, puisque
la protéine est clivée in vitro par la trypsine en position G54/R^5 (Keep et al.,
1997). La perte de ta portion flexible mène inéluctablement rhoGDI à
l'inactivation, suggérant que la protéolyse des différentes rhoGDI soit un des
moyens utilisés par la cellule pour réguler l'activité des Rhô.

D'autres types de modifications post-traductionnelles sont également
susœptibles d'affecter les fonctions des protéines rhoGDI. Une étude montre
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que la phosphorylation de GDI observée in vivo chez les neutrophiles stimulés
à l'aide d'anaphylatoxines et in vitro sur des protéines partiellement purifiées
stabilise la formation des complexes GDI/RhoA suivie en électrophorèse bi-
dimensionnelle (Bourmeyster et Vignais, 1996). Une autre étude rapporte que
la stimulation de lymphocytes à t'aide des esters de phorbol provoque une
phosphorylation de D4/GDI sur un résidu thréonine (Scherle et al., 1993).
Toutefois, la phosphorylation de D4/GDI ne module pas son affinité pour les
protéines Rhô (Gorvel et al., 1998). La phosphorylation de D4/GDI pourrait
cependant réguler sa fonction de chaperon, en modifiant l'affinité des
complexes Rho/D4/GDI pour les membranes.

La fonction navette de rhoGDI semble affectée également par l'état de
phosphorylation des protéines Rhô. La phosphorytation de RhoA sur la serine
en position 188 par la protéine kinase A active son extraction de la membrane
de cellules NK ("natural killer") par la protéine GDI (Lang et al., 1996). Chez
les cellules HEK ("human embryonic kidney") la stimulation des récepteurs
muscariniques induit ta translocation d'un pool cytosolique de RhoA vers les
membranes (Keller e/ a/-, 1997). Cette relocalisation est cependant inhibée
en présence de tyrphostin et de génistéine, suggérant la participation d'une
voie tyrosine kinase lors de l'activation des Rhô.

Par ailleurs, une étude suggère que les interactions entre GDI et Rhô
soient modulables par l'état de méthylation de Rhô. La liaison in vitro de
RhoA et de Rac avec GST-GDI couplé à des billes de glutathion agarose est
en effet légèrement plus forte lorsque les petites protéines G ne sont pas
méthylées (Hancock et Hall, 1993). Déméthylation et phosphorylation de la
protéine G ont en commun d'introduire une charge négative pouvant
déstabiliser les interactions entre le domaine polybasique C-terminal des Rhô
et la membrane cellulaire. De plus, l'énergie de liaison de GDI pour Rhô étant
similaire à l'énergie de partition membrane/eau de peptides géranylgéranylés
(Sylvius et L'Heureux, 1994), une modification de charge si légère soit-elle
risque fort de modifier la délicate balance thermodynamique régissant ta
partition des Rhô.
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1.3 Les effecteurs des protéines Rhô

Les premières tentatives de caractérisation des voies effectrices des
protéines Rhô ont fait appel à des inhibiteurs spécifiques ou encore à des
protéines Rhô activées ou inactivées de manière constitutive. Malgré leurs
limites, ces techniques ont tout de même mis en évidence la mobilisation de
protéines tyrosine kinases (Ridley et Hall, 1994; Nobes étal., 1995), de lipides
kinases telles la Pl 3- kinase (Kumagai et al., 1993) et la Pl 5-kinase (Chong
et al., 1994) et de la phospholipase D (Malcolm et al., 1994), en aval de ces
petites protéines G. Au cours des trois dernières années, des efforts
considérables ont été mis à l'identification d'effecteurs directement liés par les
protéines Rhô activées (Tableau V). On y est parvenu par le biais de
techniques variées telles: "l'overlay", ta chromatographie d'affinité, le criblage
de banques d'expression et le système à double hybrides.

1.3.1 Les effecteurs à domaine CRIB

La sérine/thréonine kinase PAK, une cible de Cdc42 etRac, fut l'une
des premières à être identifiées par interaction directe (Manser et al., 1994).
PAK est homologue au produit du gène STE20, une kinase immédiatement
en amont de la cascade MAP kinase chez la levure (Martin et al., 1995). Par
analogie, PAK pourrait donc participer à l'activation de voies similaires chez
les eucaryotes. De fait, PAK semble initier certaines cascades de kinases
menant à l'activation des facteurs de transcription p38 et c-Jun (Frost et al.,
1996). On sait de plus que PAK interagit avec la phospholipase Cy (PLCy) in
vitro (Bagrodia et al., 1995a) et Nck in vivo (Bokoch et al., 1996a). La PLCy
est activée par les facteurs de croissance et Nck est une protéine servant
d'adaptateur qui est recrutée vers certains récepteurs à activité tyrosine
kinase suivant leur stimulation par œs mêmes facteurs de croissance. Ces
résultats désignent PAK comme un médiateur dé des effets des protéines
Rhô sur la croissance cellulaire.

u



26

0 TABLEAU V. Spécificité des effecteurs de la famille Rhô

0

CIP4
IQGAP 1,2
Kinectine

MEKK1
MBS
Ost
p67phox
p140mDia
POR-1
P13K (p85)
PIP5K
PLD
POSH
pp70^^K
Tubuline

ACK 1,2
MEKK4
MLK 1,2,3
MSE55
PAK
WASP

PKN
PRK2
Rhophilin
Rhotekin

RhoA Cdc42 Rac Commentaire/fonction

+

+

+

+
+

+
+

+
+

Citron +
ROK/p160Rock +

+
+

+
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Polymérisation de l'actine
Polymérisation de l'actine
Récepteur de la kinésine
Activation de J N K

Contraction et motilité
Cascade d'activation Rhô?
Elément de NADPH oxydase
Polymérisation de l'actine
Formation de lamellipodes
Activité stimulée

Activité kinase copurifiée
Activité stimulée

Apoptose
Activité stimulée
Elément du cytosquelette

Domaine CRIB
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Tyrosine kinases
Activation de J N K
Activation de J NK et p38
Fonction inconnue

Activation de J NK et p38
Polymérisation de l'actine

Domaine REM1

Assemblage neurofilaments
+ Activation du SRF

Fonction inconnue
Fonction inconnue

Domaine REM2

+? Cytokinèse
+? Contraction et motilité
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Abbreviations: ACK= "activated Cdc42-associated kinase; CIP= l'Cdc42
interacting protein"; CRI B= "Cdc42/Rac interacting binding"; IQGAP= GAP
contenant des motifs lle-Gln; mDia= "mammalian homolog of diaphanous";
MLK= "mixed-lineage kinase"; MSE55= "marrow stromal/endothelial cell
protein" (55kDa); MBS= myosine-binding subunit: PLD= phospholipase D;
POSH= "plenty of SH3"; POR-1= "partner of Rho"; REM= "Rho effector motir.

La caractérisation du motif (CRIB) de liaison à Cdc42 et Rac chez PAK
a permis la reconnaissance de nombreux autres effecteurs potentiels
possédant une séquence comparable (Burbelo e/ al., 1995). Une interaction
directe avec ces petites protéines G a été montrée pour certains d'entre eux.
C'est le cas pour ACK, une tyrosine kinase phosphorylée en réponse à l'EGF
et au choc osmotique (Manser et al., 1993; Satoh et al., 1996), pour MLK1, 2
et 3, un groupe de tyrosine kinases appartenant à la famille des MAPK dont la
surexpression active la voie menant à la phosphorylation de c-Jun et p38
(Burbelo et al., 1995; Teramoto et al., 1996), pour MEKK4, une
sérine/thréonine kinase également membre de la famille des MAPK (Franger
et al., 1997), pour MSE55, le produit d'un ADN non caractérisé (Burbelo et al.,
1995), et pour WASP, une sérine/thréonine kinase dont la défection est en
cause dans le syndrome de Wiskott-AIdrich (Aspenstrôm et al., 1996). De
manière générale, il semble que les effecteurs à motif CRIB soient surtout
utilises pour relayer les signaux émanants de Cdc42/Rac vers le noyau
cellulaire, à l'exception de WASP, reconnu pour affecter l'organisation du
cytosquelette d'actine.

1.3.2 Les effecteurs à domaine REM1

u

Un domaine d'interaction spécifique à RhoA et dénommé REM1 est
présent sur la région N-terminale de quelques effecteurs dont PKN
(Watanabe et al., 1996), PRK2 (Quilliam et al., 1996), Rhophilin (Watanabe et
al., 1996) et Rhotekin (Reid et a/., 1996). Mis à part le motif REM 1, Rhophilin
et Rotekin n'ont pas de domaine particulier pouvant nous renseigner sur leur
fonction. PKN est une sérine-thréonine kinase dont le domaine catatytique
présente une forte homologie avec celui de la protéine kinase C. Suivant sa
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liaison à RhoA-GTP, PKN lie et phosphoryle l'a-actinine en présence de
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) (Mukai étal., 1997), de même que les
têtes de neurofilaments (Mukai et al., 1996) in vitro. Ces résultats suggèrent
que PKN puisse être un des médiateurs de l'action de RhoA sur le
cytosquelette.

Pour sa part, PRK2 est fortement apparentée à PKN au niveau de sa
composition en acides aminés. C'est aussi une serine-thréonine kinase dont
l'activité est stimulée par la liaison aux petites protéines G. Cependant, son
interaction avec RhoA est indépendante de l'état nucléotidique de cette
dernière et de plus, contrairement aux autres effecteurs à domaine REM1,
elle lie également la forme GTP de Rac (Vincent et Settleman, 1997).
Toutefois, PRK2 ne lie pas RhoA et Rac simultanément, suggérant que la
réponse activée dans chaque cas diffère. Il est donc possible que RhoA et
Rac recrutent PRK2 à des localisations différentes, vers des substrats
différents. En plus d'etre un effecteur de RhoA et Rac, PRK2 interagit de
manière spécifique avec la protéine Nck, via un domaine praline in vitro
(Quitliam et al., 1996). L'activité kinase de PRK2 est inhibée par sa liaison à
Nck, suggérant la possibilité d'une modulation négative de l'activité Rhô par
les voies des récepteurs à activité tyrosine kinase.

1.3.3 Les effecteurs à domaine REM2

u

Un second domaine d'interaction préférentielle avec Rhô, nommé
REM2 (Fujisawa et al., 1996), réunit les effecteurs Citron (Madaule et al.,
1995) de même que p160Rock (Ishizaki et al., 1996) et son isoforme ROKa
également nommé Rhô kinase ou ROCKtl (Leung et al., 1995; Matsui et al.,
1996; Nakagawa e/ al., 1996). Citron est sujet à deux épissages alternatifs.
L'une des formes retient un domaine d'activité sérine/thréonine kinase
apparenté à celui également présent chez ROK. Chez les cellules HeLa,
Citron est mobilisé au sillon d'étrangtement lors de la cytokinèse où il participe
à ta contraction de l'anneau (Madaute et al., 1998). ROK est une
sérine/thréonine kinase qui, suite à t'activation de RhoA, est recrutée à la
membrane où elle phosphoryle une sous-unité de la myosine phosphatase
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(MBS) de même que la chaîne légère des myosines (Kimura et al., 1996;
Amanoe^aA, 1996).

1.3.4 Les effecteurs orphelins

Sont regroupés sous ce vocable les effecteurs dont le domaine
d'interaction à Rhô est dépourvu d'homologie avec celui des autres
effecteurs. Dans cette catégorie, on retrouve CIP4, IQGAP1 et 2, Kinectine,
MEKK1, MBS, Ost, p67phox, p140mDia, POR-1. PI3K, PIP5K, PLD, POSH,
SGKinase et Tubuline. Plusieurs de ces effecteurs sont de toute évidence
reliés à l'organisation de la morphologie cellulaire ou à des fonctions
mobilisant le cytosquelette. CIP4 présente une homologie de séquence avec
la famille ezrin/radixin/moesin (ERM) (Aspenstrôm, 1997) dont les membres
servent de protéines d'ancrage de l'actine à la membrane plasmique. CIP4
possède également des domaines d'homologie avec les tyrosine kinases
oncogènes de la famille Fes/Fps et sa surexpression chez les fibroblastes
provoque la dissolution des fibres de stress (Aspenstrôm, 1997) suggérant
son implication dans le remodelage du cytosquelette d'actine en réponse à
certaines stimulations.

La tubuline est une protéine du cytosquelette dont la polymérisation est
responsable de la formation de microtubules le long desquels circulent les
cargos vésiculaires. Rad-GTP interagit directement avec la tubuline sans
toutefois affecter sa capacité de polymérisation (Best et al., 1996). Le rôle
effecteur de cette protéine n'est donc pas clairement établi. Il est possible
que la tubuline soit simplement mobilisée comme support pour
l'acheminement d'autres protéines interagissant avec Rac. Cette hypothèse
est appuyée par le fait que les protéines Rhô lient la kinectine, une protéine
d'ancrage vésiculaire de la kinésine qui, elle-même, est une ATPase
participant au transport de vésicules le long des microtubules (Hotta et al.,
1996). L'interaction des Rhô avec la kinectine est compatible avec leur
participation au transport vésiculaire lors de l'exocytose, tel que rapporté chez
les cellules PC 12 (Komuro et al., 1996).
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MBS est cette sous-unité de la myosine phosphatase phosphorylée par
ROK, un autre effecteur dont il a été question un peu plus haut. L'interaction •
de RhoA-GTP avec MBS permet son recrutement à proximité de ROK.
L'effecteur p140mDia est une protéine ubiquitaire qui lie la profiline de façon
constitutive et RhoA sous sa forme GTP in vitro (Watanabe e/ al., 1997). L'un
des rôles de la profiline est de favoriser la polymérisation de l'actine en
stimulant son activité d'échange ADP/ATP. p140mDia, profiline et RhoA
colocalisent aux sites de formation de replis sur la membrane et la
surexpression de p140mDia induit la polymérisation de t'actine. Ces faits
suggèrent un modèle où ta mobilisation de p140mDia par RhoA-GTP favorise
la polymérisation de l'actine au site d'activation en augmentant la
concentration locate de profiline. POR-1 est un effecteur de Rac-GTP dont
on sait encore peu de choses (Van Aetst et al., 1996). Cependant, une
version tronquée de la protéine inhibe la formation de replis membranaires,
suggérant que POR-1 puisse être un médiateur des effets de Rac sur le
cytosquelette d'actine. IQGAP interagit avec Cdc42 et Rac,
preférentiellement sous leur forme GTP (McCaltum et al., 1996). Chez la
levure, les protéines IQGAP participent à la cytokinèse (Machesky, 1998).
Une telle fonction chez les mammifères n'a pas encore été démontrée. Cet
effecteur lie directement l'actine dont il favorise la polymérisation in vitro
(Bashour et al., 1997). In vivo, IQGAP est présent aux zones de contact
intercellulaire. On le retrouve également au niveau des replis cellulaires, des
lamellipodes et des fitopodes, qui sont des structures contrôlées par Rac et
Cdc42. IQGAP lie aussi la calmoduline en absence de Ca2+, via un domaine
IQ, et cette liaison inhibe la polymérisation de l'actine. Ces résultats
suggèrent que IQGAP est un médiateur important des effets de Cdc42 et de
Rac sur le cytosquelette et que son activité est modulée négativement par la
calmoduline et positivement par le calcium.

D'autres effecteurs de Rhô régissent le métabolisme cellulaire des
lipides. Ainsi, l'immobitisation de RhoA sur support retient l'activité de la
phosphatidylinositol 4-phosphate-5 kinase (PIP-5K) et ce, indépendamment
de l'état nucléotidique (Ren et al., 1996). Cependant, la kinase n'est stimulée
que par la forme GTP de RhoA (Chong et al., 1994). De façon similaire, Rac
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interagit également avec cette kinase in vitro et in vivo (Tolias et al., 1995).
L'un des produits de l'activation de PIP-5K est le phosphatidylinositol
biphosphate (PIP2) et ce lipide influence directement plusieurs des protéines
associées à la polymérisation de l'actine (Stossel, 1993). Il en découle que le
contrôle du niveau de PIP2 par Rhô module très certainement l'état
d'organisation du cytosquelette.

L'immobilisation de Rac et Cdc42 sur support retient également
l'activité de la phosphatidylinositol 3-kinase (P13K) de manière GTP-
dépendante, suggérant une interaction de ces protéines Rhô avec la kinase
(Tolias et al., 1995). Cette kinase est composée d'une sous-unité régulatrice
de 85 kDa et d'une sous-unité catalytique de 100 kDa. p85 possède dans sa
structure un domaine GAP interagissant avec Cdc42, bien qu'aucune activité
GAP n'ait encore été démontrée (Zheng et al., 1994). Une interaction directe
a été rapportée entre Rac et p85 (Bokoch et al., 1996b), de même qu'entre
Ras et p100 (Rodriguez-Viciana et al., 1994). L'activité de la kinase n'est que
modestement influencée par sa liaison à Rac, suggérant que son rôle
principal soit de recruter P13K à certains sites particuliers (Bokoch et al.,
1996b). Le scénario inverse est aussi plausible et PI3K pourrait recruter Rac-
GTP. A l'appui de cette dernière hypothèse, lors de l'induction de replis
membranaires suite à une stimulation des fibroblastes par le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF), l'activation de Rac est consécutive
à l'activation de P13K par Ras. (Hawkins et a/., 1995; Rodriguez-Viciana et al.,
1996).

u

La phospholipase D (PLD) est également un effecteur potentiel des
protéines Rhô puisque son activité est stimulée par la forme GTP de RhoA,
Cdc42 et Rac in vitro (Hammond et al., 1997). Cependant, aucune interaction
directe entre la PLD et ces Rhô n'a encore été démontrée. En fait, le
stimulateur le plus puissant de la PLD est plutôt le facteur d'ADP-ribosytation
(ARF) qui est une autre petite protéine G (Frohman et Moms, 1996). Les
protéines ARF et Rhô agissent en synergie lors de l'activation la PLD,
suggérant une modalité d'action différente. Certaines données permettent de
croire que l'action de Rhô sur la PLD est indirecte, probablement assurée par
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FIGURE 3. Vésiculation des membranes golgiennes.
D'après Frohman et Morns (1996)

Légende: ARF= facteur d'ADP hbosylation; Cop/C= cotomères; PA= acide
phosphatidique; PC= phosphatidylcholine; PIP2= phosphatidylinositol
biphosphate; PKC= protéine kinase C; PLD= phospholipase D
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la production de phospholipides. L'activité de la PLD nécessite en effet la
presence de PIP2 (Liscovistch et al., 1994), dont la production par PIP-5K est
au moins partiellement contrôlée par Rhô (Chong et al., 1994). L'activation de
la PLD par faction coordonnée de Rhô et Arf permet le recrutement des
coatomères à l'origine de la vésiculation des membranes golgiennes (Fig. 3).

p67phox, une des composantes de la NADPH oxydase, est aussi un
effecteur de Rhô. La NADPhl oxydase est te système à l'origine de la bouffée
oxydative créée par le transfert d'électrons de la NADPH oxydase vers
l'oxygène 02 générant l'ion superoxyde 02". L'activation de la NADPH
oxydase assure la destruction des bactéries phagocytées par les leucocytes.
Le complexe de la NADPH oxydase est formé au total de quatre protéines: le
cytochrome b, les oxydases p47p/iox et p67phox, de même que Rac2. La
forme GTP de Rac2 interagit avec p67phox et possiblement aussi avec le
cytochrome b (Bokoch, 1995). Le système a pu être entièrement reconstitué,
ce qui prouve que ces quatre protéines sont nécessaires et suffisantes pour
en assurer l'activation in vitro. Dans ce système, Rac2, p47p/?ox et pQJphox
sont simultanément recrutées du cytosol vers la membrane, où Rac est
activée (Fig. 4). La translocation de Rac peut être bloquée par certains
inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase tel la génistéine, sans toutefois nuire à
celle de p47p/?ox et p67p/?ox, suggérant que Rac2 ne régule pas
['assemblage de la NADPH oxydase (Bokoch, 1995). Il est probable
cependant, que l'état nucléotidique de Rac2 détermine la capacité du système
à assurer le transfert des électrons, puisque la formation d'oxydant est
bloquée par l'ajout de rhoGDI, alors qu'elle est stimulée en présence d'une
rhoGDS (Mizuno étal., 1992).

pp70s6K est un autre effecteur de Rhô. Cette kinase phosphoryle une
des sous-unités ribosomiales en réponse aux agents stimulateurs de la
synthèse protéique tels l'insutine et les facteurs de croissance comme le
PDGF. pp70s6K est importante pour la progression normale du cycle
cellulaire au moment du passage de la phase G1 vers S. L'activité kinase de
pp7QS6K est stimulée in vivo, en présence de mutants activés de Cdc42 et
Rac (Chou et Blenis, 1996). De plus les formes GTP de Cdc42 et Rac lient

u



34

0

Q
» es

p91 p22111111111 yUj
s/ s

\\
//2Û2 2 2

p91 P'

©CB5
s/s/^ ^^ \

.0^'/s

aai

pffl

cytochrome ^555

ss
IË!*^^

l

Ftàrô
G

u

FIGURE 4. Formation du complexe de la NADPH oxydase durant la
phagocytose.

D'aprèsBokoch(1995)



35

n directement la forme non phosphorylée de pp7QS6K /n ^/vo et in vitro.
Cependant, l'interaction de la kinase avec Cdc42 ou Rac in vitro n'est pas
suffisante pour assurer son activation, suggérant la participation d'une kinase
reconnaissant le complexe. La PI-3K et/ou la phospholipase Cy (PLCy)
agissent en amont mais ne phosphorylent pas directement pp7QS6K \_Q
protéine kinase B (PKB) qui est régulée par P13K (Franke et al., 1995) serait
une bonne candidate pour cette fonction. L'association de Cdc42 et Rac à
pp7QS6K suggère que la famille Rhô participe à la régulation du cycle
cellulaire.

0

Le tout dernier effecteur, identifié à l'aide d'un système à double
hybrides utilisant RacGTP comme appât, est une protéine ubiquitaire baptisée
POSH en référence à la présence de quatre domaines SH3 (Tapon et al.,
1998). Son expression ectopique chez les cellules COS-1 active la cascade
kinase menant à la phosphorylation de JNK, tandis que ta microinjection de
POSH chez les firobtastes stimule la translocation du facteur de transcription
NF-KB vers le noyau cellulaire (Tapon et al., 1998). Ces fonctions sont
abrogées en présence d'un mutant Rac dont l'interaction avec POSH est
spécifiquement rompue. POSH est donc un médiateur des effets de Rac sur
la transcription cellulaire. De plus, la surexpression de POSH est un puissant
inducteur d'apoptose, suggérant que cette protéine soit un facteur important
dans la balance des signaux régissant la survie cellulaire.

Jusqu'à tout récemment, l'identification d'effecteurs a reposé
principalement sur leur capacité à interagir avec la forme GTP des petites
protéines G ciblées. Le dogme veut en effet que les petites protéines G, y
compris celles de la famille Rhô, fonctionnent selon un mode binaire, t'état
GDP étant inactif et l'état GTP actif. Compte tenu de résultats récents, ce
modèle est cependant de moins en moins satisfaisant. Par exemple, chez la
drosophile, l'expression neuronale de mutants dominants inactifs et actifs de
Rac engendre un même phénotype où la croissance de t'axone est bloquée
(Luo e/ al., 1994). Ceci suggère qu'un cycle rapide entre les formes GDP et
GTP de Rac soit essentiel à la réorganisation du cytosquelette au cours de la
croissance axonale. De plus, comme on l'a vu plus haut, certains effecteurs
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sont indifférents à l'état nucléotidique de la petite protéine G. Ceci a été
démontré pour p140mDia, PIP5-K, IQGAP et MEKK4. Il est intéressant de
noter qu'au moins trois de ces protéines sont reconnues pour participer à
l'organisation du cytosquelette d'actine. Une explication plausible serait que,
dans le contexte de l'organisation du cytosquelette, la forme GTP des petites
protéines G favorise la polymérisation de l'actine et la forme GDP sa
dépolymérisation. A l'appui de cette hypothèse, une étude réœnte montre
que la petite protéine G Bud 1 chez la levure possède deux états actifs (Park
et al., 1997). Sous sa forme GTP, Bud1 interagit préférentiellement avec
Cdc24, alors que sous sa forme GDP elle s'associe plutôt à Bem1. Cdc24 est
une rhoGDS permettant l'activation de Cdc42 et Bem1 est une petite protéine
G apparentée à Ras et participant à la réorganisation du cytosquelette. Le
cycle GDP-GTP chez Bud 1 permet la croissance par bourgeonnement au
cours de la phase végétative chez la levure. Si l'existence de deux formes
actives de petites protéines G se vérifiait chez les mammifères, il en
découlerait que de nombreux effecteurs liés à la forme GDP des protéines
Rhô sont encore à découvrir puisque la plupart des techniques d'identification
ont jusqu'à présent utilisé la forme GTP comme appât.

1.4 Fonctions cellulaires des protéines Rhô

1.4.1 Transmission des signaux

La cellule est constamment sollicitée par différents facteurs tels tes
hormones, les neurotransmetteurs, les chémoattractants, les facteurs de
croissance et les cytokines qui l'informent sur l'état de son environnement.
Les signaux ainsi transmis sont décodés par la cellule et acheminés le long
des voies de signalisation intracellulaire afin d'assurer une réponse
appropriée. Au moins deux de ces voies mobilisent les protéines Rhô: celle
des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques et celle des
récepteurs à activité tyrosine kinase.

1.4.1.1 Signalisation en amont
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1.4.1.1.1 Voie des protéines G hétérotrimériques

L'acide lysophosphatidique (LPA), la thrombine, l'endothéline, la
bombésine et l'angiotensine sont des stimuli mitogéniques reconnus pour
activer des voies de signalisation passant par les protéines Rhô, via des
récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (Narumiya, 1996).
Celles-ci sont des protéines membranaires liant le GTP, de poids moléculaire
plus élevé que celui des petites protéines G et constituées de trois sous-
unités nommées : a, p et y. Suivant leur activation par un ligand, les
récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques catalysent rechange du
GDP pour le GTP sur ces dernières. L'activation de la sous-unité a par le
GTP provoque la dissociation du complexe apy. Les intermédiaires entre
protéines G hétérotrimériques et monomériques sont encore mal définis mais
on sait cependant, que les dimères py transmettent certains signaux
provenant de récepteurs muscariniques vers c-Jun, via Rac et Ras (Coso et
al., 1996) (Fig. 5).

Ceci n'est pas sans rappeler ce qui se passe chez la levure, en
réponse au facteur d'accouplement a. Dans ce système, un facteur
d'échange (GDS) pour Cdc42 est recruté à la membrane par py via son
domaine plekstrine (PH), favorisant ainsi l'activation de la petite protéine G
(Zhao et al., 1995). Un mécanisme analogue est possible chez les
mammifères, puisque toutes les protéines GDS de Rhô possèdent un
domaine PH. Une interaction a d'ailleurs été rapportée in vitro entre les
protéines de fusion RhoA/Rac et une préparation purifée de la sous-unité py,
suggérant que l'activation de ces petites protéines G puisse se faire par leur
recrutement direct à la membrane (Harhammer et al., 1996).

D'autre part, la sous-unité Gais des protéines G hétérotrimériques et
Lsc/p115GEF coimmunoprécipitent dans les lysats de fibroblastes, en
presence d'ions AIF4~ activateurs des protéines G hétérotrimériques (Hart et
al., 1998). La liaison entre les deux protéines stimule l'activité d'échange de
Lsc/p115GEF envers RhoA. De plus, Lsc/p115GEF présente une activité
GAP envers Gais (Kozasa e/ al., 1998). La protéine Lsc/p115GEF est donc

u



38

n

0

simultanément une GAP et un effecteur de Gais, de même qu'une GDS pour
Rhô. Les interactions entre protéines G hétérotrimériques et Rhô se font
donc à plus d'un niveau et impliquent certaines sous-unités a en plus des
sous-unités py-

Une production de phospholipides pourrait également assurer le lien
entre les deux types de protéines G. Les données suivantes appuient cette
hypothèse: 1- une isoforme de PI3K est directement activé par les sous-unités
a ou py (Stephens et al., 1994; Stoyanova e/ al., 1995); 2- PIP3, le produit de
l'activité de œtte kinase, lie certains domaines SH2 (Rameh et al., 1995); 3-
plusieurs protéines régulatrices de t'activité Rhô possèdent un tel domaine
SH2. Sur la base de ces faits, il est possible d'élaborer un modèle où une
production locale de phospholipides commandée par une protéine G
hétérotrimérique permette de recruter Rhô au site d'activation, via une de ses
protéines régulatrices.

Une partie du signal mitogène relayé par les Rhô sur la voie issue des
protéines G hétérotrimériques est déviée vers Ras via une voie tyrosine
kinase (Fig. 5). Une transactivation du réœpteur à l'EGF est observée chez
les cellules Rat-1 stimulées par l'endothéline, par l'acide lysophosphatidique
ou par la thrombine (Daub et al., 1996). Par ailleurs, des études antérieures
font état d'une augmentation substantielle du niveau de phosphorylation de
She (un adaptateur de la voie tyrosine kinase) suite à une stimulation du
récepteur de l'acide lysophosphatidique, du récepteur a2-adrenergique ou
suivant l'expression de sous-unités py (Van Biesen e/ al., 1995). Cette
augmentation est sensible aux inhibiteurs de protéines G hétérotrimériques et
est bloquée de manière compétitive par la roexpression d'un peptide dérivé
de PY- La phosphorylation de She s'accompagne de la formation d'un
complexe Shc-Grb2-Sos à la membrane. Grb2 est un adaptateur assurant le
lien entre She et Sos via des domaines SH2 et SH3, tandis que Sos, qui est à
la fois une rasGDS et une rhoGDS, permet t'activation de Ras. L'identité de
la kinase responsable de la phosphorylation de She semble varier selon le
type de réœpteur initialement activé. Chez les myocytes stimulés par
I'angiotensine, She est phosphorytée par Fyn (Sadoshima et Izumo, 1996),
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alors que chez les lymphocytes, She est phosphorylée par Lyn suivant
l'activation des récepteurs muscariniques (Wan et al,, 1996). On ne sait
cependant pas encore à quel niveau exactement le signal menant à Rhô
bifurque vers œtte activité kinase en amont de ras, toutefois Sos a le
potentiel nécessaire pour assurer le lien entre les voies Ras et Rhô

1.4.1.1.2 Voie des tyrosines kinases

Les protéines Rhô sont également mobilisées en réponse aux facteurs
de croissance, qui eux signalisent via les récepteurs à activité tyrosine kinase.
La liaison d'un ligand (EGF, PDGF, FGF, insuline...) par un récepteur induit
un changement de conformation de son domaine extracellutaire permettant
son oligomérisation. L'activité kinase s'en trouve stimulée et le récepteur
s'autophosphoryle. Cette phosphorylation du réœpteur favorise son
interaction avec diverses protéines dont les domaines SH2 viennent lier les
résidus tyrosines nouvellement phosphorylés. Le signal est ensuite relayé par
une série d'adaptateurs et de molécules signalisatriœs, via des interactions
protéine-protéine, vers la petite protéine G Ras qui l'achemine vers la voie
MAPK menant au noyau. Au niveau de Ras, ou légèrement en amont, une
partie du signal bifurque vers Rhô de manière a coordonner les changements
morphologiques nécessaires à la croissance de la cellule.

On connaît peu de choses encore sur la manière dont les protéines
Rhô sont mobilisées sur la voie tyrosine kinase. Des études réœntes
semblent désigner Nck comme médiateur possible. Nck est un adaptateur
possédant trois domaines SH3 via lesquels il recrute ses effecteurs, suivis
d'un domaine SH2 pouvant lier les tyrosines phosphorylées. Comme on l'a vu
plus tôt, cette protéine lie certaines protéines reliées à l'activité Rhô, dont les
effecteurs WASP et PRK2, de même que PAK. De plus, WASP en
association avec Nck et Grb2 coprécipite avec le réœpteur à l'EGF suivant sa
stimulation par les facteurs de croissance (Rockow et al., 1997). Quant à
PAK, elle est recrutée à la membrane par Nck in vivo ce qui a pour effet de
stimuler son activité sérine/thréonine (Lu et al., 1997). Le recrutement de
protéines régulatrices de l'activité Rhô au voisinage de récepteurs tyrosine
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kinase activés pourrait assurer l'action des facteurs de croissance sur
l'organisation du cytosquelette.

1.4.1.2 Signalisation co-latérale

Les voies Ras et Rhô sont possiblement coordonnées par
l'intermédiaire d'interactions directes entre certaines de leurs protéines
régulatrices. Par exempte, p190 rhoGAP est phosphotyrosylée et se
complexe à p120 rasGAP suivant la stimulation de la cellule par les facteurs
de croissance (Settleman et al., 1992). De plus, l'expression d'un mutant
inactif pour p120 rasGAP a pour effet de rendre son association à p190
rhoGAP constitutive, ce qui cause la dissociation de certains éléments du
cytosquelette, suggérant que les effets de Ras sur la morphologie cellulaire
passent par l'association de ces deux GAP et la mobilisation des Rhô
(McGlade et al., 1993). Vav, qui possède un domaine rhoGDS coprécipite
avec l'adaptateur Grb2 situé en amont de Ras (Machide et al., 1995). Rai,
une petite protéine G, est reliée à Ras par son facteur d'échange (ralGDS)
(Spaargaren et Bischoff, 1994) et à la famille Rhô par un effecteur (RIP1) qui
possède une activité GAP dirigée vers Cdc42/Rac (Flores et al., 1995). PI3K
lie et active Ras via sa sous-unité catalytique, tandis que sa sous-unité
régulatrice possède un domaine rhoGAP (inactif?) qui lie Cdc42 et Rac. P13K
a également le potentiel de recruter certaines protéines rhoGDS à la
membrane via la production de phosphoinositides (Rameh et al., 1995). De
fait, t'activité rhoGDS de Vav et de Sos est directement contrôlée par les
produits de la P13K (Han et al., 1998; Chan et al., 1998). Dans te cas de Sos,
l'activation de la P13K par Ras permet de lever l'inhibition de l'activité rhoGDS
du domaine DH autrement réprimée par le domaine PH (Nimnual et al., 1998).
Ces faits suggèrent que les voies Ras et Rhô soient étroitement interreliées à
de multiples niveaux.

Les protéines Rhô ont également le potentiel de s'activer mutuellement
en cascade. Le mouvement cellulaire nécessite la formation de diverses
structures cytosquelettiques: production de filopodes exploratoires, extension
de lamellipodes permettant de prendre appui et formation de fibres de stress
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pour assurer la traction vers l'avant. Or, chacune de ces structures est sous
la responsabilité d'un membre désigné de la famille Rhô. Cdc42 se charge de
la formation des filopodes (Nobes et Hall, 1995b), Rac de celle des
lamellipodes (Ridley et Hall, 1992a) et RhoA de la formation des fibres de
stress et des plaques d'adhérence focales (Ridley et Hall, 1992b). Les trois
structures apparaissent en séquence suivant t'activation de Cdc42 chez les
fibroblastes (Article 1, fig. 4), tandis que l'activation de Rac induit ta formation
des deux dernières et que RhoA induit seulement ta dernière, suggérant
fortement l'existence d'une cascade d'activation Cdc42->Rac->RhoA (Nobes
et Hall, 1995b). La cascade est possiblement assurée par des interactions
protéine-protéine entre diverses protéines régulatrices de l'activité Rhô. Ost
est un médiateur potentiel puisqu'il présente la particularité d'etre à la fois
activateur pour RhoA/Cdc42 et effecteur pour Rac (Horii e/ al., 1994). Par
ailleurs, une étude récente basée sur l'utilisation de mutants actifs et inactifs
situe RhoG en amont de cette cascade chez les fibroblastes (Gauthier-
Rouvière et al., 1998). RhoG, dont le potentiel activateur sur les autres
membres de la famille Rhô s'exprime même en absence de facteurs de
croissance, requiert cependant l'intégrité des structures microtubulaires
suggérant que sa translocation de la périphérie nucléaire vers la membrane
plasmique soit prérequise à l'activation de la cascade. Ces résultats
suggèrent que chez les fibroblastes, une action concertée de plusieurs
protéines Rhô soit nécessaire au mouvement cellulaire.

La cascade d'activation n'est pas toujours directe. Chez les cellules
Rat-1, RhoA est activée par Rac selon le mode paracrine. L'activation de Rac
libère l'adde arachidonique qui est rapidement converti en leukotriènes
(Peppelenbosch et al., 1995). Ces leukotriènes sont libérés à l'extérieur de la
cellule, où ils stimulent subséquemment certains récepteurs cellulaires
couplés à RhoA.

1.4.1.3 Signalisation en aval

Tel que mentionné plus tôt, un nombre impressionnant d'effecteurs ont
été identifiés au cours des dernières années. L'existence d'effecteurs
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multiples appuie l'idée voulant que les protéines Rhô contrôlent plusieurs
voies de signalisation. Il devient notamment de plus en plus évident que
l'organisation du cytosquelette et la transmission de signaux vers le noyau par
les protéines Rhô empruntent des chemins différents. Ainsi, chez les
fibroblastes, une forme mutante de Cdc42 incapable de lier les effecteurs
WASP et PAK bloque le cheminement de signaux vers le noyau sans affecter
la formation de filopodes sous son contrôle (Lamarche et al., 1996).
Inversement, un autre type de mutation prévient la formation de œrtaines
structures cytosquelettiques tout en autorisant une transmission, cependant
réduite, des signaux vers le noyau.

Les voies reliant les Rhô au cytosquelette ont déjà livré suffisamment
de leurs secrets pour permettre l'élaboration de modèles qui seront discutés
plus loin. Les voies menant au noyau sont partiellement élucidées (Fig. 6).
Trois études publiées simultanément ont permis d'établir les premiers liens
(Coso et al., 1995; Minden et al., 1995; Hill et al., 1995). On y montre que
Cdc42 et Rac activent la cascade de protéines kinases de la famille
JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) de même
que celle de la famille p38/HOG, sans toucher à la voie ERK (extracellular
regulated kinase). Cependant, Rac semble avoir un rôle permissif pour
l'activation de ERK par Ras, puisque cette activité est inhibée par l'expression
d'un mutant Rac inactive (Frost et al., 1996). L'inhibition des voies JNK et
p38 fut démontrée par l'utilisation de mutants négatifs pour Cdc42 et Rac,
alors que l'expression des facteurs d'échange Ost et Dbl, au contraire, stimule
ces mêmes voies (Coso et al., 1995; Minden et al., 1995). Ces voies,
stimulées par les facteurs de croissance et les cytokines, convergent vers
l'activation du facteur de transcription SRF (serum response element) sur le
gène c-fos (Fig. 7). Les signaux acheminés par RhoA, en réponse à une
stimulation de la cellule par l'acide lysophosphatidique (LPA), sont aussi
dirigés vers SRF; cependant, la voie kinase est différente et demeure
inconnue. L'activation des voies JNK et p38 est reproduite en présence de
l'effecteur PAK intrinsèquement activé (Bagrodia et al., 1995b) ou surexprimé
(Frost e/ al., 1996), suggérant fortement que PAK soit mobilisé en aval de
Cdc42 et Rac, sur les voies menant à œs cascades de kinases. PAK n'est
cependant pas le seul médiateur, puisqu'une mutation de Cdc42 et Rac
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rompant les liens avec cet effecteur permet tout de même une stimulation
réduite de ces voies (Lamarche et al., 1996).

1.4.2 Transcription et cycle cellulaire

La participation des protéines Rhô à la régulation du cycle cellulaire fut
d'abord suggérée par l'action de la toxine C3 sur les cellules Swiss 3T3. Le
traitement cause l'arrêt des cellules en phase GI du cycle, indiquant que Rhô
est nécessaire à la progression 61 vers S ÇYamamoïo, 1993). En

contrepartie, l'injection de RhoA, Cdc42 et Rac intrinsèquement activées à
des fibroblastes stimule la progression des cellules vers la phase S,
supportant l'hypothèse d'un rôle des protéines Rhô dans les processus de
transformation (Oison et al., 1995). L'activation de Rhô permet en fait la
suppression de p21Waf1/cip1, un inhibiteur bien œnnu du cycle cellulaire,
dont l'expression est autrement induite par la forme activée de Ras (Oison et
al., 1998). De façon générale, les signaux mitogéniques provenant de RhoA,
Cdc42 et Rac sont acheminés au noyau par le biais des voies menant à JNK
et p38/HOG (Fig. 7) (Whitmarsh et al., 1997). Ces signaux convergent vers
SRF qui, complexé au facteur tertiaire (TCF), se lie à l'élément de réponse
sérique (SRE), un promoteur de transcription sur c-fos (Hill et al., 1995). La
voie Ras, pour sa part via ERK, active les facteurs de transcription du TCF
sur SRE. La convergence des voies Ras et Rhô sur SRE fournit une
explication au fait que Rac est nécessaire à la transformation par Ras. SRE
est donc de toute évidence un site d'intégration des signaux provenant de
stimuli variés.

u

RhoA, Cdc42 et Rac, mais non Ras, activent également le facteur de
transcription NF-KB lorsque surexprimées dans différentes lignées cellulaires
(Perona et al., 1997). Cependant, la stimulation de NF-KB en réponse au
facteur nécrosant des tumeurs a (TNFa) relève de RhoA et Cdc42 mais non
de Rac, comme le montre une étude réalisée avec des mutants négatifs. Le
mécanisme de stimulation implique la phosphorylation de la sous-unité
inhibitrice iKBa, ce qui libère NF-KB et permet la translocation de cette
dernière du cytosol vers le noyau, où elle active la transcription de gènes
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0 portant le site promoteur correspondant. L'activation de NF-KB par Rac lors
d'une stimulation par les cytokines fait plutôt appel à un mécanisme
d'oxydoréduction (Sulciner e/ al., 1996). NF-KB joue un rôle important dans la
regulation des fonctions immunitaires, dans la réponse inflammatoire et dans
rétablissement de la balance entre signaux mitogéniques et apoptotiques.
Ces résultats suggèrent que la famille Rhô occupe un rôle prépondérant dans
la commande de ces fonctions.

0

Un élément de régulation du cycle cellulaire vient de la liaison effectrice
de Cdc42 et Rac à la sous-unité de 70 kDa de la S6 kinase (pp70s6k) (Chou
et Blenis, 1996). Tel que mentionné précédemment, cette kinase est
responsable de la phosphorylation d'une sous-unité ribosomiale. L'inhibition
de l'enzyme supprime la biogenèse d'éléments de l'appareit transcriptionnel
nécessaires à la progression normale du cycle cellulaire. L'activation de la
kinase est facilitée suivant sa liaison aux formes intrinsèquement activées de
Cdc42 et Rac chez les cellules NIH 3T3 et cette stimulation est indépendante
de la voie JNK. La cotransfection de Dbl, une rhoGDS, produit le même effet
alors que des mutants négatifs pour Cdc42 et Rac préviennent la stimulation
de pp70S6k RhoA est sans effet sur la kinase. Ces études soulignent
l'existence de multiples voies d'activation de la transcription par les protéines
Rhô.

1.4.3 Apoptose

L'apoptose est une mort cellulaire civilisée. Au cours de l'apoptose, la
cellule se condense et se fragmente pour ensuite être rapidement
phagocytée, ce qui permet le recyclage du matériel cellulaire tout en évitant
de provoquer une réponse inflammatoire indésirable. La fonction de
t'apoptose est d'assurer l'élimination des cellules endommagées ou en
surnombre. La participation des protéines Rhô au phénomène apoptotique
est suggérée par des études de transfection. La surexpression de formes
intrinsèquement activées de Rac2 induit une atrophie du thymus par apoptose
des thymocytes chez des souris transgéniques (Lores et al., 1997).
L'apoptose par stimulation du récepteur Fas est au contraire inhibée en
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0 presence de formes inactives de Rac1 et Rac2 dans les cellules Jurkat
(Gutbins et al., 1996). Dans ta même foulée, la surexpression de la forme
normale de RhoA chez différentes lignées cellulaires augmente leur indice
apoptotique (Jiménez e^a/., 1995).

Les signaux permettant l'amorce du phénomène apoptotique ne sont
pas clairement identifiés mais pourraient provenir des facteurs de transcription
JNK ou NFKB, tous deux potentiellement activés par les protéines Rhô (Laçai,
1997) notamment par le biais de Rac et de son effecteur POSH (Tapon et al.,
1998). On sait cependant, que la fonction pro-apoptotique des protéines Rhô
nécessite un signal complémentaire qui est la production de céramides
(Esteve et al., 1995). Les céramides sont générés par l'action de la
sphingomyélinase, une phospholipase C spécifique à la sphingomyéline, qui
est un constituant phospholipidique des membranes plasmiques. La
sphingomyélinase est stimulée par RhoA sous certaines conditions (Esteve et
al., 1995). Les céramides ont la propriété d'inhiber la croissance cellulaire et
de favoriser l'apoptose. Ces études indiquent que différents membres de la
famille Rhô sont en mesure de participer à la fonction apoptotique.

1.4.4 Organisation du cytosquelette

La morphologie cellulaire est en constante réorganisation. L'adhérence
de la cellule à une matrice, ou au contraire sa motilité, ia œntraction et la

cytokinèse sont toutes des fonctions nécessitant la mobilisation et
l'assemblage d'éléments du cytosquelette pour former les structures
appropriées. La formation de ces structures est un processus dynamique
régulé par un cycle de polymérisation/dépolymérisation des fibres d'actine.

1.4.4.1 Polymérisation de l'actine

Les fibres d'actine se présentent sous deux formes, l'une monomérique
(actine-G) et l'autre polymérique (actine-F). En conditions normales, un
certain équilibre est maintenu entre les formes G et F. L'actine-G est
consen/ée sous forme monomérique par liaison à des protéines qui la

u
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n séquestrent. Les filaments d'actine-F sont stabilisés par des protéines qui
coiffent leur extrémité barbelée. Les protéines Rhô contrôlent possiblement ta
polymérisation de l'actine de deux façons: par ta production de PIP2 et par le
recrutement de la profitine (Fig. 8). La production de PIP2 est en effet
stimulée par la liaison de Rac à PIP5-K (Tolias et a/., 1995). Or, ce
phosphoinositide a la propriété de decoupler I'actine de œrtaines de ses
protéines protectrices, telles la getsoline et l'a-actinine (Hartwig et al., 1995).
Ceci suggère que la liaison de Rac à PIP5-K permet l'élongation de l'actine
par production de PIP2. A l'appui de cette hypothèse, Rac-GTP reproduit les
effets de la thrombine sur la polymérisation de l'actine et dans les deux cas le
phénomène est accompagné d'une hausse du niveau de PIP2 (Hartwig étal.,
1995). Une stimulation locale de la production de PIP2 par Rhô semble donc
être l'élément déclencheur de la polymérisation de l'actine.

Par ailleurs, RhoA activée a la possibilité de recruter la profiline par
l'intermédiaire de son effecteur p140mDia (Watanabe et al., 1997).
L'accumulation de profiline au site d'activation stimule la polymérisation de
deux façons. Premièrement, la profiline favorise rechange de l'ADP pour
l'ATP sur l'actine, ce qui diminue la concentration d'actine nécessaire à
l'initiation de la polymérisation (Cartier et Pantaloni, 1997). Deuxièmement, la
profiline agit en libérant l'actine de l'emprise de la thymosine p4, une protéine
séquestrante. Pour compliquer un peu les choses, la profiline lie PIP2. De
plus, cette liaison et celle de l'actine sont mutuellement exclusives (Gutkind et
Vitale-Cross, 1996). Le lien entre PIP2 et la profiline est œpendant rompu
suivant la phosphorylation de la PLCy, suggérant que les signaux provenant
des récepteurs à activité tyrosine kinase et ceux provenant de récepteurs
couplés aux protéines G puissent converger à ce niveau (Gutkind et Vitale-
Cross, 1996) (Fig. 8).

Une opportunité similaire est offerte à Cdc42 et Rac par leur effecteur
commun WASP. WASP montre une forte homologie de séquence avec
VASP, une protéine abondante au niveau de œrtaines structures du
cytosquelette et reconnue pour lier la profitine et réguler la polymérisation de
l'actine (Reinhard et al., 1995b). Par analogie, une fonction semblable a été
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0 proposée pour WASP. Pour confirmer cette hypothèse, une équipe a
surexprimé WASP chez différentes lignées cellulaires. La surexpression de
WASP entraîne la polymérisation de l'actine aux sites d'expression, en
presence de Cdc42, confirmant le rôle de WASP dans l'organisation du
cytosquelette (Symons e/ al., 1996). Le fait que WASP et p140mDia soient
deux protéines effectrices des protéines Rhô suggère la participation de ces
petites protéines G à la régulation de la polymérisation de l'actine. WASP
étant reliée à Cdc42 et Rac et p140mDia à RhoA, on peut conclure que
chacun des membres de la famille Rhô a la capacité d'induire la
polymérisation de l'actine au site d'activation qui lui est propre.

1.4.4.2 Contract! l ité et motilité

0

La stimulation de la cellule par certains agonistes provoque une
mobilisation du calcium, ce qui induit la kinase des chaînes légères de ta
myosine (MLC-K) à phosphoryler MLC (myosin light chain), stimulant ainsi
l'activité d'hydrolyse de l'ATP sur la myosine. Ceci favorise le déplacement
des têtes de myosine et leur interaction avec t'actine. La perte du phosphate
inorganique ramène la myosine, ce qui provoque le glissement des fibres
d'actine et de myosine l'une sur l'autre. Il en résulte soit une force de
contraction, soit une force de tension le long des fibres de stress, selon le
type de cellule. Les fibres de stress sont des structures essentielles à la
motilité cellulaire. Elles sont formées de longs câbles d'actine œnvergeant
aux points d'ancrage de la cellule à la matrice et fournissant une force d'appui
lors du déplacement cellulaire.

Un lien entre RhoA et ces structures a récemment été mis en évidence.
Une première étude a montré que l'action de ta myosine phosphatase est
régulée par l'association d'une de ses sous-unités (MBS) à Rho-kinase, un
effecteur de RhoA aussi appelé p160Rock, Rock-ll ou Rokoi (Kimura et al.,
1996). L'activité phosphatase de MBS, recrutée à la membrane par RhoA,
est en effet inhibée lors de sa phosphorylation par Rho-kinase. Une seconde
étude a montré que l'expression de Rho-kinase dans les cellules HeLa
provoque la formation de fibres de stress et de plaques d'adhérence suivant
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l'activation de la kinase, alors qu'un mutant négatif, sans activité kinase et
incapable de lier RhoA, ne peut induire la formation de telles structures
(Ishizaki et al., 1997). Enfin, une troisième étude a montré que Rho-kinase
pouvait également phosphoryter directement MLC indépendamment de MLC-
K (Amano et al., 1996). Ces résultats suggèrent que RhoA participe à la
contraction des fibres d'actine en modifiant l'état de phosphorylation des
chaînes légères de la myosine. RhoA agit par l'intermédiaire de l'effecteur
Rho-kinase qui phosphoryle directement MLC tout en inhibant sa
déphosphorylation par MBS (Fig. 9). Ces actions combinées ont pour effet
d'augmenter la sensibilité des myofilaments au Ca2+.

Un accroissement de la motilité cellulaire est également associé à
l'activation de l'échangeur Na-hl (NHE) par divers stimuli extracellulaires, tel
l'acide lysophosphatidique (LPA). Ce transporteur ubiquitaire (NHE) catalyse
['échange électroneutre de protons (H+) intracellulaires contre des ions
sodium (Na+) extracellulaires régulant par le fait même le pH et le volume de
la cellule (Noël et Pouyssegur, 1995). La voie de signalisation mobilisée par
LPA vers NHE fait intervenir la sous-unité Gais des protéines G
hétérotrimériques et la petite protéine G RhoA (Hooley et al., 1996; Vexler et
al., 1996). NHE est requis pour l'assemblage des fibres de stress et des
plaques d'adhérence, puisque la formation de ces structures commandée par
RhoA est inhibée en présence d'un inhibiteur spécifique au transporteur.
N H E est activé par phosphorylation et la kinase responsable de cette
modification vient d'etre identifiée comme étant p160Rock, un effecteur de
RhoA (Tominaga et al., 1998a). Ces résultats suggèrent que NHE soit un
élément important de ta réorganisation, du cytosquelette nécessaire à la
motilité et à la contractilité cellulaire sur la voie de signalisation de RhoA.

1.4.4.3 Adhérence au substrat

0

L'adhérence de la cellule à la matrice est assurée par les intégrines qui
sont des protéines transmembranaires formant des complexes multi-
protéiques reliés aux fibres d'actine, à la face interne de la membrane. Ces
complexes regroupent des protéines diverses telles ta vinculine, la tensine, la
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taline, la paxilline, p125FAK et l'a-actinine (Fig. 9). Ces points d'ancrage sont
Ie site d'aboutissement des fibres de stress. L'adhérence cellulaire et la
formation de ces structures sont stimulées par l'acide lysophosphatidique
(LPA). Chez les cellules Swiss 3T3, un traitement à la toxine C3 inhibe ces
réponses, alors qu'une injection de RhoA activée les stimule, suggérant
fortement la participation de cette petite protéine G (Ridley et Hall, 1992b).
L'utilisation d'inhibiteurs a de plus montré que l'échangeur Na-H, activé et
phosphorylé par p160Rock participe à l'adhérence cellulaire en favorisant
l'agrégation des intégrines (Tominaga et Barber, 1998b).

Les mécanismes moléculaires régissant l'agrégation sont toutefois
imparfaitement compris. Cependant, la microinjection d'anticorps anti-PIP2
empêche l'assemblage des structures associées aux points d'ancrage,
soulignant, encore une fois, l'importance de ce phosphoinositide pour
l'organisation du cytosquetette (Gilmore et Bumdge, 1996). En sa présence,
la vinculine change de conformation, ce qui a pour effet d'exposer ses sites
de liaison à la taline et à l'actine. PIP2 stimule également la liaison de l'a-
actinine à la PKN, un effecteur de RhoA, suggérant que l'effet des protéines
Rhô sur l'assemblage des complexes d'adhérence soit modulé par ce
phosphoinositide (Mukai étal., 1997).

Quoiqu'il en soit, il semble de plus en plus évident que les protéines
Rhô contrôlent la polymérisation de l'actine et son organisation en structures
complexes par des voies différentes. De fait, une inhibition de la
polymérisation de l'actine par la cytochatasine n'entrave pas l'induction de
['adherence des lymphocytes par Rhô (Tominaga et al., 1993). À l'inverse, il
est possible d'inhiber la formation des plaques d'adhérence et des fibres de
stress, par mutation de p160Rock, un effecteur de RhoA, sans empêcher la
polymérisation de l'actine par RhoA (Ishizaki et al., 1997). De plus, l'injection
de diverses chimères Rac/RhoA à des cellules Swiss 3T3 a révélé que la
région C-terminale de RhoA était responsable de la formation des plaques
d'adhérence, alors que la région dite effectrice est réputée être plutôt située
en N-terminal (Diekmann et al., 1995). Ceci suggère l'existence de domaines
multiples pouvant interagir simultanément avec différents effecteurs sur tes
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protéines Rhô. La région N-terminale commanderait la polymérisation de
l'actine, tandis que ta région C-terminale serait responsable de l'organisation
des structures cytosquelettiques spécifiques à chacune des protéines Rhô.

1.4.5 Cytokinèse

La cytokinèse est le processus de séparation du cytoplasme survenant
lors de la mitose. Le clivage est assuré par la contraction d'un anneau
composé de fins filaments d'actine et de myosine. La participation de RhoA à
la cytokinèse fut d'abord suggérée par l'apparition de cellules géantes
multinucléées au sein de cellules en culture traitées à la toxine C3 (Rubin et
al., 1988). Les expériences reprises sur des œufs fertilisés en présence de
C3 et de rhoGDI confirmèrent que ta cytokinèse était bien inhibée sans
toutefois affecter la division nucléaire (Kishi et al., 1993). Le marquage des
œufs à la phalloïdine (un ligand spécifique à l'actine) révéla que l'anneau
contractile était absent chez les œufs traités. Ces résultats suggèrent que
RhoA puisse régir la formation de cet anneau lors de la division cellulaire. Ils
indiquent également que RhoA a la possibilité d'aiguiller t'assemblage de
fibres d'actine vers différentes structures selon la phase du cycle cellulaire.
La présence de fibres de stress maintient la cellule en contact étroit avec son
support en phase G1. A rentrée en phase M, la cellule s'arrondit, révélant la
perte de ces structures, alors que les fibres d'actine sont mobilisées pour la
formation de l'anneau contractile. La nature du signal moléculaire à l'origine
de ce remaniement synchronisé du cytosquelette d'actine par RhoA demeure
floue, mais pourrait impliquer l'effecteur PAK.

1.5 Pathologies associées aux protéines Rhô

L'importance physiologique des protéines de la famille Rhô se reflète
dans le nombre croissant et la variété des pathologies leur étant associées.
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1.5.1 Pathologies congénitales

La dysplasie faciogénitale ou syndrome d'Aarskog-Scott se traduit par
des malformations multiples touchant le développement des structures
squetettiques et urogénitales. L'analyse généalogique suggère une
transmission récessive liée au chromosome X. Le gène responsable code
pour FGD-1, une protéine d'échange nucléotidique pour Cdc42, soulignant la
participation de cette petite protéine G au développement embryonnaire
(Fastens et al., 1994).

Le syndrome de Wiskott-Aldrich est associé à une mutation du gène
codant pour WASP, un effecteur de Cdc42 et Rac. Cette pathologie, de
transmission héréditaire liée au chromosome X, est associée à des désordres
immunologiques résultant de l'activité dysfonctionnelle des lymphocytes T,
des neutrophiles et des plaquettes. Chez les patients atteints du syndrome, la
morphologie des lymphocytes est altérée, suggérant que WASP participe
normalement à l'organisation du cytosquelette de ces cellules (Kirchhausen et
Rosen, 1996). A l'appui de cette hypothèse, la surexpression de WASP dans
les cellules Jurkat induit la formation d'amas d'actine potymérisée qui
colocalisent avec cette protéine (Symons et al., 1996). Le phénomène est de
surcroît aboli par ta coexpression d'un dominant-négatif pour Cdc42,
suggérant que WASP soit une composante du cytosquelette dont l'interaction
avec l'actine est contrôlée par Cdc42.

Le retard de développement intellectuel lié au chromosome X est une
condition hétérogène où le problème cognitif est le seul dénominateur
commun chez les individus touchés. Un des gènes impliqués dans ce
syndrome code pour l'oligophrénine-1, une protéine à activité rhoGap (Biltuart
e/ al., 1998). La protéine est fortement exprimée au niveau du cerveau fœtal,
suggérant une mobilisation des protéines Rhô au cours du développement
neuronal.

u
La surdité progressive congénitale débute par une perte de l'audition

des basses fréquences dès l'âge de 10 ans. A 30 ans, les individus atteints
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ont développé une surdité totale bilatérale. Homme et femme sont touchés et
la gène est dominant. Au niveau physiologique, les structures membranaires
de la cochlée sont affectées. Le gène responsable de cette surdité code pour
p140mDia, un effecteur de RhoA (Lynch et al., 1997). Une mutation
ponctuelle engendrant une forme tronquée de p140mDia est présente chez
les individus atteints. Cette protéine est connue pour lier la profiline et
favoriser la polymérisation de l'actine (Watanabe et al., 1997). P140mDia est
ubiquitaire, cependant le problème d'audition est la seule manifestation
pathologique associée à ta forme tronquée suggérant que l'oreille interne soit
particulièrement sensible à la désorganisation du cytosquelette d'actine.

1.5.2 Pathologies vasculaires

L'hypertrophie cardiaque peut être artificiellement recréée par
stimulation des cardiomyocytes à l'aide d'agonistes ai-adrénergiques, tel la
phényléphrine. La stimulation par les agonistes provoque des changements
morphologiques accompagnés de l'activation de gènes codant pour l'ANF et
la chaîne légère des myosines. Ces réponses sont abrogées par
l'administration de ta toxine C3, suggérant la participation de RhoA, RhoB ou
RhoC (Sah e? a/., 1996).

L'hypercontractilité du muscle lisse est cause d'hypertension. Par
ailleurs, la contractilité du muscle lisse est régulée au niveau cellulaire par la
conœntration de Ca2+ et la sensibilité des myofilaments au Ca2+. Tel que
mentionné plus haut, RhoA peut modifier la sensibilité des myofilaments en
augmentant le niveau de phosphorylation des chaînes légères des myosines
via I'effecteur p160Rock. Le développement d'un inhibiteur spécifique de
l'activité kinase de p160Rock a récemment permis de démontrer l'implication
des protéines Rhô dans différents modèles d'hypertension chez le rat.
L'inhibition de p160Rock chez les rats hypertendus normalise en effet leur
tension artérielle (Uehata et al., 1997).

;
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1.5.3 Cancer

RhoA et Rac sont reconnues depuis quelque temps déjà pour présenter par
elles-mêmes un potentiel faiblement oncogénique (voir article 1).
Récemment, il est devenu évident que Cdc42 possède le même potentiel
puisque les cellules surexprimant une forme intrinsèquement activée de
Cdc42 croissent indépendamment de leur attachement à la matrice
extracellulaire (Qiu e/ al., 1997; Lin et al., 1997). Par ailleurs, les inhibiteurs
de la farnésyttransférase bloquent la transformation induite par Ras avec une
cinétique correspondant à une inhibition de RhoB plutôt qu'à celle de Ras elle-
même, suggérant que RhoB puisse être un joueur important dans ce type de
transformation (Lebowitz et al., 1995). D'autre part, certaines protéines
régulatrices de l'activité Rhô sont directement responsables de
transformations malignes. Ainsi Bcr, une GAP pour Cdc42 et Rac, est
impliquée dans une translocation chromosomiale à l'origine de leucémies
myélogéniques et lymphoblastiques (Lugo et al., 1990). De plus, de
nombreuses rhoGDS sont également des oncogènes (Tableau II).

Un des rôles des protéines Rhô au cours de la prolifération cellulaire
semble être de supprimer l'expression de p21waf1/ciP1, un inhibiteur du cycle
cellulaire (Oison et al., 1998). Les protéines Rhô contribuent également à
l'invasion métastatique par l'intermédiaire de Tiam-1, une GDS pour RhoA,
Cdc42 et Rac. L'expression rétroviralement assistée d'une forme tronquée de
la protéine chez les cellules T lymphomateuses leur confère en effet un
caractère invasif (Habets et al., 1994). Enfin, une des voies par lesquelles les
Rhô influencent le développement des cellules cancéreuses passe sans
doute par les intégrines. Les intégrines en tant que médiatrices de
rattachement cellulaire sont des facteurs importants de l'invasion
tumorigénique (Vamer et Cheresh, 1996). De plus, l'expression de certains
types d'intégrines est associée à l'angiogénèse tumorale (Friedlander et al.,
1995). Le fait que les protéines Rhô affectent directement les fonctions des

D
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intégrines en stimulant la formation des complexes d'adhérence focale
(Hotchin et Hall, 1995) et en modifiant l'avidité des intégrines pour la matrice
extracellulaire (Laudana et al., 1996) évoque un lien entre intégrines, Rhô et
cancérisation.

TABLEAU VI. Pathologies associées aux protéines Rhô

Pathologies Rhô Cdc42 Rac

0

Dysplasie faciogénitale — X
Syndrome de Wiskott-Aldrich — X
Retard mental lié au chromozome X X
Surdité progressive congénitale X
Transformation maligne XXX
Leucémies myélogéniques et lymphoblastiques — X X
Lymphomes diffus des lymphocytes B XXX
Invasion tumorigénique/métastases XXX
Hypertrophie cardiaque X
Hypertension X

1.6 Le rein

1.6.1 Physiologie rénale

Jusqu'à 1700 litres de sang transitent quotidiennement par le système
rénal. De ce total, 180 litres de plasma par jour sont filtrés par les gtomérules
rénaux. Cependant, l'urine produite dépasse rarement 2 litres par jour en
conditions normales. Ceci illustre le travail énorme de réabsorption accompli
par le rein. Quelques substances présentes dans le filtrat, comme la
créatinine, ne sont pas réabsorbées. Les autres sont réabsorbées soit
passivement, comme t'urée, répondant strictement aux gradients de
concentration, soit activement, comme le glucose. Dans ce dernier cas, la
réabsorption est saturable et lorsque la limite est atteinte, l'élimination urinaire
croît avec la concentration plasmatique. Le tubule renal peut également

u
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excréter passivement ou activement certaines substances. C'est te cas des
ions hydrogène et potassium et de certains anions et cations organiques tels
la pénicilline et ta morphine exogènes.

Le rein est un organe essentiel au maintien de l'homéostasie (Tableau
VII). Il régule le volume, l'osmotarité, la composition en minéraux et l'acidité
du sang en ajustant l'excrétion d'eau et d'électrolyte de façon à assurer
l'équilibre nécessaire au bon fonctionnement des divers organes et cellules de
l'organisme. Il contribue à la detoxification de l'organisme, en éliminant les
déchets métaboliques tels que l'urée, l'acide urique, la créatinine, les produits
de dégradation de l'hémoglobine et divers autres métabolites. Il participe à
l'élimination de xénobiotiques tels que drogues, pesticides, additifs
alimentaires et leurs métabolites. Le rein a aussi une fonction endocrine et
sécrète trois hormones qu'il déverse dans la circulation sanguine. Ce sont la
rénine, l'érythropoïétine et la 1,25-dihydroxyvitamine DS. La rénine est une
enzyme protéolytique qui, une fois libérée dans la circulation sanguine, permet
ta formation d'angiotensine, une hormone régulant la tension artérielle.
L'érythropoïétine est une hormone peptidique stimulant la production des
globules rouges au niveau de la moelle osseuse. La 1,25-dihydroxyvitamine
DS est formée à partir de la vitamine D. Cette hormone stimule l'absorption
du calcium et du phosphate par l'intestin. Une dernière fonction rénale est la
gluconéogenèse. En période de jeûne prolongé, le rein synthétise du glucose
à partir d'acides aminés et d'autres précurseurs. Le glucose ainsi produit est
libéré dans le sang. Dans ces conditions, la production rénale de glucose
peut atteindre jusqu'à 20% de celle du foie, pour une même période de temps.

L'unité fonctionnelle du rein est le néphron. Chaque rein en compte
entre 1,000,000 et 1,500,000 chez l'humain. Le néphron comporte deux
parties: le glomérule et le tubule. Le glomérule est l'organe filtrant. Il est
composé d'un enchevêtrement de petits vaisseaux sanguins alimentés par
une artériole afférente et drainé par une veinule efférente, et de la capsule de
Bowman qui enveloppe l'amas vasculaire tout en s'ouvrant sur le tubule. Le
tubule est l'organe fonctionnel du rein. Il comporte plusieurs segments. En
partant du glomémle, on retrouve d'abord le tubule contourné proximal, situé
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dans la partie corticale du rein. C'est la zone préférentielle de réabsorption
active du sodium filtre. La réabsorption de ce sel permet le co- et le contre-
transport de diverses molécules et a pour effet de créer un gradient osmolaire
transépithétial favorisant la reabsorption simultanée de l'eau. Vient ensuite
l'anse de Henlé, en forme d'épingle à cheveu, qui plonge vers la région
médullaire du rein pour ensuite remonter jusqu'au cortex. La branche
descendante est perméable à l'eau, alors que la branche ascendante,
imperméable à l'eau, réabsorbe le sodium. L'accumulation de sodium,
générée par la branche ascendante dans la medulla, crée un appel d'eau au
niveau de la branche descendante, ce qui favorise ta réabsorption de ce
dernier élément. Au moment où elle quitte l'anse de Henlé, l'urine a déjà
restitué près de 95% de l'eau et des sels filtrés par le glomérule. Le tubule
contourné distal et le tube collecteur, sous contrôle hormonal, se chargent par
la suite de la régulation fine de la réabsorption de ces deux éléments.

TABLEAU VII. Fonctions rénales

0 Regulation de l'équilibre hydrique, électrolytique et acido-basique:
-sodium/chlorure/eau
-calcium/potassium
-bicarbonate/C02

Detoxification du sang:

Sécrétion d'hormones:

-excrétion de déchets métaboliques
-excrétion de toxines et de xénobiotiques

-rénine

-érythropoïétine
-1,25-dihydroxyvitamine DS

Gluconéogenèse -en période de jeûne

u
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1.6.2 La cellule épithétiate

Le tubule rénal est tapissé sur toute sa longueur d'une seule œuche de
cellules épithéliales. Ce type de cellule est hautement polarisé. Les
domaines apical et basolatéral se distinguent nettement par leur composition
protéique et lipidique. Le domaine apical fait face à la lumière du tubule et
présente de nombreuses microvillosités formant une bordure en brosse ayant
pour effet d'augmenter la surface de contact avec te milieu extérieur. On y
trouve les canaux, les transporteurs et les protéases nécessaires à la
réabsorption de l'eau, des ions et des macromolécules. Les niveaux de
cholestérol et de sphingomyéline y sont élevés, assurant une forte étanchéité.
Le domaine basolatéral voisine le système sanguin. Il contient dans sa
structure la plupart des récepteurs néœssaires à l'intégration des signaux
véhiculés par les hormones et les facteurs de croissance libérés par le
système sanguin. La Na+K+ATPase, un transporteur actif localisé à la
membrane basolatérate, génère et maintient le gradient électrochimique de
sodium utilise par plusieurs transporteurs apicaux. Cette membrane est
enrichie en phosphatidylcholine et en phosphatidylinositol, ce qui lui confère
une bonne fluidité, facilitant ta diffusion. Les deux domaines sont délimités
par des jonctions serrées (zonuta occludens) formant une barrière étanche
sur la face latérale de la cellule (Fig. 10).

L'établissement et le maintien de la polarité des cellules épithéliales
sont assurés par œrtaines structures du cytosquelette et par un ciblage
spécifique des composantes membranaires. La polarisation cellulaire dépend
notamment des contacts celtule-cellule et cellule-substrat (Fig. 10). Les
cellules adjacentes sont maintenues en contact étroit par liaison de leurs
cadhérines respectives. La portion intracellulaire des cadhérines interagit
avec le cytosquelette d'actine via les caténines et la plakoglobine.
L'ensemble forme la zonula adhérons. L'attachement de ta cellule à la lame
basale est assuré par les intégrines. Ces glycoprotéines transmembranaires
se lient aux protéines de la matrice extracellulaire. Le domaine intracellulaire
des hétérodimères d'intégrine s'associe au cytosquelette d'actine via une
collection de protéines cytosoliques incluant la taline, la tensine, la vinculine,
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FIGURE 10. La cellule épithéliale rénale.
D'aprèsCanttey(1996)
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0 l'a-actinine, la paxiline, la zixine et la kinase d'adhérence focale (FAK).
L'ensemble forme les plaques d'adhérence (focal adhésion) où viennent
s'ancrer les fibres de stress d'actine. La formation des complexes
d'adhérence et des fibres de stress est régulée par des signaux
extracellulaires et intracellulaires auxquels participent les petites protéines G
de la famille Rhô.

1.6.3 Les petites protéines G dans le rein

Chacune des familles de petites protéines G est représentée dans te
tissu epithelial rénal. Cependant, t'importance du cytosquelette pour le
maintien de la polarisation cellulaire néœssaire aux fonctions rénales laisse
soupçonner que la famille Rhô y occupe une place prépondérante. De fait,
RhoA, Cdc42 de même que leur protéine régulatrice GDI y sont
abondamment exprimées (Boivin et Béliveau, 1995). RhoA et Cdc42 sont
immunodétectées au niveau des membranes basolatérales et apicales, de
même que dans ta fraction cytosolique où une portion des deux protéines est
associée au cytosquelette (Boivin et Béliveau, 1995). Toutes deux sont
transferees de ta fraction soluble vers la fraction membranaire en présence de
GTPyS, un analogue non-hydrolysable du GTP. En revanche, l'ajout de GDI
exogène permet leur extraction de la membrane apicale. Ce cycle de
localisation est une caractéristique importante de RhoA et Cdc42 et constitue
probablement te pivot de leur activité.

1.6.4 La carboxyméthylation des protéines rénales

Les protéines RhoA et Cdc42 rénales sont méthylées en C-
terminal au cours de leur maturation. Cette réaction est stimulée en présence
de GTPyS et favorise l'ancrage membranaire des œs petites protéines G.
L'enzyme catalysant cette réaction, une prénylcystéine méthyltransférase
(PCMT) est œpendant strictement membranaire et aucune activité PCMT en
presence d'acétylfamésylcystéine (AFC), un substrat synthétique, n'est
observée dans la fraction cytosolique du tissu rénal.
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Une autre activité de méthylation des protéines, identifiée comme étant
celle de l'isoaspartyle carboxyle méthyltransférase (PIMT), est cependant
observée au niveau de la fraction soluble du cortex rénal. L'enzyme reconnaît
spécifiquement les résidus aspartyles inhabituels résultant de l'isomérisation,
de la désamidation et de la racémisation de résidus aspartyles et
asparagines. Ces altérations affectent les protéines au cours du
vieillissement cellulaire.

u

La PIMT catalyse le transfert de groupements méthyles provenant de la
S-adénosyl-L-méthionine, vers la fonction carboxylique portée par la chaîne
latérale des résidus ainsi altérés. Cette méthylation constitue la première
étape de leur reconversion vers une forme normale (Fig. 11). Le large
éventail des protéines ainsi méthylées et la nature des résidus impliqués
suggèrent que cette méthyltransférase participe au recyclage de protéines
endommagées.

L'enzyme est ubiquitaire. Néanmoins, et contrairement à ce qui est
observé pour d'autres tissus, son activité est stimulée au niveau de la fraction
soluble du cortex rénal en présence de GTPyS (Gingras et Béliveau, 1992;
Pelletier et al., 1996). Cette modulation par le nucléotide guanylé suggère
fortement la participation d'une petite protéine G. En plus de son rôle lié au
vieillissement et à la réparation des protéines endommagées, la méthylation
des résidus isoaspartyles présente donc un potentiel régulateur des fonctions
cellulaires du tissu rénal. La signification physiologique du phénomène
demeure œpendant à établir.

1.7 Hypotheses de travail et objectifs expérimentaux

1.7.1 Hypotheses de travail

De manière générale, l'activité des petites protéines G est gouvernée
par leur état nucléotidique. Elles sont inactives lorsque liées au GDP et
actives lorsque liées au GTP. Le passage de l'un à l'autre état induit un
changement de conformation favorisant leur interaction avec des partenaires
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spécifiques. Les complexes ainsi formés favorisent ou inhibent la
transmission de signaux à l'intérieur de la cellule. Ces protéines
signalisatrices sont donc essentielles au maintien des fonctions cellulaires.

L'activation des petites protéines G se fait au niveau des membranes
cellulaires. Dans le cas des membres de la famille Ras, l'isoprénylation suffit
à assurer leur acheminement à la membrane à laquelle elles demeurent
associées. La situation est différente pour les protéines de la famille Rhô,
RhoA et Cdc42. Même lorsque post-traductionnellement matures, on les
retrouve de manière importante dans la fraction cytosolique, maintenues sous
forme inactives par leur association avec la protéine GDI. Puisque tes
enzymes nécessaires aux modifications post-traductionnelles des protéines
Rhô sont membranaires, sauf les isoprényltransférases qui sont solubles, la
presence de formes matures de ces protéines au niveau de la fraction soluble
témoigne du fait qu'elles peuvent être extraites des membranes cellulaires par
un mécanisme encore mal défini auquel participe ta protéine GDI.

Tel que souligné en introduction, les protéines de la famille Rhô
assurent des fonctions variées répondant à divers stimuli nécessitant leur
mobilisation en des points cellulaires précis. Selon toute vraisemblance, les
complexes Rho/GDI présents dans la fraction soluble constituent une réserve
pouvant être mobilisée dans le temps et l'espace. Afin d'etre activées les
protéines Rhô doivent être réacheminées à la membrane et leur association à
GDI rompue. La protéine GDI est donc un élément clé du contrôle des
fonctions des protéines Rhô.

1.7.2 Objectifs expérimentaux

L'objectif principal ayant guidé la réalisation de nos travaux a été la
caractérisation des mécanismes moléculaires régissant t'activité des petites
protéines G de la famille Rhô. Ces protéines gouvernent l'organisation du
cytosquelette d'actine, qu'elles restructurent en fonction des besoins de la
cellule. Le rein est un excellent modèle pour réaliser cet objectif. Le tissu
epithelial rénal est en effet composé de cellules hautement polarisées,
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présentant l'avantage de pouvoir être fractionnées en œmpartiments
subcellulaires distincts. Le maintien de la polarité cellulaire est essentiel aux
bon fonctionnement de l'organe et repose sur une organisation bien
structurée du cytosquelette. Les petites protéines G de la famille Rhô sont
donc susceptibles d'y jouer un rôle important. De fait, on les retrouve en
abondance dans le tissu rénal. RhoA et Cdc42 s'y déplacent entre
compartiments membranaires et fraction soluble avec l'aide de leur protéine
régulatrice GDI. Nous nous sommes penchés sur l'étude des mécanismes
gouvernant le cycle de localisation de œs deux petites protéines G, partant
de l'hypothèse qu'il est vraisemblablement une des clés du contrôle de leur
activité. Nous avons complété cette étude par une analyse des voies de
signalisation impliquées dans la stimulation par les petites protéines 6 d'une
activité de méthylation des protéines sur résidus isoaspartyles.

u
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0 Regulation of cytoskeletal functions by Rho
small GTP-binding proteins in normal and
cancer cells1

Dominique Boivin, Diane Bilodeau, and Richard Béliveau

0

Abstract: The actin cytoskeleton is involved in numerous cellular functions such as cell motility, mitoeenesis, moqîhology,
miiscle contraction, cytokinesis, and establishment of cell polarity. The members of the Rho subfamily of small GTP-binding
proteins emerge as key regulators ofcytoskeleton organization. Rho, Rac, and CDC42 are implicated in the regulation ofactin
microfilament organizaûon of different cell structures, such as stress fibers linked to focal adhesions and membrane ruffles
induced by extracellular stimuli. Rho proteins also regulate the activity of several enzymes mvolved in the formation of
phospholipid derivatives, which could mediate their effect on the cytoskeleton. The activity ofRho proteins is regulated by
many nucleotide exchange factors and GTPase-activating proteins, some of which are oncogene products, and other
disease-associated proteins. The potential role of these small GTP-binding proteins in carcmogenesis is suggested by the actin
reorganization seen m transfonning cells and by Ae need for fiincrional Rho proteins in Ras mitogemc activation.
Key -words: GTP-bmding proteins, actin cytoskeleton, cell motility, polarity, morphology.

Résumé : L'actine participe à de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la motilité, la mitogénèse, la morphologie, la
contraction musculaire, la cytokuèse et rétablissement de la polarité des cellules. Les petites protéines G de la sous-famille
Rhô sont considérées comme des régulateurs clés de l'organisarion du cytosquelette. Rhô, Rac et CDC42 participent à la
regulation de l'organisation des microfïïaments d'actine de différentes structures cellulaires, telles que les fibres contractfles
liées aux plaques d'adhérence et les plis membranaires induits par des stimuli extracellulaires. Les protéines Rhô régulent
aussi l'activité de plusieurs enzymes impliquées dans la formation de dérivés phospholipidiques susceptibles de véhiculer leur
effet sur le cytosquelette. L'acrivité des protéines Rhô est régulée par de nombreux facteurs d'échange nucléotidique et par de
nombreuses protéines srimulatrices de l'activité GTPase, dont certains sont des produits d'oncogènes et d'autres des protéines
associées à diverses maladies. Le rôle possible, dans la carcinogénèse, de ces petites protéines se liant au GTP est suggéré par
la réorganisation de l'actine, observée dans les cellules transfonnantes, ainsi que par le besoin de protéines Rhô fonctionnelles
pour l'activation mitogèae de Ras.
Mots clés : protéines se liant au GTP, actine, motilité cellulaire, polarité, morphologie.
[Traduit par la Rédaction]

The cytoskeleton
The organization of the eucaryotic cell structure and functions
relies on the assembly and maintenance of a filamentous pro-
tein network called the cytoskeleton. This network extends
throughout the cytosol and is connected to the cell plasma
membrane. The cytoskeleton is composed of three different
types of fibers: microtubules, intermediate filaments, and
microfilaments (Carraway and Carraway 1989). These fibers
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fomi a complex dynamic structure, which responds to intracel-
lular and extracellular stimuli. Microtubules are formed by the
GTP-dependent linear polymerization of a-and P-tubulin.
They provide a track for motor protein driven vesicle cargo and
also play a role in the establishment of cell polarity (Lafont
et al. 1994). Intermediate filaments are particularly stable
fibrillar structures, which provide mechanical strength. Dif-
ferent types of intennediate filaments have been described,
including nuclear lamins, vimentin-like proteins. keratins, and
neuronal intermediate filaments. Microfilameats, which are
important for cell movement, are composed ofactin subunits,
whose polymerization requires ATP.

Actin polymerization occurs beneath the cell surface and
creates various tridimensional structures, depending on the na-
ture of the associated actin-binding proteins (Bretscher 1991).
Contractile bundles are generated when actin filaments are
loosely linked by a-actinin allowing insertion of myosin II.
Tight parallel bundles are fanned when fimbrin, a much
smaller globular protein, is associated with microfilaments.
Finally, cross-linking of actin filaments by filamin dimers
gives a loose gel-like organization. The different filament ar-
rays are linked to specific cell surface structures that partici-
pate in different functions. Contractile bundles fomi stress
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Fig. 1. Feahires of Rhô GTP-bmding proteins. Regions Gl to G5 are highly conserved and essential for nucleotide binding and hydrolysis.
Most divergence occurs at the C-terminus in the hypervariable region. All Rho proteins are geranylgeranylated and methylated except RhoB,
which is modified by either a famesyl or a geranylgeranyl group, methylated, and further modified by a palmitoyl group.
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fibers at the focal contact between the cell surface and the
extracellular matrix or between adjacent cells. Focal adhesion
of the cell to the supporting matrix is mediated by trans-
membrane integrins and an infracellular attachment complex
formed by talm, paxillin, and vinculin (Burridge et al. 1988).
Similarly, adjacent cell-cell anchoring junctions are assured
by transmembrane cadherms and a complex formed ofcatenm,
plakoglobin, and vmculin (Geiger and Ginsberg 1991). Bun-
dies ofactm filaments are linked to these complexes ofattach-
ment proteins through oc-actmin. In addition to their anchoring
role, focal adhesions can serve, at the matrix level, as a traction
base for cell movement and, at the cell-cell connection, as a
cement diiring morphogenesis. Because some of theu- protein
components are kmases, focal contacts also participate m cell
signaling (Ridley and Hall 1994). Tight bundles underlie
surface protrusions forming lamellipodia, fïlopodia, and
microvilli. Lamellipodia and filopodia are polarized m the di-
rection of the cell movement in which they participate. Mi-
crovilli are abundant in epithelial cells, where they increase the
apical absorption siirface. The gel-like actm network sustains
the cell cortex and seems to be involved m the cytoplasmic
streaming delivery ofmetabolites. Small GTP-binding pro-
teins of the Rho subfamily have recently been shown to control
the complex organization of polymerized actin (Hall 1994).

Small GTP-binding proteins
Small GTP-bmding proteins form a large family of more than
50 members classified into five subfamilies: Ras, Rhô, Rab,
Arf, and Ran (Hall 1990; Bourne et al. 1991; Wagner and
Williams 1994). Members of the Ras superfamily share many
characteristics, including sequence homology and similar mo-
lecular weights (20-25 kDa) and the ability to bind guanine
nucleotides and hydrolyze GTP (GTPase activity). Theu- C-ter-
minus is post-translationally modified by prenylation, removal
of three amino acid residues, and carboxyl methylation of the
cysteine residue. In addition to theu- common set of stmcural
features, small GTP-binding proteins have distinct cellular
functions: Ras-related proteins are involved in cell growth and

proliferation (Lowy and Willumsen 1993), Rhô in cell mor-
phology (Hall 1990), Rab and Arf in vesicle transport (Balch
1990), and Ran in protein import into the nucleus (Moore
andBlobeI1993).

Rhô small GTP-binding proteins
The Rho small GTP-bmding protein subfamily is composed of
RhoA, RhoB, RhoC, and the related Racl, Rac2, CDC42 (also
named G25K), RhoG, and TC 10 (Nobes and Hall 1994). These
proteins are structurally similar (40-95% of identity at the
amino acid level) and very similar in size ( 1 90-195 amino acid
residues). RhoA, RhoB, and RhoC are 80% identical with
each other, but they differ at the C-termmus (Fig. I): RhoA and
RhoC possess a polybasic domain analogous to K-RasB,
whereas RhoB, like N-Ras/Ha-Ras, displays rwo potential
palmitoylation sites. RhoA and CDC42 are widely distributed
in mammalian tissues (Olofsson et al. 1988; Polakis et al.
1989), but RhoB is more abundant in the brain (Boivin and
Béliveau 1995; Zalcman et al. 1995) and Rac2 is predomi-
nantly found in hematopoietic cells (Didsbury et al. 1989). The
intracellular localization ofRhoA, RhoB, and RhoC has been
studied by immunofluorescence in Rat-2 fibroblast cells
(Adamson et al. 1992e). A small fi-action ofRhoA and RhoC
is localized in the plasma membrane, but these proteins are
found primarily in the cytosol, while RhoB is associated wiA
endosomes and a pre-lysosomal compartment. CDC42 is
foimd m abundance in the cytosol and membranes of many cell
types (Evans et al. 1986; Waldo et al. 1987; Polakis et al.
1989; Maltese and Sheridan 1990; Backlund 1992; Gingras
and Béliveau 1994; Boivin and Béliveau 1995). Subcellular
distribution of Rhô proteins has also been studied in rat kidney
cortex cells (Boivin and Beliveau 1995). In these polarized
cells, RhoA and CDC42 are found in higher amounts in the
cytosol than in the total membrane fi-action, but these proteins
are highly enriched in purified preparations of brush-border
(luminal) and basolateral (antiluminal) plasma membranes.
Rhô proteins are virtually absent from mitochondria and nu-
clei, with the exception ofRacl, which is detected predomi-
nantly in the mitochondria.
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Fig. 2. Processing of small GTP-binding proteins contaming a CXXX C-tenninal motif. PP, pyrophosphate; X, any amino acid; Cys, cysteine;
AdoMet, 6'-adenosylmethionine; AdoHcy, j'-adenosylhomocysteine.

Cytoplasm
NH'2'

A^A^sA^spp
A^À^^Â^A^-pp
Farnesyl-PP (C15) or
Geranylgeranyl-PP (C20)

NHg-

^Cys-XXX
SH

Isoprenyltransferase

pp,

CH3ÛH HgO

Cys-XXX

XXX NH,
A^^^\g/

Protease

••••••••ffff
i •T1l

^
/

n••
Cys-COO-

Methylesterase

AdoMet Ado.Hcy

,̂Cys-COOCH3
s,C-terminal carboxyl

methyltransferasemrrmmîmî-rrtr—T
'"robra"'i.i—.11—.?—iiiiiiiiiil...ii^uliiil

RJio and Rac regulate distinct cellular events mvolving re-
organization of the cytoskeleton induced by growth factors: the
assembly of focal adhesions and actm stress fibers in fi-
broblasts by Rho (Ridley and Hall 1992) and membrane ruf-
fling by Rac (Ridley et ai. 1992). In addition to its role in the
regulation ofactin polymerization, Rac is an essential compo-
nent of the NADPH oxidase catalyzed superoxide aaion
production by ueutrophils and macrophages (Abo et al. 1991;
Knaus et ai. 1991). CDC42 is essential for the generation of
cell polarity and bud site assembly in yeast cells (Dmbin 1991).

Post-translational modifications of Rho-related proteins
Like many other members of the Ras superfamily, Rho pro-
teins possess the C-terminal sequence motif CXXX (where
C is a cysteine and X is any amino acid) that acts as a signal for
three sequential post-translational modifications (Fig. 2)
(Clarke 1992). The nature of the C-terminal residue appears
to determine the specificity of Ae prenylation modification:
proteins that end with a leucine residue are geranylgeranylated,
while others ending with a senne, alanme, glutamine, or
methionme residue are farnesylated. Newly synthesized small
GTP-binding proteins, found in the cytosol, are first modified
by the addition of a famesyl (C 15) or geranylgeranyl (C20)
isoprenyl group to the sulfhydryl group of the cysteine residue.
The prenylated protein is then modified by the cleavage of the
last three C-tenninal amino acid residues, and finally, the a-
carboxyl group of the cysteine is methylated. RuoA and RuoC
are modified by a geraaylgeranyl group and carboxyl methyla-
tion, whereas RhoB is modified by eiAer famesyl or geranyl-
geranyl groups, and is carboxyl methylated (Adamson et al.

1992û;). CDC42 is geranylgeranylated and carboxyl methyl-
ated CVamane et al. 1991). RhoB is the only member of the
subfamily that was found to be further modified by palmitoy-
lation. These post-translational modifications are essential for
binding to membranes, cellular localization, and for the inter-
action of Rhô, Racl, and CDC42 with Rho GDP-dissociation
inhibitor (RhoGDI) and Rho GDP-dissociation stimulator
(RhoGDS) (Takai et al. 1992). They are not required for
GTPase activity, but are essential for biological function.
Clostridium botulinum C3 exotoxin ADP-ribosylates
asparagine in position 4l of Rhô (A, B, and C), resulting in the
inhibition of biological activity. This toxin has provided a
powerful tool to study specific cellular functions of Rho pro-
teins since ADP-ribosylarion does not occur on CDC42 and
only very little on Rac at asparagine 4l (Aktories and Hall
1989;Sekineetal. 1989).

Regulation of Rhô protein activity
Rhô proteins are found in an active form (bound to GTP)and
in an inactive form (bound to GDP) (Fig. 3). The interconver-
sion between these two forms is regulated by three kinds of
regulatory proteins: GDP-dissociation stimulators (GDSs),
GDP-dissociation inhibitors (GDIs), and GTPase-activating
proteins (GAPs). Several acmal or potential GDSs, GDIs, and
GAPs specific for Rhô proteins have been identified (Table 1).
RhoGDI is found in the cytosol of most cell types, where it
forms heterodimers with RhoA, CDC42, or Rac. This regula-
tory protein inhibits the exchange of GDP for GTP and main-
tains many Rhô proteins in the cytoplasmic compartment as
soluble complexes. Two homologues of RhoGDI specifically

l 1996 NRC Canada
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0 Table 1. Regulators ofRho-related small GTP-binding proteins.
Regulatory protein In vitro specificity Tissue disfribution

e >

GTPase-activatuie proteins (GAPs)
pl90
RhoGAP
Bcr
Abr
pl22-RhoGAP
n- and P-chimaerin
Myr5
p85 (subunit of PI 3-kinase)
3BP-1

GDP-dissociarion stimulators (GDSs)
Ost(oncogene)
Dbl(oncogene)
Bcr
Vav (oncogene)
RasGRF
Ect2 (oncogene)
SmgGDS
FGD1
Tiam-1
Lbc

GDP-dissociation inhibitors (GDIs)
RhoGDI
Ly-GDI, D4

Rhô > CDC42, Rac
CDC42 > Rhô, Rac
CDC42, Rac
CDC42, Rac
Rhô (others ?)
Rac
Rio, CDC42 > Racl
No RhoGAP activity
Rac

RhoA, CDC42
RhoA, CDC42, Racl
nd
nd
nd
nd
Rhô, Rac, Ki-Ras, Rap
nd
Racl, CDC42>RhoA
RhoA

Rho(A, B, C), CDC42, Rac(l, 2)
RhoA (others ?)

Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous
Brain
Brain, other tissues ?
Brain, testes, respectively
Ubiquitous
Ubiquitous
Unknown

Brain, heart
Brain, adrenal glands, gonads
Ubiquitous
Hematopoietic cells
Braùi

Testes, kidney, spleen, liver
Ubiquitous
Ubiquitous
Brain, testes

Hematopoietic cells, muscle, heart and lung

Ubiquitous
Hematopoietic cells

Note: nd, activity not deteraiiiied.

Fig. 3. Regulation of Rhô small GTP-bindmg proteins by CDS,
GDI, and GAP. GDI, GDP-dissociation inlubitor; CDS,
GDP-dissociation stùnulator; GAP, GTPase-activating protein.
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expressed in hematopoietic cells, Ly-GDI and D4, were simul-
taneously cloned by two independent groups (Lelias et al.
1993; Scherle et al. 1993). Dbl and Ost, two oncogene prod-
ucts, stimulate nucleotide exchange on various members of the
Rhô family, whereas SmgGDS is not only an effective stimu-
lator for Rhô protems but also for Rap and Ras (Hiraoka et al.
1992.). Other putative GDS proteins have been identified on
the basis of a sequence of about 250 amino acids, known as the
Dbl homology sequence (DH domain for Dbl homology).

Cellular functions regulated by Rho
proteins

Regulation of stress fibers and Hlopodia and
lamellipodia formation

Rhô, Rac, and CDC42 regulate distinct cellular events mvolv-
ing the reorganization of the actin cytoskeleton in fibroblasts
(Table 2): the assembly of focal adhesions and stress fibers by
Rhô (Ridley and Hall 1992) and formation oflamellipodia and
membrane ruffles by Rac (Ridley et al. 1992) and filopodia by
CDC42 (Kozma et al. 1995; Nobes and Hall 1995). Impor-
tantly, it was found that these three small GTP-bmding pro-
teins are activated in a cascade (Fig. 4): activation ofCDC42
leads to the activation ofRac and subsequently to that ofRho
(Nobes and Hall 1995). Rac activation leading to lamellipodia
fonnation is stimulated by platelet-derived growth factor (PDGF)
and insulm, Rho-mediated formation of stress fibers and focal
adhesions is stimulated by lysophosphatidic acid, and CDC42-
mediated formation offilopodia is promoted by bradykinm.

Regulation of enzymes involved in phospholipid
metabolism

Rhô proteins have been recently shown to regulate the activity
of enzymes implicated in the formation of phospholipid
signaling molecules. RhoA activates phospholipase D in rat
liver plasma membranes (Malcolm et al. 1994). Membrane-
associated phospholipase D activity is stimulated by GTPyS, a
non-hydrolyzable analog ofGTP. This stimulation is inhibited
by coincubation of plasma membranes with RhoGDI, which
binds to and extracts the small GTP-binding proteins RhoA
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Table 2. Cellular functions ofRho-reIated proteins.
Specificity Stimuli

Stress fiber fomiadon
Lamellipodia fonnation
Filopodia formation
Regulation ofphospholipase D
Regulation of PIP 5-kinase
Regulation ofmyosm-related proteus

Rhô
Rac
CDC42
Rhô
Rhô
Rhô, CDC42, Rac

Lysophosphatidic acid
PDGF, insulm
Bradykinin
Unknown
Unknown
Unknown

Fig. 4. Biochemical pathways mvolvmg Rho-related GTP-bmding proteins.
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and CDC42, but not Racl, from the membranes. Addition
of RhoA to RhoGDI-treated membranes reestablishes the
GTPTS-stimuIated activity, whereas CDC42 and Arf have no
effect and Racl is only partially effective. No precise function
has been attributed to phospholipase D, but the product, phos-
phatidic acid, may serve as a second messenger in a transduc-
tion pathway, as is the case for other phospholipase products.

Rhô also regulates phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase
(PIP 5-kmase), an enzyme implicated m the synthesis of the
major phospholipase C substrate, phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP^) (Chong et al. 1994). PIP 5-kinase activity
is stimulated by GTP-/S, and this effect is abolished by Rho-
specific ADP-ribosylation with C. botulinum C3 exotoxin.
RhoA with GTP'/S stimulates PIP 5-kinase activity, whereas
GDP is less effective. Microinjection of C3 exotoxin in C3H
10T'/2 cells inhibits the calcium mobilization induced by
PDGF or thrombm. Microinjection of a constitutively active

form of RhoA (RhoAV14) increases PDGF-induced calcium
mobilization in nonadherent Swiss 3T3 cells. These results
clearly show that Rho is involved in the regulation of the syn-
thesis ofphosphatidylinositides and strongly suggest Aat these
messenger molecules may mediate the action ofRho proteins
on Ae cytoskeleton.

Cancer and Rhô proteins
Involvement of RJio in the cell cycle
The involvement of the Rho proteins in cytoskeletal reorgani-
zation induced by growth factors makes them strong candi-
dates to be a link between cell division regulation and cell
shape reorganization pathways. Involvement in cell growth
control is supported by the identification ofRhoB and RhoG
as early and late genes induced after Ae addition of growth
factors m fîbroblasts (Jahner and Hunter 1991; Vincent et al.
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1992). Transient accumulation ofRhoB in the S phase of the
cell cycle and a vesicular localization in stimulated HeLa and
PC 12 cell lines suggest a role in the recycling of cytoskeletal
components occiuring during this phase (Zalcman et al. 1995).
Increased transcription ofRhoB ùi NIH3T3 cells is also ob-
served following exposure to ultraviolet light. However, the
mduction pathway differs from that of growth factors. PKA
and PKC mediate the ultraviolet-induced transcription of
RhoB, while tyrosine kinase activity is implicated in the other
case (Fritz et al. 1995). Cell arrest in the G l ^ S transition
phase, following injection of C. botulinum C3 exotoxin into
fîbroblasts, also supports the involvement of Rho in cell cy-
cling but does not allow for discrimination between RhoA,
RhoB, and RhoC (Yamamoto et al. I993). Rac2, whose
expression is restricted to hematopoietic cells, responds to mi-
toeenic signals by a late and relatively stable increase in its
mRNA levels, probably consecutive to interleukin production
(Reibeletal. 1991).

Transforming activin- of Rho
The oncogenic potential ofRho is still controversial. A con-
stitutively activated mutant of RhoA failed to induce any
transforaied phenotype m NIH3T3 fîbroblasts (Avraham and
Weiaberg 1989). However, amplification of the Rho gene via
cotransfection allowed growth to a higher saturation density,
with reduced dependence on serum. Moreover, injection of
fibroblasts overexpressing RhoA was tumorigenic iD nude
mice (Avraham 1990; Perona et al. 1993). Finally, when de-
prived of serum, these cells underwent apoptosis m a manner
similar to that of cells expressing c-myc or p53 (Jiménez et al.
1995).

An activated Raclvl- mutant displayed all the hallmarks of
a transformed phenotype, including growth to a higher satura-
tion density, reduced dependence on serum, and ability to grow
on soft agar. These Raclvl2-expressing Imes were tumorigenic
when injected into nude mice. Racl appears to act downstream
of Ras, since cotransfection with H-Rasv12 and the dominant
negative RaclNI7 resulted in a dose-dependent inliibition of the
Ras-mduced focus formation. The Rac pathway diverges from
the Map kinase pathway at the Ras level, since RaclN17 could
not inhibit RafCAAX-induced transformation, while Raclv12
acted syiiergistically with RafCAAX m focus fonnation (Qui
et al. 1995). The fact that RhoB is required for Ras- but not
Raf-mduced oncogeaic transformation was demonstrated m a
sùnilar way (Prendergast et al. 1995).

Rhô and Ras pathways are interconnected
A link between Ras and Rhô signalling pathways was sus-
pected long ago, from the observation that ras-transformed
cells show increased membrane mffling and motility (Bar-Sagi
and Feramisco 1986). One possible connection was suggested
by the finding thai pl 90, which has GAP activity toward Rho
proteins, can associate with pl 20 RasGAP, as demonstrated by
co-immunoprecipitation (Settleman et al. 1992). Ras and Rac
pathways may also be linked to tyrosine kinase receptors via
the Grb2 adaptor protein, since growth factor induced mem-
brane mffling, but not stress fiber formation, was inhibited in
the presence of anti-Grb2 antibodies (Mamoka et al. 1993).
Phosphatidylinositol (PI) 3-kinase is another potential media-
tor ofRas-Rac interactions. Ras was reported to bind and ac-
tivate PI 3-kinase (Rodriguez-Viciana et al. 1994) and, on the

other hand, the p85 subunit of PI 3-kinase has a RhoGAP ho-
mology sequence, even though no RhoGAP activity could be
demonstrated. PI 3-kinase may also regulate actin polymeriza-
tion since a number ofactin-binding proteins bind to phosphoi-
nositides in vitro (Stossel 1993). In addition. Rai may bridge
Ras and Rho pathways. Ral is a ubiquitous small GTPase of
unknown function, which shares 50% sequence homology
with Ras. Its specific guanine nucleotide exchange factor
RalGDS associates with activated Ras (Hofer et al. 1994;
Spaargaren and Bischoff 1994). Interestingly, a Ral efFector
named RLIP76 (also called RIP 1), with a RhoGAP se-
quence similarity, showed in vitro GAP activity toward
CDC42 and Racl (Park and Weinberg 1995; Flores et ai.
1995). Nevertheless, the association between RLIP76 and
GTP-Ral had no effect on the GTPase activity ofRal and the
RhoGAP activity ofRLIP76. By analogy with Ras-Raf, it was
proposed that Ral may serve to recruit or sequester RLIP76
away fi-om the Rho protems.

Rhô and oncogenes
The finding that several Rho regulatory proteins, mostly
guanme nucleotide exchange factors (GEFs), are encoded by
potential oncogenes reinforces the hypothesis ofRho involve-
ment in carcinogenesis. The dhl oncogene is the prototype. Its
oncogenic potential was recognized by transfection of
NIH3T3 cells with DNA isolated fi-om a human diffuse B-cell
lymphoma (Eva and Aaronson 1985). The link with small
GTP-binding proteins came with the demonstration that the dhl
product catalyzes nucleotide exchange (GDP to GTP) on
CDC42, therefore activating it (Hart et al. 1991). A domain of
238 ammo acids is essential both for the transformmg and GEF
activities ofDbl (Hart et al. 1994). This domain, named the
Dbl homology domain (DH), is shared by other oncogene
products, includmg Ost (Horii et al. 1994), Lbc (Zheng et al.
1995), Ect2 (Miki et al. 1993), Vav (Katzav et ai. 1994),
Tiam-1 (Habets et al. 1994), and Bcr (Diekmann et al. 1991).
GEF activity toward Rhô was demonstrated for Ost, Lbc, and
Tiam-1, while Bcr showed a GAP activity. Despite their close
association with Rhô, Ect2 and Vav failed to stimulate Rho
nucleotide exchange. In these later cases, the Rho pathway
might still be activated by recruitment of a third component.
Those oncogenes may also possess GEF activity toward a still
unidentified member of the Rho family. They may also serve
to titrate the Rho protems, allowing switching to other pathways.

Rhô and cell adhesion
An important characteristic of transformed cells is their de-
creased adhesion to the exbracellular matrix. This results fi-om
a disorganization of focal adhesion complexes whose assem-
bly is under the control ofRho-rclated proteins (Bumdge et al.
1988; Nobes and Hall 1995). Protein tyrosùie kinases ppl25FAK
and pp60src and the tyrosine kinase substrate paxillin are asso-
ciated with these sfructures. Extracellular matrix adhesion re-
suits in their increased tyrosine phosphorylation provided that
the actin cytoskeleton is intact (Burridge et al. 1992; Seckl
et al. 1995). A change in their phosphorylation status could
therefore account for decreased adhesive properties of cancer
cells. In support of this assumption, blockade of focal adhesion
was achieved by tyrosine kinase inhibitors (Ridley and Hall
1994; Biuridge et al. 1992). Moreover, GTPyS could stimulate
tyrosine phosphorylation of both ppl25FAK and paxillin, and
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r-^ Table 3. Physiological roles and pathologies associated with Rho-regulated cytoskeletal organization.
Diffuse B-cell lymphoma
Leukemia (Philadelphia translocation)
Faciogenital dysplasia
T lymphoma invasion and metastasis
Egg activation
Bone résorption
T-cell polarization

The dhl oncogene product is a GDS for CDC42, Rho and Rac.
The Bcr product is a GAP for CDC42 and Rac.
The defective gene, FGD1, encodes a protein with homology to CDS proteins.
The Tiam-1 invasion-inducing gene encodes a protein with homology to CDS proteins.
Anti-Rho antibodies block the sperm-induced activation ofascidian eggs.
Rho-specific C3 exotoxin inhibits cytoskeletal organization m osteoclasts.
CDC42 regulates the polarization of T cells toward antigen-presenting cells.

this via a Rho protein, since it was prevented by a pretreatment
of the cells wiA C. botulinum C3 exotoxin (Seckl et al. 1995).
Thus, Rho appears to be crucial for cell adhesion properties.

Physiological roles and pathologies
involving the regulation of cytoskeletal
functions by Rhô proteins

Blood platelets undergo changes in morphology upon stimula-
tion by agents generated by tissue injury. These morphological
changes, mvolvmg filopodia and lamellipodia, are physiologi-
cal events but are also responsible for thromboses associated
with pathological states. Rac has recently been shown to be an
essential regulator of actm reorganization through the throm-
bin receptor (Hartwig et al. 1995). Uncapping of F-actin is
stimulatedby a constitutively active forai ofRac (Raclvl2)'and -
by the thrombin receptor activating peptide (TRAP). Rac and
TRAP also induce PI(4.5)P2 synthesis in platelets. These re-
suits suggest that production of phosphoinositides is m-
volved in Rac-regulated actin reorganization in platelets.

The involvement of Rho in bone résorption in osteoclasts
was demonstrated using the C3 ADP-ribosyltransferase fi-om
C. botulinum (Zhang et al. 1995). Treatment of osteoclasts
with the C3 toxin disrupts the ringed structure ofpodosomes,
composed of F-actin and other cytoskeletal proteins, and in-
hibits pit fonnation.

A protein (FGD1) with strong homology with the exchange
factors of the Dbl family has been reported as the defective
protein in the faciogenital dysplasia (Aarskog-Scott syn-
drome), a rare X-linked developmental disorder that leads to
facial, skeletal, and urogenital anomalies (Fastens et al. 1994).
The deduced amino acid sequence reveals additional features
such as two potential SH3-binding sites and a cysteine-rich
zinc finger-like region. The exact role of the FGD 1 protein in
this disease remains to be established, but the study of FGD 1
may provide important information concerning the roles that
Rhô proteins and their regulatory proteins play in signal
transducrion in general and, more specifically, in mammalian
development.

Regulation of cell polarization by the small GTP-binding
CDC42 was first demonstrated in the budding yeast (Johnson
and Pringle 1990). A similar role for CDC42 in mammalian
cells was recently demonstrated in T cells (Stowers et al.
1995). By using mutants of CDC42 stably transfected in
T cells it was shown that this small GTP-binding protein regu-
lates the polarization of both actin and microtubules toward
antigen-presenting cells. This is the first report of a role for a
Rlio-related protein in the regulation of microtubule reorgani-
zation. Other functions regulated by Rho-related proteins m-

elude secretion in mast cells (Price et al. 1995), smooA muscle
contraction (Hirata et al. 1992), and cytoplasmic division
(ICishietal. 1993).

Conclusions
Rhô proteins are involved in a variety of physiological roles
(Table 3). Rhô régulâtes numerous cellular events involved in
the maintenance of cell morphology and motiliiy through re-
organization of actin filaments. Except for Myr5, a myosin-
related protein recently identified as a RhoGAP (Reinhard
et al. 1995), du-ect links between Rhô and the cytosleletoa are
still missing. However, there is growmg evidence that produc-
tion ofphosphoinositides under Rho control may contribute to
actin cytoskeleton rearrangements either by dù-ect interaction
with actin-binding protems or by recruitment of protein kmases.

Involvement of Rhô in oncogenesis is evidenced by its own
transfonning potential and by its close connecrion to Ras. In
fact, Rho is essential for Ras-mduced transfomiaiion. The re-
cent identification ofapaAway linking Rhô to gene transcrip-
tion through the c-Jun N-terminal kmase cascade, in synergism
with the MARK cascade activated by Ras, may explam the
morphological changes affecting transformed cells (Hill et al.
1995; Coso et ai. 1995; Minden et al. 1995). In addition, Rùo
activity itself is regulated by potential oncogenes. One of them,
Tiam-1, is an invasion-inducing gene (Habets etal. 1994). Rhô
may also be implicated in the increased mobility seen in me-
tastasis through its control of the assembly of focal adhesions.
Studies on the Rho proteins should lead to a better under-
standing of the phenomena involved in metastasis. One inter-
esting avenue would be a search for a possible implication of
Rhô in angiogenesis. Some growth facrors are known to be
strong inducers of blood vessel proliferation. Since Rho pro-
teins can be activated by growth factors (Ridley 1994) and
since some receptors are physically associated with the actin
cytoskeleton (van Bergen en Henesouwen et al. 1992), Rhô
proteins could be a potential target for the design of dmgs to
reduce tumor-associated angiogenesis.
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OBJECTIFS

La mobilité des protéines RhoA et Cdc42 entre fractions soluble et
membranaire est un facteur important pour le contrôle de leur activité. Des
travaux antérieurs réalisés par divers laboratoires ont montré que la protéine
rhoGDI a la capacité d'extraire RhoA et Cdc42 des membranes cellulaires in
vitro,. Cependant, on connaît peu les mécanismes moléculaires régissant le
cycle de localisation des protéines Rhô. Nous avons donc mis au point un
essai de solubilisation des protéines RhoA et Cdc42 de la membrane à
bordure en brosse rénale par la protéine de fusion GST-GDI dans le but de
caractériser de manière systématique les facteurs influençant leur extraction.
Nos résultats ont mis en évidence une inhibition de l'activité de solubilisation

de rhoGDI envers RhoA et Cdc42 en présence de concentrations
physiologiques de sel, suggérant que l'activité de rhoGDI est étroitement
régulée.
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SUMMARY

The Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) is an ubiquitously expressed

regulatory protein involved in the cycling of Rho proteins between membrane-

bound and soluble forms. Here, we characterized the Rho solubilization

activity of a GST-GDI fusion protein in a cell-free system derived from rat

kidney. Addition of GST-GDt to kidney brush border membranes resulted in

the specific release of Cdc42 and RhoA from the membranes, while RhoB and

Ras were not extracted. The extraction of Cdc42 and RhoA by GST-GDI was

dose-dependent and saturable; about 50% of both RhoA and Cdc42 were

extracted from brush border membranes whereas the remaining proteins were

tightly bound and could not be sotubilized by repeated GST-GDI treatment.

This result demonstrated that kidney brush border membranes contained two

populations of RhoA and Cdc42. Furthermore, the GST-GDI sotubilizing

activity on membrane-bound Cdc42 and RhoA was found to be extremely

sensitive to KCI concentrations and was completely abolished at physiological

conditions of salt and temperature. This inhibitory effect of ionic strength on

GST-GDt releasing activity was obsen/ed with all tissues examined,

suggesting that the shuttling activity of GDI upon Rho proteins is normally

downregutated under physiological conditions. When using bead-immobilized

GST-GDI, KCI did not reduced the binding of Rho proteins. However,

washing brush border membranes with KCI prior treatment by GST-GDI

inhibited the extraction of Rho proteins. Taken together, these results

suggest that the binding of GDI to membrane-bound Cdc42 and RhoA occurs

easily under physiological ionic strength œnditions but that a complementary

factor is required in order to extract these proteins from membranes.
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INTRODUCTION

The mammalian Rhô family of small GTP binding proteins is composed

of RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoH/TTF, Rad, Rac2, RhoG, TC10

and Cdc42 (Foster et al. 1996; Murphy et al. 1996; Hall 1998). Rhô proteins

are ubiquitously expressed. First recognized as key regulators of the

cytoskeletal organization (Boivin et al 1996; Gutkind and Vitale-Cross 1996),

Rhô proteins were then implicated in tumor formation and metastasis

O^oshioka et al. 1998) and are now known to participate in the control of cell

cycle progression (Oison et al 1995; Molnar et al. 1997) and gene activation

(Vojtek and Cooper 1995; Denhardt 1996; Kyriakis and Avruch 1996; Perona

étal. 1997)

Aside from RhoE, which is permanently activated (Foster et al. 1996),

the Rho proteins cycle between a GDP-bound inactive and a GTP-bound

active form. Interconversion between the GDP and GTP-bound forms is

controlled by three classes of regulatory proteins. The GDP-dissociation

stimulators (GDS) catalyze the exchange of GDP for GTP. The GTPase-

activating proteins (GAPs) activate the rate of GTP hydrolysis on Rho proteins

while the GDP dissociation inhibitors (GDI) inhibit nucleotide exchange.

u

A plethora of GAPs and GDSs have been identified, some of which are

specific for one member of the Rho family while others exhibit multiple

specificities (Boivin et al 1996; Cerione and Zheng 1996). Similarly, more

than 15 effectors of Rhô proteins were identified over the past two years

(Narumiya 1996). But surprisingly, only three RhoGDIs have been identified
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so far. GDI (GDI-1) was first isolated as a ubiquitous cytosolic protein with an

apparent molecular mass of 27-28 kDa (Fukumoto et at 1990; Leonard et al.

1992) although the gene encodes for a protein of 23 kDa. GDI-1 is capable of

acting upon RhoA, Cdc42, Rac1 and Rac2. Then a homologous cDNA was

cloned by subtractive hybridization and the corresponding protein was named

GDI/D4 (Lelias et al. 1993). The cytosolic GDI/D4 (Ly-GDI, GDI-2) acts upon

the same Rhô substrates as GDI, but its expression is restricted to

hematopoietic cells (Lelias et al. 1993; Scherie et al. 1993). A third

membrane-bound GDI named GDIy (GDI-3) was reœntty identified and is

prominently expressed in human brain and pancreas where it binds to RhoA

and Cdc42 (Adra et al. 1997). A murine equivalent was also described which

binds RhoB and RhoG (Zalcman et al. 1996). The wide distribution of GDI-1,

compared to GDI-2 and GDI-3, points to this protein as a major regulator of

the multiple functions of Rho proteins.

(J

Rhô proteins are assumed to cycle between particulate and cytosolic

compartments, the movement largely relying on the presence of GDI

(Narumiya 1996). According to the current model, the GDP-bound form of

Rhô proteins is maintained as an inactive cytosolic 1:1 complex with GDI.

Upon activation, GDS stimulates the dissociation of GDP from Rho proteins,

allowing loading of GTP and translocation to the membrane where Rho

interacts with specific effectors. GAPs catalyze GTP hydrolysis, which is

followed by uncoupling from the effector. The inactivated Rho is finally

extracted from the membrane by GDI and again retained in a GDI-complex

until further recruitment through another cycle of membrane attachment. This

model makes GDI a key component of Rho protein regulation by controlling
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their cellular localization, but little is known about the molecular mechanisms

responsible for the delivery and the extraction of Rho proteins at specific

activated sites in cell membranes.

0

Because of the marked polarization of its epithelium, the kidney

represents an excellent model for studying the cycling regulation of Rho

proteins. Previous reports from our laboratory have shown that RhoA and

Cdc42 are distributed in both the particulate and soluble fractions, in

association with GDI in the latter case (Gingras et at. 1993; Gingras and

Béliveau 1994; Boivin and Béliveau 1995). When co-incubated with rat

kidney brush border membranes (BBM) both cytosolic Cdc42 and RhoA

translocate to membranes (Gingras and Beliveau 1994; Boivin and Beliveau

1995). In the present paper, we used this cell free system derived from

kidney as a model to characterize different biochemical and physical factors

regulating the ability of GDI to dissociate membrane-bound Rho proteins.

u
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Materials and Methods

0

Materials

Male Sprague-Dawley rats (150-300 g) were obtained from Charles River (St-

Constant, Quebec.). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad

(Mississauga, Ontario). Polyclonal antibodies were raised against amino acid

residues 166-182 of Cdc42 and against residues 119-132 of RhoB, while

monoclonal antibodies were raised against residues 119-132 of RhoA (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). The monoclonal pan-Ras antibody was

from Oncogene Science (Uniondale, NY). Donkey anti-rabbit and anti-mouse

horseradish peroxidase-conjugated antibodies and enhanced

chemiluminescence (ECL) detection kit were from Amersham (Oakville,

Ontario).

Methods

Isolation of crude membranes from tissues

Rats were anaesthetized with CÛ2 then killed by decapitation and the tissues

were washed with an ice-cold 0.15 M NaCI solution. Tissues were minced in

250 mM sucrose/ 5mM Hepes/ Tris, pH 7.5, and homogenized with a Polytron

homogenizer (Brinkmann Instruments). The crude homogenates were

centrifuged at 3 000 g for 10 min at 4°C to remove unbroken cells and nuclei.

The resulting supematants were œntrifuged at 100 000 g for 1 h to obtain

soluble and crude membrane fractions. Protein concentrations were

determined (Bradford 1976) with bovine semm albumin as the standard.

u
Isolation of brush border membranes from rat kidney cortex
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Brush-border membranes were purified from rat kidney cortex by a Mg2+-
precipitation method (Booth and Kenny 1974) with minor modifications

(Gingras et al. 1993). The purity of the membrane preparations was
determined by measuring alkaline phosphatase specific activity which showed
a 10-12-fold enrichment over that of cortex homogenate.

0

Expression of recombinant GDI in Escherichia coli

Expression of GST-GDI, GST-GDI-CA8, GST-Cdc42 and GST-RhoA fusion

proteins using a recombinant pGEX-2T vector in transformed Escherichia coli

(E. co/0 was carried out as described elsewhere (Self and Hall 1995). Fusion

proteins were isolated by affinity purification on glutathione-Sepharose beads

(Pharmacia, Montreal, Quebec). The purity and identity of the fusion proteins

were assessed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and

Western blotting. Protein concentration was measured as described above.

Assay for membrane release of Rho small G proteins

Brush border or crude membranes (20 pg of protein) containing endogenous

Rhô proteins were incubated with 500 ng GST-GDI (0.36 fjM) for 1 h at 37°C

in 20 mM Hepes/Tris buffer pH 7.2 in a final volume of 30 pL. The reaction

was stopped on ice and the mixture immediately centrifuged at 40 000 X g for

30 min at 4°C in an Avant! centrifuge (Beckman). Both supematants and

pellets were solubilized in Laemmli sample buffer.

u

Ge/ electrophoresis and Western blotting

SDS-PAGE was performed according to Laemmli [28] with a Mini-Protean II

apparatus (Bio-Rad). Proteins in Laemmli's sample buffer were heated at
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85°C for 2 min before loading onto 1.5 mm-thick, 12.5 % polyacrylamide gels.

Proteins were electroblotted onto 0.45 \jm pore diameter polyvinylidene

difluoride membranes (Immobilon-P; Millipore) in transfer buffer (96 mM

glycine, 10 mM Tris and 10% methanol) at 80 mA per gel for 1.7 h. The blots

were blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline (TBS; 20 mM Tris, 137

mM NaCI, pH 7.5) containing 0.1 % (v/v) Tween 20 and 5 % non-fat dry milk

(Carnation). Blots were incubated with a 1:1 000 dilution of anti-Cdc42 or

anti-RhoA antibodies in TBS containing 0.1 % Tween 20, 3 % BSA and 0.01

% NaNs for 1 h at room température, followed by intensive washes in TBS-

Tween and a 1 h incubation in blocking buffer with a 1:2000 dilution of donkey

anti-rabbit or anti-mouse IgG conjugated to horseradish peroxidase.

Immunoreactive bands were revealed by exposing blots treated with ECL

reagents to Fuji films.

u
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RESULTS

Quantification of endogenous Rho and GDI proteins in rat kidney brush border

membranes and cytosol.

Using purified recombinant proteins from E. coli as standards, we used

immunoblotting to quantify the amounts of Cdc42, RhoA and GDI present in

the luminal membranes and cytosolic fraction of rat kidney cortex. As shown

in Table l, Cdc42 and RhoA were similarly distributed between the particulate

and soluble fractions. In both membranes and cytosol, the amount of RhoA

was slightly higher than that of Cdc42 (Table I). As expected, GDI expression

was restricted to the soluble fraction. Since Rho proteins (21 kDa) and GDI

(23 kDa) have similar molecular weights, comparison of their relative amounts

reflects their molecular ratio. Thus, the amount of GDI was found to be about

half that of the combined cytosolic Cdc42 and RhoA (Table I). This suggests

that not alt cytosolic Rho proteins are complexed with GDI in rat kidney.

u

Biochemical characterization of the solubilization activity of GDI on Rho

proteins bound to brush border membranes

A recombinant GST-6DI protein purified from transformed E coli was

tested for its ability to release endogenous small G proteins from kidney brush

border membranes. Significant quantities of Cdc42 and RhoA were readily

extracted while GST-GDI showed no release activity for RhoB or Ras (Fig. 1).

These results show that the membrane dissociation activity of GDI in kidney is

restricted to specific members of the Rho family. This solubilization activity

was dependent on the GDI portion of the fusion GST-GDt protein, since GST

alone was unable to release Cdc42 or RhoA from BBM (Fig. 1). Furthermore,



0
91

a truncated version of GST-GDI, lacking the 8 C-terminal amino acids (GST-

GDI-CA8), was also ineffective (Fig. 1). The C-terminat truncation of GST-

GDI-CA8 was previously described as inhibitory to GDI functions (Plakto et al.

1995). Given its selectivity and efficacy with Cdc42 and RhoA, the

recombinant GST-GDI was subsequently used to characterize the release

activity of GDI on membrane-bound Rho proteins.

We next determined the amount of GST-GDI required for maximal

release of endogenous Rho proteins from BBM. Based on the results shown

in Table l, we assumed that 238 ng of Cdc42 and RhoA proteins were present

in our assay (20 pg of BBM). We calculated that, on a molar basis, a

stoechiometric extraction of these proteins would require about 500 ng of

GST-GDI. Experimentally, however, only 50 % of the total RhoA and Cdc42

could be extracted by this amount of GST-GDI (Fig. 2). The presence of an

unextractable pool of Rho proteins in BBM was confirmed by the failure to

release additional Rhô proteins following multiple extractions with GST-GDI

(Fig. 3). These results suggest the coexistence of two different populations of

Rhô proteins in BBM, only one of which is sensitive to the action of GST-GDI.

Based on these results, a saturating amount of 500 ng (0.36 pM) of GST-GDI

was employed in subsequent assays in the presence of 20 pg of BBM.

Conversely, when varying the amount of BBM added to a constant amount of

GST-GDI (500 ng), the extraction of Rho proteins was saturated at 20 |jg of

BBM (unpublished data).

u

Effect of ionic strength on the ability of GDI to dissociate membrane-bound

Rhô proteins
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To analyze the effect of ionic strength on the release of BBM-bound

Rhô proteins by GST-GDI, membranes were incubated with various

concentrations of KCI. Interestingly, the solubilization activity of GST-GDI

upon RhoA and Cdc42 was inhibited by increasing conœntrations of KCI (Fig.

4). This inhibition was completed at 30-50 mM KCI when using a 60 min

incubation at 37°C. A similar inhibition of the dissociation activity of GST-GDt
was observed when BBM were incubated with NaCI or KNOs (unpublished

data). These results indicate that the inhibition of GST-GDI activity is not due

to a particular type of anion or cation, but arises from increasing ionic

strength. These results further suggest that electrostatic bonds are involved

in the interaction of GDI with Rho proteins.

0
We subsequently investigated the tissue distribution of this inhibitory

effect of ionic strength on the release activity of membrane-bound Rho

proteins by GDI. Aside from intestine, in which no Rho proteins could be

detected likely due to their proteolysis by intestinal proteases, incubation of

GST-GDI with crude membrane preparations from various tissues resulted in

the release of Cdc42 and RhoA in the absence of KCI (Fig. 5). However, the

extent of Rhô protein solubilization by GST-GDI varied among the tissues

tested. Interestingly, addition of KCI to the incubation medium strongly

reduced the release of Rho proteins from all tissues (Fig. 5). The fact that

KCI inhibits the membrane dissociation of Rho proteins in all tissues examined

suggests that this GDI function is generally downregulated under physiological

œnditions.

/ ^1<J
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We also determined the effect of temperature on GST-GDI mediated

Rhô protein release from BBM in the absence and presence of KCI. In the

absence of salt, GST-GDt released BBM-bound Cdc42 with a similar yield for

temperatures ranging from 20°C to 40°C, but the effect was abolished at 45°C

(Fig. 6). The ability of GST-GDI to efficiently dissociate RhoA from BBM

occurred over a narrower temperature interval than that seen with Cdc42, i.e.

between 30°C and 40°C (Fig. 6). In the presence of KCI, at temperatures

higher than 20°C, the proportion of Cdc42 and RhoA released by GST-GDI

gradually decreased until complete inhibition occured at 37°C. Thus, the

inhibitory effect of ionic strength on membrane dissociation of Rho proteins by

GST-GDI is clearly temperature-dependent and is fully active at 37°C.

We next compared the time-course of Rho protein release from BBM

by GST-GDI in the absence and presence of KCI. The release of both Cdc42

and RhoA reached a plateau (over 50 %) after a 10 min incubation at 37°C in

the absence of salt (Fig. 7A and B). In the presence of KCI, a major

dissociation of Cdc42 and RhoA was also obsen/ed after 10 min incubation

with GST-GDI, but the proportion of released Cdc42 and RhoA proteins was

significantly lower than that observed without KCI (Fig. 7A and B). The

amount of Cdc42 and RhoA released from BBM then decreased gradually

with time, being undetectable beyond 30 min of incubation. In fact, the

presence of salt appears to promote the degradation of Cdc42 and RhoA in

both particulate and supernatants fractions. Therefore, the apparent ability of

KCI to totally inhibit the dissociation of Rho proteins by GST-GDI from BBM

represents the combined effects of the intrinsic inhibition of GST-GDI activity

at an elevated ionic strength as seen for a 10 min incubation and in addition

0
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for a longer period of time of a gradual proteolysis of released Rho proteins by
BBM proteases.

In an effort to discern what is due to an inhibition by the ionic strength
of GDI-mediated membrane extraction versus what is dependent on
degradation of Rhô proteins upon KCI treatments, inhibitors of the four
classes of proteases were tested for their ability to preserve Cdc42 and RhoA
integrity during releasing assays. Protection of Cdc42 and RhoA, as reflected
by increased immunodetection of both small G proteins in the supematnants,
was observed in the presence of YVAD-CHO, captopril and to a lesser extend
E-64 and aprotinin while pepstatin had none protective effect (Fig. 8A and B).
This suggests that released Cdc42 and RhoA are sensitive to some cysteine,
serine and metalloprotease activities in kidney BBM. The cysteine modificator
NEM inhibited the release of Cdc42 and RhoA in the absence of KCI (Fig. 8A
and B), suggesting that modification of some cysteine residues on Rho
proteins might interfere with their extraction by GST-GDI. Inhibition of Cdc42
and RhoA release by GST-GDt in the presence of EDTA is most likely due to
chelation of Mg2+ ions which are known to facilitate interactions of small G
proteins with GDI (41).

u

The ability of the most potent inhibitor, YVAD-CHO which is known to
inhibit certain caspases, to protect Cdc42 and RhoA from proteolysis was
further assessed by incubating BBM in the presence of GST-GDI and KCI
under the conditions settled for the releasing assay except that kidney
membranes were probed whithout prior separation into particulate and
supernatant fractions allowing for a more accurate estimation of the proteotytic
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event. The peptide YVAD-CHO fully preserved Cdc42 and RhoA integrity
(Fig. 8C and D) at physiological ionic strength which condition totaly blocked
their release by GST-GDI even in the presence of this protease inhibitor (Fig.
8A and B). Thus, these results obtained with YVAD-CHO clearly establish
that inhibition of the GDI extraction activity upon Cdc42 and RhoA occurs
under physiological ionic strength conditions.

(

Effect of KCI pre-treatment of membranes on the subsequent release of Rho
proteins by GST-GDI

In order to obtain some insights on the mechanism involved in ionic
strength inhibition of Rho protein release by GST-GDI, we first verified
whether the inhibitory effect of ionic strength on GDI activity was primarily due
to a perturbation of the binding of GDI to Rho. In affinity precipitation
experiments using bead-immobilized GST-GDI, KCt did not affect the binding
of Cdc42 or RhoA solubilized from BBM with 1% (w/v) Chaps (unpublished
data) in agreement with a previous report (Adra et at. 1997). Next, we tested
whether physiological ionic strength was promoting the loss of some factor or
interaction essential to GDI activity. Kidney BBM were pre-washed with 150
mM KCI, centrifuged and the pelleted membranes were washed once with
buffer to remove salts prior to incubation with GST-GDI. In contrast to both
untreated BBM and to BBM pre-washed with buffer alone (Fig. 9A and B,
lanes 1 and 2), kidney BBM pre-washed with 150 mM KCI showed no Cdc42
release by GST-GDI (Fig. 9A, lane 3) and the release of RhoA was also
significantly reduced (Fig. 9B, lane 3). Together, these results suggest that
GST-GDI interacts in a first step with BBM-bound Rho proteins even in the

0
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presence of KCI but that, in a second step, a complementary factor is required

in order to extract these proteins from membranes.

0

u
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DISCUSSION

Current models hold that GDI serves as a reservoir and a shuttle to

target a resting pool of soluble Rho proteins to activated sites in membranes

and subsequently to release them from membranes (Narumiya 1996). In this

study, we have investigated the factors which control the Rho releasing

activity of GDI.

0

The quantification of Cdc42, RhoA and GDI proteins in kidney cytosol

and brush border membranes was achieved with immunoblotting technique

using corresponding recombinant bacteriatly expressed proteins as standards.

The fact that the amount of GDI was tower than that of cytosolic Cdc42 and

RhoA suggests that not all cytosolic Rho proteins are complexed with GDI in

rat kidney. This is in agreement with earlier obsen/ations made while purifying

enriched pools of Cdc42 and RhoA from kidney cytosol (Boivin and Beliveau

1996). In that study, a significant proportion of the cytosolic RhoA eluted from

a gel filtration column as a 20 kDa globular protein in fractions devoid of GDI.

Another group also reported the presence of an uncomplexed form of RhoA in

cytosolic extracts from RINmSF cells (Regazzi et al. 1992). These free RhoA

could represent a nonprocessed subpopulation, since prenylation and

subsequent proteolysis of the last three amino acids are known to be essential

for GDI binding (Regazzi et al. 1992). Accumulation of a nonprocessed pool

of RhoA could therefore reflect a slower turnover rate compared to Cdc42.

<J

Addition of GST-GDt to kidney BBM results in a rapid and specific

release of Cdc42 and RhoA from the membranes. RhoB, although present in
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the BBM preparation, is not extracted by GST-GDI. This is in disagreement

with an earlier study which reported GDI solubilizing activity upon RhoB using

synaptic plasma membranes and erythrocyte ghosts (Isomura et al. 1991).

This discrepancy might be due to the fact that exogenously bound RhoB was

used in their study, while in our study the release of endogenous RhoB was

examined. This insensitivity of endogenous RhoB proteins to GST-GDt action

in kidney BBM could reflect their tight association with particulate structures

or, as recently suggested, their preferential interaction with a different GDI

(Zalcman et ai. 1996).

0

In kidney BBM, we also found subpopulations of Cdc42 and RhoA that

were resistant to GDI extraction, suggesting that different pools of Rho

proteins might fulfill different functions. A resident population of Rho proteins

may serve basic functions related to cytoskeleton cohesion while a more

mobile population can cycle between membrane and cytosolic compartments

with the help of GDI in response to transient and specific activation. For

example, in Swiss 3T3 cells phorbol ester stimulation results in the

translocation of a cytosolic pool of RhoA to cleavage furrows (Takaishi et ai.

1995). Insulin treatment provokes a rapid relocation of RhoA to the plasma

membrane in adipocytes (Karmam et al. 1997) while RhoA translocates to the

nucleus in response to a-thrombin in quiescient IIC9 cells (Baldassare et al.

1997). Thus appropriate and transient targetting is crucial for at least some

Rhô functions.

u

Different hypotheses could explain how GDI discriminates between the

various Rhô populations in BBM in order to extract them. One possibility is
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that GDI preferentially reacts with a specific nucteotide state of Rho proteins

as proposed by Takai's group (Isomura et al. 1991), but other groups have

reported that this is not the case (Leonard et al. 1992). In addition to the

nucleotide status of the Rho proteins, recognition might also involve

differential post-translational modifications such as methylation and

phosphorylation. For example, it has been reported that cytosolic Cdc42

complexed with GDI is generally unmethytated (Backlund 1992). Another

recent report has shown that in vitro phosphorylation of RhoA by protein

kinase A strongly increased the GDI-mediated membrane extraction of this

protein independent of its nucleotide state (Lang et al. 1996).

Following GST-GDI addition, we noted that Cdc42 and RhoA were

released from membranes very quickly; it occurred within minutes even at

4°C. Such a strong affinity between proteins is also observed in antigen-

antibody interactions. Clearly, GDI is a powerful regulator of Rho functions

which needs to be tightly regulated. Our finding that the releasing activity of

GDI on BBM-bound Rho proteins is inhibited at physiological ionic strength in

BBM is particularly interesting. Furthermore, the widespread tissue

distribution of this phenomenon suggests that the Rho shuttle activity of GDI

is generally downregulated under physiological conditions.

u

Interestingly, weakening of the binding between GST-GDI and Rho

proteins is not responsible for this effect since complexes of these proteins

could still be recovered with the same yields from glutathione-Sepharose

beads in the presence of low and physiological ionic strength solutions, as

was also reported by others (Adra et al. 1997). However, the presence of KCI
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might interfere with the Rho protein release activity of GDI without affecting its

binding capacity. In fact, the inability of GST-GDI to extract Rho proteins from

salt-pretreated BBM suggests that its Rho-solubilizing activity requires an

additional factor. However, attempts to reœnstitute the GST-GDI releasing

activity by addition of dialyzed soluble fractions from KCI-pretreated BBM to

washed membranes were unsucœssful.

0

Recently, the Rho-binding and membrane extraction functions of GDI

were attributed to two structurally distinct regions of this protein (Gosser et al.

1997; Keep et al. 1997). While the folded C-terminal domain of GDI binds to

the isoprenylated C-terminal ends of Rho proteins, the flexible N-terminal

domain of GDI is essential for membrane extraction of these small GTPases

(Gosser et al. 1997). Under physiological ionic strength conditions, salt

inhibition of electrostatic bonding between the N-terminal regions of GDI and

Rhô proteins, by keeping this GDI domain unstructured, might inhibit its

membrane extraction activity.

In summary, we report that kidney BBM possess two populations of

Rhô proteins based on the ability of GDI to achieve their incomplete extraction

from these membranes. Furthermore, we show that the Rho protein

extraction activity of a GST-GDI fusion protein on membranes from various

origins is inhibited under physiological ionic conditions in vitro, suggesting the

need for a complementary signal to activate the GDI shuttle role in vivo.

0
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ABBREVIATIONS

Ac-YVAD-CHO, acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-aldehyde; BBM, bmsh border
membrane; EDTA, ethylenediamine tetraacetic acid; E-64, L-trans-

epoxysuccinyl-leucylamido (4-guanidino) butane; GAP, GTPase activating
protein; GDI, GDP dissociation inhibitor; GDP, guanosine S'-diphosphate;
GDS, GDP dissociation stimulator; GTP, guanosine S'-triphosphate; GTPyS,
guanosine 5'-0-(thiotriphosphate); GST, glutathione S-transferase; HEPES,
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; NEM, /V-ethyl maleimide;
PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; PVDF, polyvinylidene difluoride

membranes; SDS, sodium dodecyl sulfate; TBS, Tris-buffered saline; Tris,
tris(hydroxymethyl)aminomethane.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. GST-GDI-stimulated release of Cdc42 and RhoA from BBM.

BBM (20 |jg of protein) were incubated for 60 min at 37°C in 20 mM

Hepes/Tris pH 7.2 in the absence or presence of GST, GST-GDI or GST-

GDI-CA8 proteins (0.36 pM) in a final volume of 30 pL. Following incubation,

membranes were rapidly chilled on ice and centrifuged at 40 000 X g for 30

min at 4°C. Laemmli sample buffer was added to both the membrane (P) and

soluble (S) fractions. Proteins were separated by SDS-PAGE and Cdc42 (A),

RhoA (B), RhoB (C) and Ras (D) were detected by Western blotting as

described under Materials and Methods. These results are representative of

two experiments done in duplicate.

Figure 2. Concentration dependence of Cdc42 and RhoA extraction

from BBM by GST-GDI. Membranes (20 pg of protein) were incubated in 20

mM Hepes/Tris pH 7.2 for 60 min at 37°C in the presence of varying

concentrations of GST-GDI in a final volume of 30 pL. Following the

incubation, soluble proteins were separated from membranes by

centrifugation at 40 000 X g for 30 min at 4°C. The proportion of released

Cdc42 (A) and RhoA (B) was monitored by Western blot analysis and

quantified by laser densitometry as described under Materials and Methods.

Values are means + SD of four distinct experiments.

J

Figures. Sequential extraction of Cdc42 and RhoA from BBM by

GST-GDI. Membranes (20 ^jg of protein) were incubated in 20 mM

Hepes/Tris pH 7.2, in the presence of GST-GDI (0.36 pM) for 15 min at 37°C.
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Then soluble proteins (S) were separated from membranes (P) by

centrifugation at 40 000 X g for 30 min at 4°C. Soluble proteins released by

GST-GDt treatment were kept. Pellets were resuspended in 30 pL of 20 mM

Hepes/Tris pH 7.2 and the BBM were treated with GST-GDI for another cycle.

The number of cycles used to treat the BBM with GST-GDI is indicated under

each sample. Aliquots from each supernatant and pellet were solubilized in

Laemmli sample buffer and analyzed by SDS-PAGE and Western blotting for

their content of Cdc42 (A) and RhoA (B) as described under Materials and

Methods. Control (Ctl) corresponds to total amount of Rho proteins in BBM

prior to the extraction procedure. These results are representative of two

experiments done in duplicate.

3
Figure 4. Ionic strength inhibits the release of Cdc42 and RhoA from

BBM induced by GST-GDI. Membranes (20 pg of protein) and GST-GDI

(0.36 pM) were incubated in 20 mM Hepes/Tris pH 7.2 for 60 min at 37°C in

the presence of increasing concentrations of KCI in a final volume of 30 pL.

Separation of soluble proteins (S) from particulate (P) fractions and analysis

by SDS-PAGE and Western blotting to assess their content of Cdc42 (A) and

RhoA (B) were performed as described under Materials and Methods. Control

(Ctl) corresponds to the total amount of Cdc42 and RhoA in BBM. These

results are representative of t^vo experiments done in duplicate.

J

Figures. Tissue distribution of the KCI inhibition of Rho protein

extraction activity of GST-GDI. Total membranes from different tissues as

well as kidney BBM (20 pg of protein) were incubated with GST-GDI (0.36

pM) in 20 mM Hepes/Tris pH 7.2 for 60 min at 37°C in the absence (-) or
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presence (+) of KCI (150 mM) in a final volume of 30 |jL. Separation of

soluble (S) from particulate (P) fractions and analysis by SDS-PAGE and

Western blotting for Cdc42 (A) and RhoA (B) were performed as described

under Materials and Methods. These results are representative of two

experiments done in duplicate.

Figure 6. Effect of temperature on the release of Cdc42 and RhoA

from BBM by GST-GDI. Membranes (20 pg of protein) and GST-GDI (0.36

pM) were incubated in 20 mM Hepes/Tris pH 7.2 for 60 min at different

temperatures in the absence or presence of KCI (150 mM) in a final volume of

30 pL. Separation of soluble (S) from particulate (P) fractions and analysis by

SDS-PAGE and Western blotting of Cdc42 (A) and RhoA (B) were performed

as described under Materials and Methods. These results are representative

of two experiments done in duplicate.

Figure 7. Kinetics of Cdc42 and RhoA release from kidney BBM by

GST-GDI. Membranes (20 ^jg of protein) from kidney BBM were incubated

with GST-GDI (0.36 |jM) in 20 mM Hepes/Tris pH 7.2 for different lengths of

times at 37°C in the absence or presence of KCI (150 mM) in a final volume of

30 pL. Separation of soluble (S) from particulate (P) fractions and analysis by

SDS-PAGE and Western blotting of Cdc42 (A) and RhoA (B) were performed

as described under Materials and Methods. Control (Ctl) corresponds to the

total amount of Cdc42 or RhoA in BBM or stomach membranes. These

results are representative of two experiments done in duplicate.

J
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Figure 8. Effects of protease inhibitors on Cdc42 and RhoA release

from kidney BBM by 6ST-GDI. Membranes (20 pg of protein) from kidney

BBM were incubated with GST-GDI (0.36 pM) in the presence of 10 [JM E-64,

1 |jM Ac-YVAD-CHO, 10 mM NEM, 3 mM EDTA, 300 pM captopril, 0.03 pg/pl

aprotinin or 30 pM pepstatin in 20 mM Hepes/Tris pH 7.2 for 60 min at 37°C in

the absence or presence of KCI (150 mM) in a final volume of 30 pL.

Membranes were then centrifuged to acheive separation of soluble (S) from

particulate (P) fractions before adding Laemmli sample buffer (A and B).

Alternatively, BBM were directly solubilized in Laemmli sample buffer (C and

D). Proteins were analyzed by SDS-PAGE and contents of Cdc42 (A and C)

and RhoA (B and D) were assessed by Western blotting as described under

Materials and Methods. Control (Ctl) corresponds to the amount of Rho

proteins in BBM prior to KCI treatments (C and D). These results are

representative of two experiments done in duplicate.

Figure 9. Inhibition of GST-GDI release activity on Cdc42 and RhoA

following KCI pre-treatment of kidney BBM. Membranes (20 |jg of protein)

were incubated for 30 min at 4°C in the absence (lanes 2) or presence (lanes

3) of 150 mM KCI. Following the incubation, BBM were centrifuged at 40 000

X g for 30 min at 4°C and the supematants were removed. To eliminate

residual KCI, the membrane pellets were resuspended in 20 mM HepesfTris

pH 7.2, centrifuged and resuspended in the same buffer. The membranes

were then incubated in the presence of GST-GDI for 30 min at 37°C, to assay

the release of Rho proteins. Separation of soluble (S) proteins from

particulate (P) fractions and analysis by SDS-PAGE and Western blotting of

Cdc42 (A) and RhoA (B) were performed as described under Materials and

l

J
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Methods. Lanes 1 show the normal extraction of Cdc42 and RhoA by GST-

GDI from untreated BBM. These results are representative of two

experiments done in duplicate.

D

J
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-^ TABLE I Quantification of Cdc42, RhoA and GDI in kidney BBM
and soluble fractions

Proteins (20 pg) from soluble and BBM fractions of kidney cortex were

separated by SDS-PAGE and the amounts of Cdc42, RhoA and GDI were

quantified by immunoblotting and laser densitometric analysis as described
under Materials and Methods using recombinant proteins expressed in E coli

as standards. N.d. means not detectable (n=4).

J

Fractions

BBM

Soluble

Cdc42 (ng/pg)

4.7+0.3

5.1 + 0.2

RhoA (ng/pg)

7.2+0.2

6.5+0.9

GDI (ng/pg)

n.d.

6.3 + 0.8
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OBJECTIFS

Le cycle d'activation des petites protéines G de la famille Rhô s'appuie
sur un cycle de localisation de ces même protéines entre fraction soluble et
fraction membranaire. Le pivot de cette relocalisation est la protéine rhoGDI
qui leur sert de navette et les maintient dans un état inactif lors de leur transit
dans la fraction soluble. La réactivation des protéines Rhô à ta membrane
suppose la dissociation des complexes Rho/rhoGDI. Des données sur la
structure de rhoGDI obtenues récemment en cristallographie ont mis en
evidence une dichotomie structurale susceptible de provoquer une certaine
fragilité à l'action de protéases. Nous avons examiné la possibilité d'une
regulation de l'activité rhoGDI par les protéases, au niveau de la membrane à
bordure en brosse et montrons que c'est en effet le cas. Nous avons
caractérisé biochimiquement cette activité protéolytique et nos résultats
suggèrent l'implication indirecte d'une caspase endogène à la bordure en
brosse rénale.
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-^ ABSTRACT

The Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) actively takes part in the

regulation of Rhô small GTP binding proteins by extracting them from

membranes and forming inactive cytosolic complexes which can be further

mobilized upon cell activation. Here we report that recombinant GDI and

GST-GDI proteins are cleaved in vitro into a 17 kDa fragment upon incubation

with rat kidney brush border membranes. Tissue distribution of GST-GDI

proteolysis showed that this protein was also strongly cleaved by membranes

from spleen and intestine, giving rise to the same major 17 kDa fragment.

The rate of proteolysis was very sensitive to KCI concentration and GST-GDI

proteolysis was achieved within 1 h at physiological conditions of salt and

temperature in the presence of kidney brush border membranes. This

suggests that modulation of GDI tridimensionnal structure or the interactions

between GDI and Rho proteins might contribute to GDI proteolytic

vulnerability in intact cells. Truncation of GST-GDI to a 17 kDa fragment

impaired its Rhô releasing activity from membranes. GST-GDI proteotysis in

the presence of kidney brush border membranes was strongly inhibited by

EDTA and micromolar concentrations of the synthetic peptide acetyl-Tyr-Val-

Ala-Asp-aldehyde, a known inhibitor of caspases. However, N-terminal

sequencing of the 17 kDa fragment demonstrated that cleavage of GDI

occured between Ala63 and Asp64, a site devoided of a known consensus

motif for cleavage by caspases. Together, these results strongly suggest that

a metalloprotease and a caspase-like activity could regulate GDI processing

in kidney, possibly through a protease cascade. In addition, these findings

J
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suggest that proteolysis of GDI may potentially disrupt its functions, leading to

defective Rho activity and disorganization of actin cytoskeleton in kidney cells.

D

J
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^ INTRODUCTION

Rhô proteins are signaling molecules involved in the œntrol of cell

morphology [1-3], cell growth [4-5], cell cycle progression [6-7], and gene
activation [8-11]. They comprise RhoA, RhoB, RhoC, RhoD [12], RhoE [13],
RhoL [14], Rad, Rac2, RhoG, Cdc42 and TC10 [15]. These proteins are
small GTP-binding proteins which oscillate between a GDP-inactive and a
GTP-active bound state. Their regulation requires the participation of at least
three kinds of regulatory proteins: GDP-dissociation inhibitors (GDIs), GDP-
dissociation stimulators (GDSs) and GTPase-activating proteins (GAPs) [1].

D

GDI is ubiquitously expressed [16-17]. In addition to inhibiting
nucleotide release, GDI can counteract GAP activity [18-19] and may control
the intraceltular localization of Rho proteins by releasing them from
membranes and forming a stable inactive complex with them [20-22].
Available data support a model in which GDI serves as a reservoir and a
shuttle to target a resting pool of Rho proteins to activated sites in membranes
[5].

J

Many GDSs and GAPs were recognized to act upon Rho proteins [1].
But, surprisingly, only three RhoGDIs have been identified so far. GDI (GDI-
1) was first isolated as an ubiquitous cytosolic protein with an apparent
molecular mass of 27-28 kDa [17, 21], although the gene encodes for a
protein of 23 kDa, capable of functioning on RhoA, Cdc42, Rad and Rac2.
Then, by subtractive hybridization, an homologous gene was cloned and the
corresponding protein was named D4GDI [23]. This cytosolic protein also



n
130

known as Ly-GDI and GDI-2 is effective on the same Rho substrates as GDI,

but its expression is restricted to hematopoietic cells [23-24]. A third member,

named GDIy or GDI-3, was recently identified in membranes, with preferential

expression in human brain and pancreas where it binds to RhoA and Cdc42

[25]. A murine equivalent that binds RhoB and RhoG was also described [26].

0

D4GDI recently gained attention as a potential substrate for caspases

[27-28]. This family of cysteine proteases, of which interleukin-lp converting

enzyme (ICE) is the archetype, is composed of ten members that can be

divided into three subfamilies, based on sequence similarities [29-30]. They

share the same catalytic selectivity for peptidyl substrates with Asp residues

at the P1 position, although the recognized amino acid sequence at the P2,

P3, and P4 positions may vary among the proteins [31-32]. Besides D4GDI

and pro-IL-1p [33], their substrates include enzymes involved in genomic

function, regulators of the cell-cycle function, structural proteins [30] and

caspase members themself via auto- and trans-activation [34]. Similar to the

proteolysis of lamin A [35], Gas2 [36], keratin [37], fodrin [38] actin [39], focal

adhesion kinase [40], and gelsolin [41], the proteolysis of D4GDI is expected

to contribute to cytoskeleton disassembly and detachment of the cell from the

extracellular matrix by deregulation of Rho functions.

Growing evidence is pointing to a role for ICE-like proteases in

apoptosis. ICE inhibition by viral proteins or by specific peptide inhibitors

could prevent cell death induced by tumor necrosis factor or by Fas [42-43].

Moreover, knock-out experiments with mice showed that ICE gene deletion

œnfers resistance to Fas-induced apoptosis [44]. In contrast, overexpression
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of ICE in fibroblasts resulted in apoptosis [45]. Furthermore, proteolytic

processing of many substrates for ICE and ICE-like proteases correlates with

the onset of apoptosis [46-49].

D

In Jurkat T cells treated with anti-Fas, D4GDI cleavage kinetics

paralleled those of apoptosis [27]. Proteolysis led to the appearance of a 23

kDa fragment whose formation could be attributed to CPP32 (caspase-3)

activity [27]. D4GDI possesses an additional cleavage site for caspase

activity at Asp55 [28]. In vitro cleavage at this site by recombinant ICE
(caspase-1) produced a 17 kDa fragment which was also observed in

inflammatory cells following treatments known to stimulate interleukin-lp

release [28]. Cleavage of D4GDI at this site severely impaired its activity to

regulate Rho activity [28].

Although GDI lacks the consensus caspase recognition sequences

found in D4GDI, we report here that recombinant GDI and GST-GDI are

proteolyticalty processed upon incubation with kidney brush border

membranes (BBM), which abolishes its ability to extract Rho proteins from

membranes. Formation of the major immunoreactive 17 kDa fragment was

prevented by preincubating the membranes with acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-

aldehyde (Ac-YVAD-ChlO), a specific ICE inhibitor, and the chelating reagent

EDTA suggesting that caspases and metalloproteases may participate in the

regulation of GDI activity in kidney.

J
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Materials

Male Sprague-Dawley rats (150-300 g body weight) were obtained from
Charles River (St-Constant, Quebec). Electrophoresis reagents were

purchased from Bio-Rad (Mississauga, Ontario). Polyclonat antibodies raised

against the C-terminal amino acid residues 178-198 of GDI, against amino
acid residues 166-182 of Cdc42, and monoclonal anti-RhoA (residues 119-

132) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Donkey anti-rabbit and anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated

antibodies and an enhanced chemiluminescence (ECL) detection kit were
from Amersham (Oakvilte, Ontario). The interleukin-lp converting enzyme

inhibitor (Ac-YVAD-CHO) was obtained from Bachem (Philadelphia, PA).
Other reagents were from Sigma Chemical (St-Louis, MO).

Methods

Isolation of crude membranes from tissues

Sprague-Dawley male rats were anaesthetized with CÛ2 and killed by

decapitation, and the tissues were washed with an ice-cold 0.15 M NaCI
solution. Tissues were minced in 250 mM sucrose, 5mM Hepes/Tris, pH 7.5,
and homogenized with a Polytron homogenizer (Brinkman Instruments). The
crude homogenates were centrifuged at 3000 X g for 10 min at 4°C to remove
unbroken cells and nuclei. The supematants were centrifuged at 100 000 X g
for 1 h to separate soluble and crude membrane fractions. Protein
concentrations were determined [50] with BSA as the standard.
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Isolation of brush border membranes from rat kidney cortex

Brush border membranes were purified from rat kidney cortex by a Mg2+
precipitation method [51] with minor modifications [52]. The purity of the

membrane preparations were determined by measuring alkaline phosphatase

activity which showed a 10-12-fold enrichment over the renal œrtex
homogenate.

D

Expression of recombinant proteins in Escherichia coli

Expression of GST-GDI fusion protein was carried out by transforming

Escherichia coli (E. coli) using the recombinant vector pGEX-2T, as described

elsewhere [53]. The fusion protein was isolated by affinity purification on

glutathione-Sepharose beads obtained from Pharmacia (Montreal, Quebec).

An aliquot was cleaved by thrombin to remove glutathione S-transferase

(GST) and generate GDI. The purity and identity of GST-GDI and GDI were

assessed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and

Western blotting. Protein concentrations were measured as described above

using BSA as the standard.

In vitro cleavage of GST-GDI

Unless otherwise indicated, 500 ng GST-GDI (0.36 pM) was incubated with

BBM or crude membranes (20 pg) for 1 h at 37°C in 20 mM Hepes/Tris buffer

pH 7.2 in a final volume of 30 pl. The reaction was stopped on ice and the

mixture rapidly centrifuged at 40 000 X g for 30 minutes at 4°C. The

supernatant and the pellet were removed, solubilized in sample buffer and

analyzed by SDS-PAGE and Western blotting.
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Effect of GST-GDI cleavage on membrane extraction of Rho proteins.

In order to investigate the effect of proteolytic cleavage of GDI on its

extraction activity, BBM (20 pg of protein) were incubated for 1 h at 37°C in 20

mM Hepes/Tris pH 7.2 in the presence or absence of 150 mM KCI with 0.36

pM GST-GDI to obtain the truncated form or with 0.36 pM GST-GDI in the

presence of 10 pM Ac-YVAD-CHO for the intact form. BBM were pelleted by

centrifugation as described above and supematants œntaining the truncated

or the Ac-YVAD-CHO-protected forms of GST-GDI were dialysed to remove

salt. Then the truncated and intact forms of GST-GDI were reincubated with

fresh kidney BBM in order to analyze their ability to extract Rho proteins from

membranes. Following the extraction of Rho proteins, samples were

centrifuged and the amounts of GST-GDI, Cdc42 and RhoA in supematants

and pellets were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting.

Sequencing of the 17 kDa fragment generated by cleavage ofGST-GDI.

Following incubation of GST-GDI with kidney BBM, soluble proteins were

separated from membranes by centrifugation as described above and pooled.

Proteins were precipitated overnight by addition of 6 volumes of ice-cold

acetone. Following centrifugation for 5 min at 5 000 x g, the precipitated

proteins were dried and then resuspended in sample buffer (50 |jl). Proteins

were separated by SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene difluoride

(PVDF) membranes (Trans-Blot, Bio-Rad, Mississauga, Ontario) in 10 mM 3-

[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid (CAPS) pH 11 and 20% methanol.

In parallel experiments, Western blot analysis was carried out to locate the

immunoreactive GST-GDI fragments. The major immunoreactive 17 kDa
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proteolytic fragment was excised from the PVDF membrane and automated

sequencing was performed on an Applied Biosystems, Inc. apparatus, Model

473A.

D

Ge/ electrophoresis and Western blotting

SDS-PAGE was performed according to Laemmli [54] with a Mini-Protean II

apparatus (Bio-Rad). Proteins were heated at 85°C in Laemmli's sample

buffer for 2 min before loading onto 1.5 mm thick and 12.5% polyacrylamide

gels. Proteins were electroblotted onto 0.45 (Jm pore diameter PVDF

membranes (Immobilion-P; Millipore) in transfer buffer (96 mM glycine, 10 mM

Tris and 10% methanol) at 80 mA per gel for 1.7 h. The blots were blocked

overnight at 4°C in Tris-buffered saline (TBS; 20 mM Tris pH 7.5, 137 mM

NaCI) containing 0.1% (v/v) Tween 20 and 5% non-fat dry milk (Carnation).

Blots were incubated with a 1:1000 dilution of commercial anti-GDI, anti-

Cdc42 or anti-RhoA antibodies in TBS containing 0.1% Tween 20, 3% BSA

and 0.01% NaNs, for 1 h at room température, washed for 1 h in TBS

containing 0.1% (v/v) Tween 20 followed by a 1 h incubation in the blocking

buffer with a 1:2000 dilution of donkey anti-rabbit or anti-mouse IgG

conjugated to horseradish peroxidase. Immunoreactive bands were revealed

using an enhanced chemiluminesœnce Western-blotting kit. Blots were

exposed to Fuji films.

u
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RESULTS

GDI and GST-GDI cleavage by kidney BBM

The fusion protein GST-GDI migrated at 51 kDa, while recombinant

GDI obtained by thrombin cleavage was detected at 28 kDa following SDS gel

electrophoresis (Fig. 1). Incubation of either of these two proteins with kidney

BBM resulted in cleavage of the recombinant protein as monitored by

immunoblotting (Fig. 1). In both cases, a major immunoreactive fragment was

found at approximately 17 kDa. In order to determine whether ionic strength

affected GDI cleavage, recombinant GDI and GST-GDt were also incubated

with BBM in the presence of KCt. Interestingly, the addition of salt promoted

the proteolysis of recombinant GDI. Furthermore, the formation of the major

fragment at 17 kDa was accompanied by the appearance of another fragment

migrating at 20 RDa (Fig. 1). Thus, in the presence or absence of KCI, similar

patterns of proteolytic fragments were generated from GDI and GST-GDI.

However, the onset of proteolysis was much more rapid for GDI than for GST-

GDI, suggesting that the GST portion of the fusion protein was impeding with
the proteolysis. Consequently, for reason of convenience, the GST-GDI

protein was retained for the subsequent characterization of the proteolytic
event.

l

0

Formation of the 17 kDa fragment was followed over time and more

than 50% of the GST-GDI protein was cleaved following a 60 min incubation

in the presence of BBM and in the absence of KCI (Fig. 2). The addition of

KCI accelerated the degradation of GST-GDI, and two additional fragments of

20 and 22 kDa became immunodetectable under these œnditions. The 22
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kDa fragment appeared first, reaching a maximun at 10 min, then diminished

until complete disappearance at 60 min. Concomitantly, the amount of the 20

RDa fragment increased, suggesting that the latter arose from the former.

The KCI stimulation of GST-GDt proteolysis was concentration-

dependent and the fusion protein was almost completely processed in the

presence of physiological concentrations of salt (Fig. 3). Again we detected

the presence of the intermediate fragments at 20 and 22 kDa between GST-

GDI and the major fragment at 17 kDa when KCI concentrations were

increasing (Fig. 3).

Tissue distribution ofGST-GDI cleavage

To see whether GDI proteolysis was a general mechanism, we

investigated the tissue distribution of this phenomenon. Following incubation

of GST-GDI with crude membrane preparations from different tissues,

proteolysis of GST-GDI occured to varying extents with kidney, intestine and

spleen membranes, and it generated a similar fragment of about 17 kDa (Fig.

4). GST-GDI was totally cleaved to this 17 kDa fragment in intestine.

Cleavage was only partial in the presence of kidney BBM, or with crude

membranes from kidney or spleen, in the absence of salt. However, addition

of KCI accelerated the degradation of GST-GDI to near completionwith these

membranes. Similarly, a faint band migrating at 17 kDa was recognized by

the antibody with preparations from most other tissues upon addition of KCI,

suggesting that a target region of the GDI sequence was more accessible to

proteases in the presence of salt. The fact that GST-GDI proteolysis was

observed with membranes from some but not all tissues suggests that
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proteolytic regulation of GDI functions may present some degree of tissue

specificity.

D

Effect ofprotease inhibitors on GST-GDI cleavage

To determine the class of protease involved in GST-GDI proteolysis,

kidney BBM were preincubated with protease inhibitors of different

specificities. Interestingly, the proteolytic cleavage of GST-GDI in the

presence of BBM was abolished by Ac-YVAD-CHO (Fig. 5), a highly specific

inhibitor of ICE, which is a cysteine protease of the caspase family

responsible for the activation of prointerleukin-lp. The cysteine protease

inhibitor E-64, the serine protease inhibitors captopril and aprotinin, as well as

the acidic protease inhibitor pepstatin had no effect on GST-GDI proteolysis.

Neither had the cysteine alkylating agent iodoacetamide. Nevertheless, a

more hydrophobic cysteine modifying agent, phenylmaleimide, prevented

formation of the 17 kDa fragment although GST-GDI proteolysis was still

observed in the presence of physiological concentrations of KCI but without

production of immunodedectable fragments. In the presence of EDTA, a

chetating reagent and inhibitor of metalloproteases, a slightly higher fragment

was generated (17.5 kDa) and the stimulatory effect of KCI on GST-GDI

cleavage was reduœd. Together, these inhibitor profiles are consistent with

the involvement of caspases in GDI proteolysis, and also suggests the

participation of a metal loprotease or some other requirement for divalent

cations.

In the absence of KCI, Ac-YVAD-CHO inhibited GST-GDI cleavage in

the presence of kidney BBM in a dose-dependent way and full protection was
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reached at 10 pM (Fig. 6). Furthermore, this experiment indicated that the

major proteolytic fragment detected by the antibody was actually a doublet

consisting of peptides with close molecular weights of 17 and 17.5 kDa,

respectively. Interestingly, the fragments showed different sensitivities to the

inhibitory action ofAc-YVAD-CHO, since appearance of the 17 kDa fragment

was prevented by 1 pM Ac-YVAD-CHO while that of the 17.5 kDa fragment

required 10 pM (Fig. 6). The presence of KCI increased the inhibitory effect of

Ac-YVAD-CHO on formation of the 17 kDa fragment by an order of magnitude

since it required only 0.1 [iN\ instead of 1 ^M of the inhibitor (Fig. 6). Similarly,

the concentration of Ac-YVAD-CHO needed to inhibit formation of the 17.5

kDa product was also strongly reduced in the presence of KCI. In addition,

increasing concentrations of Ac-YVAD-CHO also inhibited the formation of

fragments migrating at 20 and 22 kDa, which were easily detectable in BBM

incubated with KCI in the absence of the caspase inhibitor (Fig. 6).

Determination of the 17 kDa cleavage site on GST-GDI

The N-terminal sequence obtained, DPNVXNWVT where X was an

unidentified amino acid residue, from purified 17 kDa fragment corresponds to

residues 64-73 of human and bovine GDI (AVSA/ 64DPNVPNVWT73) exœpt

for P68. This site is different from the previously reported trypsin site at Arg59

on GDI [55] although it lies in the same region of the protein (Fig. 7).

However, cleavage at Ala63 does not correspond with caspase activity since

this family of proteases always cleaves after an aspartate residue. This result

suggests that caspase activity is not directly involved in GST-GDI proteolysis

in the presence of kidney BBM.
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Effect of GST-GDI cleavage on its Rho extraction capacity
To assess the effect of proteolytic cleavage on GDI function, we

compared the ability of truncated and intact proteins to extract RhoA and
Cdc42 proteins from kidney BBM. Tmncated GST-GDI was generated by
preincubation with kidney BBM in the presence or absence of KCI; GST-GDI

preincubated with kidney BBM in the presence of 10 pM Ac-YVAD-CHO, with
or without KCI, was used as a positive control for GST-GDI integrity and
activity. Preincubation of GST-GDI with kidney BBM in the absence of KCI

resulted in partial proteolysis of the protein, generating the major 17 kDa

fragment (Fig. 8A, lane 1). Nearly 50% of Cdc42 and RhoA were released

from kidney BBM by the partly truncated GST-GDI (Fig. 8 B and C, lanes 1),
suggesting that either the 17 kDa fragment was still able to perform this GDI
function or that the observed Rho protein extraction was due to the remaining
intact GST-GDI. The latter explanation was supported by the finding that
when proteolysis of GST-GDI into the 17 kDa fragment was brought to
completion by addition of KCI to the preincubation medium (Fig. 8 A, lane 2),
subsequent release of both Cdc42 and RhoA from fresh kidney BBM was
abolished (Fig. 8 B and C, lanes 2). Furthermore, the Cdc42 and RhoA
releasing activity of GST-GDI was maintained by inclusion of Ac-YVAD-CHO
in the preincubation medium in both the presence and absence of KCI (Fig. 8
B and C, lanes 3 and 4), preserving GST-GDI integrity (Fig. 8 A, lanes 3 and
4). This confirms that the inhibition of Cdc42 and RhoA releasing activity of
GST-GDI observed following preincubation with kidney BBM in the presence
of KCI was due to the proteolysis of GST-GDI. Taken together, these results
suggest that proteolysis potentially regulates GDI functions in the kidney.

;
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In this study, we report that recombinant GDI, which is a regulator of
Rhô small GTP-binding protein localization and activation, is proteolytically
processed in the presence of kidney BBM as well as in the presence of crude
membranes from intestine and spleen. Interestingly, cleavage of GST-GDI
occurs much faster under physiological ionic strength conditions. However,
the extent of GST-GDI proteolysis varied among membranes from the tissues
tested. Nevertheless, in all cases GST-GDI cleavage gave rise primarily to a
17 kDa immunoreactive peptide.

0
Since selective proteolysis of GDI with trypsin also gives rise to a 17

kDa fragment [55], this suggests the presence of a proteolytically sensitive
zone in GDI structure (Fig. 7). This hypothesis is in agreement with the
conclusions drown from recent NMR spectroscopy and crystal structure
determinations of GDI [55-56]. According to these studies, GDI is composed
of two distinct regions. The N-terminal portion of the protein, comprising
residues 1-60, is rather disorganized and flexible while the remaining C-
terminal portion is highly structured in an immunoglobulin-like fold. This
structural disparity might create a region of proteolytic sensitivity at the point
of transition between the two domains of GDI. The size of the major fragment
(17 kDa) resulting from recombinant GDI proteolysis in the presence of
various membranes is compatible with cleavage occuring at the hinge zone of
the protein.

^
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Different reagents and classes of protease inhibitors were tested for

ability to block the proteolysis of GST-GDI in the presence of kidney BBM.

While the cysteine alkytating agent iodoacetamide is unable to protect GST-

GDI from proteolysis, the more hydrophobic agent phenylmaleimide partly

inhibits GST-GDI cleavage. This suggests that a cysteine protease bound to

kidney membranes could be responsible for the cleavage of GST-GDI.

Furthermore, the observation that Ac-YVAD-CHO, a tetrapeptide inhibitor of

some members of the caspase family, strongly inhibits GDI proteolysis

suggests that the cysteine protease involved in this process could be a

caspase. In addition, the proteolysis of recombinant GDI is not inhibited by E-

64. This agrees with the fact that ICE-like proteases, in contrast to other

cysteine proteases, are insensitive to the effects of E-64 [57].

Interestingly, the chelating reagent EDTA also partly blocks the

proteotysis of recombinant GDI suggesting than a metalloprotease is

participating in this cleavage. Together, the results obtain with Ac-YVAD-

CHO and EDTA clearly indicate that several proteases, including a caspase-

like protease and a metalloprotease, could modulate the regulatory activity of

GDI on Rhô proteins of kidney BBM via proteolysis.

l

J

Although caspase-mediated proteolysis was previously reported Tor the

closely related D4GDI protein [27-28] (Fig. 7), the same proteolytic event is

not expected for GDI since it lacks a similar caspase recognition sequence

motif. In agreement with this, recombinant GDI was shown to not be cleaved

to a 17 kDa fragment by recombinant ICE [28]. Amino acid sequencing of the

major 17 kDa fragment resulting from GST-GDI proteolysis in the presence of
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kidney BBM revealed that cleavage takes place after Ala63 within the GDI
sequence 60AVSADP65 (Fig. 7). This cleavage site of GST-GDI is not

compatible with caspase activity. However, proteolytic cleavage of GST-GDI
at Ala63 is sensitive to the ICE inhibitor Ac-YVAD-CHO when incubated with

BBM in vitro. Although this does not demonstrate direct catalytic activity in

GDI proteolysis for caspase in kidney, it supports indirect participation through
a proteolytic cascade in this tissue. In agreement with this possibility, different

members of the caspase family are known to be present in kidney [43, 58].

0

We have shown that cleavage of GDI at Ala63 leads to the loss of its

ability to extract Rho proteins from membranes. Similar in vitro cleavage of

D4GDI at Asp55 suppresses its ability to inhibit GDP dissociation from Rho

proteins [28]. Since cleavage occurs at near adjacent positions on the two

proteins, proteolytic cleavage of an N-terminal flexible portion appears to be a

generalized way of regulating the activity of different members of the GDI

family. Inhibition of GDI function is expected to have marked consequences

on the regulation of Rho protein activities and thus on cytoskeleton

organization. For example, the failure of cleaved GDI to inhibit nucleotide

exchange on Rhô proteins could result in an increased activation of the

cytosolic pool of Rho. Additionally, the inability of cleaved GDI to extract

membrane-bound Rhô proteins could have marked effects on signaling

pathways activated by these small G proteins. Loss of the regulation of both

Rhô protein activities and targeting, due to a deficient GDI, would likely result
in the assembly of inappropriate actin cytoskeletal structures. Furthermore,

given the known involvement of caspases in apoptosis, cleavage of GDI

J
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family members by caspase activity might contribute to the disabling of
cytoskeletal functions that is associated with apoptotic processes.

0

J
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ABBREVIATIONS

Ac-YVAD-CHO, acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-aldehyde; BBM, bmsh border
membrane; CAPS, 3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid; E. coli,

Escherichia coli; GDI, GDP dissociation inhibitor; GST, glutathione S-
transferase; Hepes, 4-(2-hydroxyethyt)-1-piperazineethanesulfonic acid; ICE,

interleukin-lp-converting enzyme; SDS-PAGE, SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis; PVDF, polyvinylidene difluoride membranes; TBS, Tris-
buffered saline; Tris, tris(hydroxymethyt) aminomethane.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1 GDI and GST-GDI cleavage in the presence of BBM.

Recombinant GDI or GST-GDI (0.36 pM) were incubated with membranes (20

pg of protein), in 20 mM HepesH'ris (pH 7.2) for 60 min at 37°C, in the

presence or absence of KCI (150 mM) in a final volume of 30 pl. Following

incubation, membranes were rapidly chilled on ice and œntrifuged at 40 000 X

g for 30 min at 4°C. Supernatant proteins were separated by SDS-PAGE and

analyzed by Western blotting with a GDI-specific polyclonal antibody as

described under Materials and Methods section. Control (Ctl) GDI and GST-

GDI were directly sotubilized in Laemmli's sample buffer. This result is

representative of two experiments done in duplicate.

Figure 2 Kinetic analysis of GST-GDI cleavage in the presence of

BBM. GST-GDI (0.36 pM) and membranes (20 pg of protein) were incubated

in 20 mM Hepes/Tris (pH 7.2) for the indicated time periods at 37°C, in the

presence or absence of KCI (150 mM) in a final volume of 30 pl. Following

incubation, membranes were rapidly chilled on ice and centrifuged at 40 000 X

g for 30 min at 4°C. Supernatant proteins were separated by SDS-PAGE and

analyzed by Western blotting with a GDI-specific polyclonal antibody, as

described under Materials and Methods section. Control (Ctl) proteins were

directly solubilized in sample buffer. This result is representative of two

experiments done in duplicate.

u

Figures. Stimulation of BBM-mediated GST-GDI cleavage by

increasing ionic strength. GST-GDI (0.36 pM) and membranes (20 [IQ of
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protein) were incubated in 20 mM Hepes/Tris (pH 7.2) for 60 min at 37°C, in

the presence of increasing concentrations of KCI in a final volume of 30 \ji\.

Following incubation, membranes were rapidly chilled on ice and centrifuged

at 40 000 X g for 30 min at 4°C. Supernatant proteins were separated by

SDS-PAGE and analyzed by Western blotting with a GDI-specific polyclonal

antibody, as described under Materials and Methods section. Control (Ctl)

proteins were directly solubilized in sample buffer. This result is

representative of two experiments done in duplicate.

0

Figure 4. Tissue distribution of GST-GDI proteolysis. Crude

membranes obtained from different tissues and kidney brush border

membranes (20 pg of protein) were incubated with GST-GDI (0.36 pM) in 20

mM hlepes/Tris (pH 7.2) for 60 min at 37°C, in the presence (+) or absence (-)

of KCI (150 mM) in a final volume of 30 pl. Following incubation, membranes

were rapidly chilled on ice and centrifuged at 40 000 X g for 30 min at 4°C.

Supernatant proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed by

Western blotting with a GDI-specific polyclonal antibody, as described under

Materials and Methods section. Control (Ctl) proteins were directly solubilized

in sample buffer. This result is representative of two experiments done in

duplicate.

u

Figure 5. Effects of protease inhibitors on GST-GDI cleavage in BBM.

Membranes (20 pg of protein) were pre-incubated in 20 mM HepesH'ris (pH

7.2) for 20 min at room température in the presence of 10 pM E-64 , 1 pM Ac-

YVAD-CHO, 15 mM phenylmaleimide, 15 mM iodoacetamide, 3 mM EDTA,

300 |jM captoprit, 0.03 pg/pl aprotinin or 30 pM pepstatin. Following the
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addition of GST-GDI (0.36 pM) the incubation was prolonged for an additional

60 min at 37°C, with (+) and without (-) KCI (150 mM) in a final volume of 30

pl. Membranes were then rapidly chilled on ice and œntrifuged at 40 000 X g

for 30 min at 4°C. Supernatant proteins were separated by SDS-PAGE and

analyzed by Western blotting with a GDI-specific polyclonal antibody, as

described under Materials and Methods section. Control (Ctl) proteins were

directly solubilized in sample buffer. This result is representative of two

experiments done in duplicate.

0

Figure6. Dose-dependent inhibition of GST-GDI cleavage by the

tetrapeptide Ac-YVAD-CHO. Kidney brush border membranes (20 pg of

protein) were pre-incubated in 20 mM Hepes/Tris (pH 7.2) for 20 min at room

temperature with various concentrations of Ac-YVAD-CHO. Following the

addition of GST-GDI (0.36 |jM) the incubation was prolonged for an additional

60 min at 37°C, with (+) and without (-) KCI (150 mM) in a final volume of 30

pl. Membranes were then rapidly chilled on ice and centrifuged at 40 000 X g

for 30 min at 4°C. Supernatant proteins were separated by SDS-PAGE and

analyzed by Western blotting with a GDI-specific polyclonal antibody as

described under Materials and Methods section. Control (Ctl) proteins were

directly solubilized in sample buffer. This result is representative of two

experiments done in duplicate.

u

Figure 7. Schematic structure and fragments resulting from

proteolytic cleavage of GDI and D4GDI. The Ac-YVAD-CHO-sensitive

cleavage site generated on GST-GDI upon incubation with kidney BBM is

indicated. This result is compared to a known cleavage site previously
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obtained by trypsin treatment of GDI [55] and to those observed by incubation
of D4GDI with CPP32 and ICE [27-28]. Cleavage occurs after Arg58 and
Ala63 on GDI and after Asp19 and Asp55 on D4GDI.

0

Figure 8. Proteolytic cleavage of GST-GDI inhibits it from releasing
Rhô proteins from BBM. GST-GDI (0.36 |JM) was pre-incubated in 20 mM
Hepes/Tris (pH 7.2) for 1 h at 37°C, in the presence of BBM (20 pg of
protein), with and without KCI (150 mM), in the presence or absence of Ac-
YVAD-CHO (10 pM), as indicated under each panel. Following preincubation,
membranes were pelleted at 100 000 X g Tor 30 min at 4°C. Supematants
containing truncated and/or intact GST-GDI were diatyzed against 20 mM
Hepes/Tris (pH 7.2) for 2 h in a cold room to remove KCI. Dialyzed truncated
and/or intact GST-GDt were reincubated for 15 min at 20°C with fresh BBM
(20 [jg of protein) in the absence of KCI to measure their ability to extract Rho
proteins from BBM. Membranes were then rapidly chilled on ice and
centrifuged at 40 000 X g for 30 min at 4°C to separate supematants (S) from
pellets (P). Proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed by Western
blotting. The state, intact or truncated, of GST-GDI following preincubation is
shown (A). The releasing activity of these preparations of GST-GDI on Cdc42
(B) and RhoA (C) is presented. These results are representative of two
experiments.

u
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FIGURE 1. GDI and GST-GDI cleavage in the presence of BBM
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OBJECTIFS

D

L'activité de méthylation des protéines sur résidus aspartyles est réputée

participer à la réparation de protéines endommagées. Des résultats antérieurs,

publiés par notre laboratoire, ont montré une stimulation de cette activité dans la

fraction soluble par les nucléotides guanylés non hydrolysables, suggérant la

participation d'une petite protéine G. Dans un effort pour caractériser la voie de

signalisation stimulée par cette protéine G, nous avons examiné l'effet de divers

inhibiteurs et stimulateurs sur l'activité de la méthyltransférase, en présence et en

absence de GTPyS. Nos résultats suggèrent la mobilisation d'une voie tyrosine

kinase lors de la stimulation de l'activité méthyltransférase par les nucléotides

guanylés.

J
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ABSTRACT

Protein carboxyl methylation in rat kidney cytosol is increased by addition of

guanosine 5'-0-[y-thio]ft-iphosphate (GTPyS), a non-hydrolyzable analog of GTP.

GTPyS-stimulated methyl ester group incorporation occurs on isoaspartyl residues as

attested by the alkaline sensitivity of the labelling and its competitive inhibition by L-

isoaspartyl-containing peptides. GTPyS was the most potent nucleotide tested while

GDPpS and ATPyS also stimulated methylation but to a lesser extent. Maximal

stimulation (5-fold) of protein L-isoaspartyl methytransferase (PIMT) activity by

GTPyS was reached at a physiological pH in the presence of 10 mM MgCl2. Other

divalent cations, such as Cu2+, Zn2+ and Co2+ (100 pM), totally inhibited GTPyS-
dependent carboxyl methylation. The phosphotyrosine phosphatase inhibitor

vanadate potentiated the GTPyS stimulation of PIMT activity in kidney cytosol at

concentration lower than 40 \iM, but increasing vanadate concentration over 40 ^M

resulted in a dose-dependent inhibition of the GTPyS effect. The tyrosine kinase

inhibitors genistein (IC5Q= 4 pM) and tyrphostin (IC5Q= l ^M) abolished GTPyS-

dependent PIMT activity by different mechanisms, as was revealed by acidic gel

analysis of methylated proteins. While tyrphostin stabilized the methyl ester groups,

genistein acted by blocking a crucial step required for the activation ofPIMT activity

by GTPyS. The results obtained \vith vanadate and genistein suggest that tyrosine

phosphorylation régulâtes GTPyS-stimuIated PIMT activity in kidney cytosol.

J
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Abbreviations: AdoHcy, 5-adenosyl-L-homocysteine; AdoMet, 5'-adenosyl-L-
methionine; ADPpS, adenosine 5'-0-[P-thio]diphosphate; AFC, acetyl famesyl
cysteine; AMP-PNP, adenyl-5'-imidodiphosphate; ATPyS, adenosine 5'-0-[Y-
thiojtriphosphate; DMSO, dimethylsulfoxide; DSIP-isoD, ô-sleep-inducing peptide;

GDPpS, guanosine 5'-0-[p-thio]diphosphate; GMP-PNP, guanosyl-5'-
imidodiphosphate; GTPyS, guanosine 5'-0-[y-thio]triphosphate; Hcy, homocysteine;
PPMT, prenylated protein methyltransferase; PD^TT, protein isoaspartyl carboxyl
methyltransferase.

J
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JINTRODUCTION

Protein carboxyl methylation is a \videspread post-translational modification [1-4].

Four types of carboxyl methylation have been identified so far, differentiated by the
nature of the modified amino acids. In bacteria, side-chain methylation-

demethylation reactions at glutamyl residues of chemotactic receptors seem to act as
a desensitizor to ensure that the cell vectorially responds only to changes in the level

of chemoattractants and not to sustained high levels [5]. In eukaryotes, C-terminal

methylation of isoprenylated cysteine residues by the membrane-associated

prenylated cysteine protein meth)'ltransferase (PCMT) might participate in membrane
attachment of small G proteins [6]. A eukaryotic C-terminal leucine
methyltransferase, which modifies the catalytic subunit of protein phosphatase 2a,

was recently identified [7,8]; the role of this modification is not clear at the moment,
but it appears that methylation at this site is modulated during the cell cycle [9].
Finally, methylation of the free a-carboxyl groups of atypical isoaspartyl residues
by L-isoaspartyl methyltransferase (PIMT) (E.C. 2.1.1.77), which is found in
vertebrates as well as in invertebrates, bacteria, plants and fungus [10,11], has been
postulated to act as a repair system for damaged proteins [1,2,12].

\

J

PLMT is a monomeric protein of 25-27 kDa [13] which is mainly cytosolic but
is also found in membrane-associated forms [14-20]. The enzyme has a broad
spectrum of substrates because it recognizes P-isoaspartyl linkages arising on
proteins from spontaneous deamidation or racemization of asparaginyl and aspartyl
residues [21]. The methyl esters formed are susceptible to alkaline treatment and
hydrolyze spontaneously even at neutral pH [22]. Methylation at these impaired sites
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can partially restore activity to deaminated calmodulin [23] and to HPr, a

phosphocarrier found in Escherichia col i [24].

The importance of PIMT activity for cell survival was recently illustrated by

the characterization of PIMT-negative mutants in E. coli [25] and mouse [26].

Consistent with the h)?pothesis of harmful accumulation of altered proteins in the

absence of the methyltransferase, deletion mutation in bacteria decreases the survival

of cells in stationary phase, especially under stress conditions, \vithout affecting those

in exponential gro\vth [25]. Similarly, homozygous pimt (-/-) knockout mice also

accumulate PIMT substrates, show growth retardation and die from fatal seizures at

around 42 days of age [26]. Interestingly, heterozygous mice produced no particular

phenotype although expressing only half the normal level of PIMT [26]. Clearly,

enzyme activity is not saturated by endogenous substrates in vivo.

PIMT expression and activity are developmentally regulated [27-34] \vith

some degree of tissue specificity [30, 33]. Both mRNA and protein levels usually

increase in parallel during aging, suggesting that PIMT regulation occurs mainly at

the transcriptional level [28, 29]. The promotor for the human gene contains

nucleotide sequences corresponding to antioxidant and xenobiotic response elements,

suggesting that PIMT expression might be sensitive to such agents [35]. The human

gene also possesses multiple estrogen-responsive elements that may account for some

reported age and sex-specific differences in PIMT activity [35, 36]. Hormonal

regulation of expression and activity was also present in plant tissues, where the

methyltransferase could be induced, during seedlings, in response to abscisic acid

[37].
J
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n
Control of PD^TT activity may also occur at the protein level. For instance,

en2ymatic efficiency is influenced by the intracellular S-adenosyl-L-methionine
(AdoMet) /5'-adenosy]-L-homocysteine (AdoHcy) ratio. As sho\vn recently, an
increased AdoHcy level, resulting from accumulation of homocysteine, accounts for
the reduced methyltransferase activity seen in chronic renal failure [38]. Regulation
of PIMT activity by post-translational modification has not been demonstrated but,
interestingly, PIMT is capable of automethylation [39]. The presence of a
phosphorylated form was previously suggested based on the change in
chromatographic behavior of a PIMT isozyme follo^ng protein phosphatase S
treatment [40].

D Our laboratory has previously reported an up-regulation of renal PIMT
activity which is modulated by guanine nucleotides in a dose-dependent way [4l]
and, for cytosolic PIMT, seems to be unique to the kidney [41]. This study presents
evidence that the GTPyS-stimulated methylation observed in kidney cortex cytosol
occurs on proteins containing altered aspartyl residues. A link between methylation
and phosphorylation was established since both genistein, an inhibitor of protein
tyrosine kinases, and vanadate, an inhibitor of tyrosine phosphatases, inhibited the
stimulative effect of the guanine nucleotide analog on PIMT activity. These results
suggest that phosphorylation regulates the GTPyS-dependent carboxyl methylation
and provides new perspectives for the study ofisoaspartyl methylation.

J
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n MATERIAL A^TD METHODS

Materials

S-adenosyï-L-[methy/-->îî]methiomne (69.5-73 Ci/mmol) was from DuPont-New
England Nuclear (Boston, MA). Nucleotides and protein A-Sepharose were from
Sigma Chemical (St-Louis, MO). Phosphatase and kinase inhibitors were purchased
from Gibco (Grand Island, NY) and Calbiochem (La Jolla, CA). The S-sleep-
inducing peptide containing an isoaspartyl residue (DSIP-isoD) was obtained from
Bachem (Philadelphia, PA). EIectrophoresis reagents were from Bio-Rad
(Mississauga, Ont, Canada).

D
Tissue fractionation

Sprague-Dawley male rats (300-350 g) were anesthetized with CO^ and killed by

decapitation. The kidneys were then quickly removed and chilled in an ice-cold
saline solution. Minced tissues were homogenized with a tight-fitting glass/Teflon
motorized homogenizer in 8 volumes of 250 mM sucrose/ 5 mM Hepes/Tris, pH 7.5.
Unbroken cells and nuclei were sedimented by centrifugation at 1 000 xg for 10 min.
The resulting supematants were centrifuged at 100 000 xg for 60 min. The high-
speed supernatant was used as a source of cytosolic proteins. Protein content was
measured wth the Bradford method [42].

J

Phosphorylatîon reactions

Endogenous phosphorylation of kidney cytosolic proteins (300 ^g) was carried out
for 5 minutes at 30°C, in the presence of 10 pM ATP, 10 mM MgCl2, 100 \iM
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sodium vanadate, 25 mM Hepes/Tris/pH 7.2 in a final volume of 100 pL. Where

required, aliquots containing 50 fig of proteins were subsequently used for

methylation reactions.

3

Methylation reactions

Cytosolic proteins (50 pg) from kidney were incubated for 60 min at 37°C in a

medium containing 10 ^iM (2-3 i^Ci) 5'-adenosyl-L-[me//î>'/-3H]methionine and 100
mM Hepes^Tris buffer, pH 7.5 in a final volume of 30 ^1. For GTP-dependent

methylation, 100 [iM GTPyS was added. For the quantification of total endogenous

carboxyl methylation rate, reactions were stopped by adding an equal volume of 1%

SDS in 0.2 M NaOH to hydrolyze the methyl esters on acceptor proteins. The PIMT

methyltransferase activity was then measured by a methanol vapor diffusion assay

[43], which detects methanol resulting from hydrolysis of methyl esters present on

proteins at the end point of the reaction in addition to the methanol resulting from

protein methyl ester turnover that accumulated during the length of the reaction [44].

For acidic gel electrophoresis analysis of methylated proteins, the reaction was

stopped by adding an equal volume of 16-BAC sample buffer.

J

Acidic gel electrophoresis

In order to preserve the methyl esters formed on isoaspartyl residues, proteins (50 fig)

were separated by 16-BAC acidic gel electrophoresis using the method ofMacfarIane

[45] with minor modifications. Electrophoresis was performed overnight in 1.5 mm-

thick, 9 % polyacrylamide-SM urea gels, at a constant current of 40 mA. Due to the

lability of the methyl esters, the samples were not boiled prior to loading. Following
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electrophoresis, gels were fixed, stained and destained as described in Gingras et al.
[17], then soaked in IM sodium salicylate acidified with 10 mM acetic acid. Gels
were dried and exposed to Kodak XAR films at -800C for at least one month.
Molecular weight determination was performed using the follo\ving standards: P-
galactosidase (116 kDa), phosphotylase b (97,4 kDa), bovine serum albumin (66
kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (31 kDa), soybean tr^'psin inhibitor
(21 kDa) and lysoz^me (14.5 kDa).

3

Note : it is important to bare in mind that there is a fundamental difference between
the two methods used here to quantify PIMTII activity. Acidic gel electrophoresis
will give an instant flash picture of the methylated proteins at the end point of the
reaction. On the other hand, the methanol vapor diffusion assay will give a measure
of the methyl esters turnover on the accepting proteins for the length of the assay.

J
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RESLTLTS

Identification of the methylation reaction stimulated in the presence ofGTPyS

According to previous studies using rat kidney cortex, endogenous cytosolic

methylated proteins with apparent molecular weights of 14, 16, 27, 30,36,43,47 and

48 kDa could be separated on acidic gel following incubation in the presence of

[3H]AdoMet [17, 34, 4l] (Fig. I, lane l). Addition of 100 ^MGTPyS (a non-

hydrolyzable analog ofGTP) to kidney soluble proteins increased the labelling of all

these methyl acceptors by different amounts, varying from 2- to 5-fold (Fig. 1, lane

3). Furthermore, additional labelled proteins of 22, 25, 53, 56 and 65 kDa were also

detected in the presence of the guanine nucleotide (Fig. 1, lane 3 vs lane 1). Except

for the major methylated substrate migrating at 36 kDa, the increased labelling

induced by GTPyS did not survive the mild alkaline conditions (pH 8.8) ofLaemmli's

SDS-PAGE (data not shown) indicating that the methylation was likely occumng on

isoaspartyl residues [46]. To verify this assumption, methylation reactions were

conducted in the presence or absence of 1 mM o-sleep-inducing peptide containing

an L-isoaspartyl residue (DSCP-isoD), which is a known substrate for PIMT [47].

Addition ofDSP-isoD reduced the labelling on most methyl-acceptor proteins except

for the 36 kDa substrate, in both the absence (Fig. 1, lane 2) and presence ofGTPyS

(Fig. 1, lane 4), confirming that, with or \vithout GTPyS, methylation reactions were

occurring on isoaspartyl residues ofPIMT substrates.

1

J
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Biochemical characterization of the carboxyl methylation stimulated by

nucleotides in kidney cytosol

We next addressed the nucleotide specificity of this stimulatory effect on methylation

reactions in kidney C)7tosol. When PIMT activity was measured by the methanol

diffusion assay [43], it showed a 2.5-fold increase in the presence of GTPyS and a

1.5-fold increase in the presence of GDPpS, but was not significantly affected by

GDP, GTP, AMP-PNP, ATP or ADPpS (Table I). Stimulation ofPD^T activity did

not appear to be specific for guanine nucleotides since ATPyS, a non-hydrolyzable

analog of ATP which can be used as a phosphatase inhibitor, also increased the

methylation level up to 1.8-fold (Table I). Nevertheless, effects of GTPyS and

ATPyS were not additive, suggesting some kind of competitive convergence on a

common signaling pathway (Table I).

Fig. 2 illustrates the effects of divalent ions (all chloride salts) on basal and

GTPyS-stimulated methylation activities. The GTPyS-dependent methylation activity

was slighty increased as external Mg^+ concentration was varied from 10 |iM to 1
mM but strongly increased at higher Mg2+ concentrations. At 10 mM Mg2+, the

GTPyS-stimulated methylation was t\vice that observed in absence of this ion. On the

other hand, Mg2+ had no effect on basal methylation suggesting that this ion acted as
an essential cofactor for the GTPyS-dependent carboxyl methylation in kidney

cytosol. Of the other divalent cations tested, Cu2+, Zn2+ and Co2+ caused complete

inhibition of GTPyS-dependent methylation at a concentration of 100 \iM.

J
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Effects of phosphatase and kinase inhibitors on PIMT activity in kidney cytosol

Various classes of phosphatase inhibitors were used in an effort to discriminate

between possible cellular pathways involved in the GTPyS stimulation of PLMT

activity (Table H). The serine/threonine phosphatase inhibitors okadaic acid and

microcystin, as well as NaF, had no effect on either basai or GTPyS-dependent PIMT

activities. However, the tyrosine phosphatase inhibitor vanadate, at 200 pM, slightly

reduced the GTPyS-dependent stimulation of methylation, whitout affecting basal

PIMT activity (Table II). Surprisingly, a dose-response curve revealed a dual effect

ofvanadate on protein methylation in the presence ofGTPyS. Addition ofvanadate

at concentrations lower than 40 [iM potentiated the nucleotide effect while higher

concentrations reduced it (Fig. 3).

3 Tyrosine kinase inhibitors were also tested for their effects on carboxyl

methylation in the presence and absence of GTPyS. Neither lavendustin A nor

herbimycin showed any efîect that was significantly different firom that of DMSO,

their solvent, which was itself slightly stimulatory to methylation in the presence of

GTPyS (Table II). The water soluble tyrosine kinase inhibitor RCAM lysozyme was

also without effect. In contrast, genistein and tyqîhostin completely abolished the

GTPyS-dependent methylation activity (Table H). The inhibitory effects of both

genistein and tyrphostin were dose-dependent with IC5Q values of 4 ^M and l pM

respectively (Fig. 4A and B). In addition, tyrphostin but not genistein inhibited basal

methylation up to 50% (Fig. 4B). Therefore, the results obtained with phosphatase

and kinase inhibitors indicate a key role for tyrosine phosphorylation in the regulation

ofGTPyS-stimulated carboxyl methylation in kidney cytosol.

J



177

Effects of phosphorylation on the methylation of endogenous substrates in kidney

cytosol

To study the effects of phosphorylation on methylation, the methylated substrates

were analyzed using acidic gels (Fig. 5). Cytosolic proteins from kidney were

phosphorylated in the presence of ATP (10 ^M), while varying the presence of
MgCl2 (10 mM), vanadate (100 ^M), genistein (100 \iM), and tyrphostin (100 pM),

then methylated in the presence of [3H]AdoMet (10 pM) with or without GTPyS (100
pM).

3

Under basal conditions, when only the methyl donor [^HJAdoMet was present
(Fig. 5A, lane l), a methylation pattern similar to that sho\\Ti in Fig. 1 lane 1 was

observed. Addition of MgCl2 to the incubation medium resulted in an increase in

methyl incorporation on 14, 36, 43, and 47 kDa substrates and led to additionnai

labelling of a 39 kDa substrate (Fig. 5A, lane 2 vs lane 1). Furthermore, in the

presence of Mg2+, the labelling of the protein at 48 kDa disappeared. Inclusion of
ATP (Fig. 5A, lane 3 vs lane 2), vanadate (Fig. 5A, lane 4 vs lane 1, and lane 5 vs

lane 3), or geni stein (Fig. 5A, lane 6 vs lane 5) had no additional effect on the pattern

of methylated substrates. Interestingly, the presence of tyrphostin resulted in the

massive labelling of most methyl acceptor proteins (Fig. 5A, lane 7).

J

In the presence of GTPyS, we observed a general increase in the methylation

level of acceptor proteins (Fig. 5A, lane 8 vs lane 1). This increase was more

pronounced for the 16, 27, and 30 kDa substrates, and additional substrates of 53 and
56 kDa were also detected. Inclusion of MgCl2 resulted in increased incorporation
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ofmethy] groups on the 14, 36, 43, 47, 53 and 56 kDa substrates and revealed an
additional substrate around 39 kDa but decreased the methyl labelling of the 27 kDa
protein (Fig. 5A, lane 9 vs lane 8). Inclusion of ATP had no additional effect (Fig.
5A, lane 10 vs lane 9), nor had vanadate at the concentration used (Fig. 5A, lane 11
vs lane 8, and lane 12 vs lane 10). Addition ofgenistein inhibited the GTPyS-induced
labelling on acceptor proteins except for the 14, 36, 43 and 47 kDa substrates which
remained strongly methylated (Fig. 5A, lane 13 vs lane 12). Again tyrphostin caused
a major incorporation of methyl groups on kidney cytosol substrates (Fig. 5A, lane
14). A less exposed gel showed that most of the proteins strongly labelled in the
presence of tyrphostin have molecular weights corresponding to those of PIMT
substrates labelled in the absence of tyrphostin although some new methylated
proteins were detected (Fig. 5B vs Fig. 5A, lane 12). The tyrphostin effect on the
methylation profile was independent of the presence ofGTPyS (Fig. 5A, lane 14 vs
7).
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DISCUSSION

Methylation and phosphorylation are two major post-translational protein

modifications essential to many cell functions. In this study, we have investigated the

modulation of both basal and GTPyS-dependent PIMT activity by phosphorylation in

the kidney cortex cytosolic cell fraction using various inhibitors of phosphatases and
kinases.

As previously reported [34, 4l], we noted a significative increase in protein

methylation activity in kidney c>rtosolic extract in the presence ofGTPyS. Three sets

of evidence indicate that the increased methylation occurs on isoaspartyl residues.

First, methylation ofisoprenylated cysteine residues, which is kno\\Ti to be modulated

by guanine nucleotides [48-51], is excluded in a cytosolic fraction since the

corresponding methyltransferase, PCMT, is strictly located in membranes [3]. In

support of this assumption, no methylation of acetyl famesyl cysteine (AFC), a

kno\vn substrate for PCMT, was observed with our cytosolic kidney preparation [48].

Second, the GTPyS-stimulated methyl esters formed are base-labile and hydrolyze
under the mild alkaline conditions associated with SDS-PAGE in the Laemmli

system, except for two substrates migrating at 16 and 36 kDa (not shown). Such an

alkaline sensitivity is a widely used criterion to distinguish PI\fT activity firom other

types of protein methylation [24]. Third, and most importantly, the labelling of

acceptor proteins is reduced in the presence of the isoaspartyl-containing peptide

DSIP-isoD, a well kno\vn specific substrate for PIMT [47]. The only exception is a

36 kDa protein whose methylation, although stimulated in the presence of GTPyS, is

not affected by the PIMT substrate.
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Comparing nucleotide specificities for this stimulation phenomenon showed

that GTPyS and GDPpS are stimulatory with the first being more potent, as

previously reported [41]. These facts strongly implicate a GTP-binding protein.

Additionnally, we report that ATPyS, a non-hydrolyzable analog ofATP, also induces

increased methylation. ATPyS and GTPvS effects are not additive, suggesting a

common nucleotide binding site. As suggested for other systems [52], this action of

ATPyS could be mediated by a nucleotide diphosphate kinase (NDPK). It was shown

that this enzyme can transfer the y-phosphate from ATPyS to GDP, converting it to

GTPyS [52]. In agreement \^th this, AMP-PNP was ineffective, not being a substrate

for NDPK.

3 The divalent cation study gives us some insight into the molecular

mechanisms involved in the GTPyS-dependent increase in protein methylation. For

example, when using the methanol diffusion vapor assay, Mg2+ potentiates the
GTPyS-induced methylation without affecting basal methylation, suggesting that it

acts by stabilization of the interaction behveen the guanine nucleotide and a GTP

binding protein. Zn2+ decreases carboxyl methylation both in the presence and
absence of GTPyS. Given that Zn2+ was also reported to be inhibitory to other types
of methylation activities [53, 54], we can postulate a similar mode of action here.

We propose that Zn2+ inhibits PDvlT activity by coordinating histidine and/or
cysteine residues essential for catalysis or substrate recognition. In support of this

h}'pothesis, PDvfT from different sources have a conserved histidine at position 63 in

a motif that has been proposed to be essential for PIMT substrate recognition [55].

Moreover, tertiary structure solution has implicated a cysteine in the catalytic process
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ofDNA methyltransferase [56]. On the other hand, Cu2+ and Co2+ are transition
metal ions that can adopt different valency states. So, it is possible that their

inhibitory effect on GTPyS-dependent methylation might reflect a potential
responsiveness of this stimulation phenomenon to the redox status of the cell.

3

The present results clearly demonstrated a regulation, by tyrosine
phosphorylation, of protein carboxyl methylation which was stimulated by GTPyS.

Both genistein, which competes ^ith ATP, and tyrphostin, which competes with

substrates for binding to tyrosine kinases, completely inhibit the effect of GTPyS on
carboxyl methylation activity, \^th low IC5Q values of 4 \iM and l ^M respectively.

It is worth noting that these values fall in the normal inhibitory range observed for
these products toward tyrosine kinases (Table II). Vanadate, a tyrosine phosphatase

inhibitor, has a dual effect. At low concentrations it potentiates GTPyS stimulation

of methylation activity up to 5-fold over basal conditions. However, increasing the

concentration of vanadate results in a dose-dependent inhibition of the GTPyS-

dependent methylation. This could mean that a dynamic system, coupling

phosphorylation and dephosphorylation reactions, is implicated in the stimulation of
PDvIT activity by GTPyS.

J

Analysis of the methylation profiles obtained with acidic gel electrophoresis

of kidney soluble proteins indicates different mechanisms of inactivation for the two
tyrosine kinase inhibitors. Genistein, which inhibits only the GTPvS-induced

methylation activity without affecting basal activity, does not affect the protein

methylation pattern in the absence of GTPyS. However, in the presence of the

nucleotide, genistein abolishs the GTPyS-induced increase in methylation of PIMT
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substrates, resulting in a protein methylation pattern similar to that obtained under

basal conditions. This suggests that the GTPyS effect on protein methylation is

mediated through a t^Tosine kinase, possibly acting do\vnstream of a GTP binding

protein. On the other hand, tyrphostin, which also completely inhibits GTPyS-

induced methylation activity, additionally reduces basal methylation, as measured by

the methanol diffusion assay. In contrast, analysis of methylated substrates by 16-

BAC gel electrophoresis shows a major increase in the labelling of methyl acceptor

proteins, suggesting that tyrphostin acts on the methyl turnover rate by blocking a

demethylation step. This could imply either the inhibition of an esterase activity or

the stabilization of the methyl ester groups on acceptor proteins. Since the presence

of t^Tphostin also renders methyl labelling resistant to the alkaline conditions

associated with SDS-PAGE in the Laemmli system (not shown), tyrphostin

apparently stabilizes methyl esters by direct interaction \vith methylated substrates.

In agreement with this postulate, tyqîhostin has previously been suggested to inhibit

voltage-operated calcium channels by a direct interaction with the protein in vascular

smooth muscle cells [57]. The biochemical basis for such an interaction is not

understood at present. Meanwhile, t)Tphostin may be an interesting tool for the study

of protein methylation, as it could be used to stabilize labelled methyl esters during

the purification ofPINTT substrates.

J

Evidently, a better understanding of the molecular events underlying the role

of t^Tosine kinases and phosphatases in the GTPyS-dependent stimulation of

methylation activity in kidney cytosol will require the identification and

characterization of such proteins. This \vill hopefully clarify the role of PIMT

stimulation in kidney function.
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0 TABLE I Nucleotide dependency of PIMT activity in kidney cytosol

Cytosolic proteins (50 pg) were incubated for 60 min at 37°C with 10 |jM

[3H]AdoMet (2 |jCi) in 100 mM Hepes/Tris (pH 7.5), in the presence of various
nucleotides (100 pM). PIMT activity was measured as described under

"Materials and Methods" and expressed as a percentage of the activity

observed under basal conditions. These results are representative of two

experiments done in triplicate.

Nucleotides

None

GDP

GTP

GDpS

GTPyS

AMP-PNP

ATP

ADPpS

ATPyS

GTPyS + ATPyS

PIMT activity

(%)

100.0+3.3

95.4 + 0.2

97.8 ±6.4

145.4+2.1

251.9+3.1

97.2+2.1

102.9 ±9.3

111.2±0.9

176.2+3.7

166.3 ±0.5

J



190

0 TABLE II Effect of phosphatase and kinase inhibitors on PIMT
activity in kidney cytosol

Cytosolic proteins (50 pg) were incubated for 60 min at 37°C with 10 (JM
[3H]AdoMet (2 pCi) in 100 mM Hepes/Tris buffer (pH 7.5) with or without 100
pM GTPyS in the presence of various phosphatases and kinases inhibitors.

PIMT activity was then measured as described under "Materials and Methods".

These results are representative of two experiments done in triplicate.

Inhibitors

0

Inhibitory
range

(^M)
None

DMSO

Okadaic acid

Mycrocystin

NaF

Vanadate

Lavendustin A

Herbimycin

RCAM lysozyme

Genistein

Tyrphostin

Concentration

used

(4M)

PIMT activity
- GTPyS

(pmol/h/mg)

0.01-1.0

0.1

100-1000

broad

O.OT-0.2

0.8-1.0

0.5-1.0

2.0-3.0

3.0-15.0

845x10'

1.0

1.0

1000

200

100

100

1.0

100

100

3

54.2+ 1.0

54.3 ± 2.5

57.3 ± 4.9

54.1 ± 0.2

61.7 ± 0.7

66.0+ 6.4

64.7+ 0.4

54.7+ 0.4

45.7 ± 0.8

49.4+ 0.4

33.2+ 4.6

PIMT activity
+ GTPyS

(pmot/h/mg)

199.6 ± 2.5

212.1 ± 3.9

198.1 ±19.1

196.8 ±13.7

196.0t16.4

169.9+ 8.1

223.4+ 3.5

207.8+ 3.8

172.0+ 3.8

50.6+ 1.0

32.4 ± 1.0
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FIGURE LEGENDS

0

Figure 1. Competition by DSFP-isoD of basal and GTPyS-stimulated endogenous
protein methylation in kidney cytosol.

Cytosolic proteins (50 (ig) were incubated for 60 min at 37°C with 10 [iM
[3H]AdoMet (3 ^Ci) in 100 mM Hepes/Tris buffer (pH 7.5) with (lanes 2 and 4) or
without (lanes 1 and 3) l mM DSIP-isoD in the presence (lanes 3 and 4) or the

absence (lanes 1 and 2) of 100 [iM GTPyS. Reactions were stopped by adding 16-

BAC sample buffer. Aliquots of the methylated proteins (30 pg) were fractionated by
16-BAC electrophoresis under acidic conditions using 1.5 mm-thick, 9 %

polyacrylamide 3M urea gels and detected by fluorography. Molecular mass of

standard proteins are indicated on the right and molecular mass of methylated
proteins on the left. These results are representative of two experiments done in
duplicate.

Figure 2. Effects of divalent cations on basal and GTPyS-stimuIated endogenous

protein methylation in kidney cytosol.

Cytosolic proteins (50 fig) were incubated for 60 min at 37°C with 10
^M [3H]AdoMet (2 pCi) in 100 mM Hepes/Tris buffer (pH 7.5) with (0) or without
(•) 100 pM GTPyS in the presence of different concentrations of the following
divalent ions: Mg2+, Cu2+' Zn2+and Co2+, (all chloride salts). PDvlT activity was
then measured as described under "Materials and Methods". These results are

representative oft\vo experiments done in triplicate.
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n
Figure 3. Dose-response effect of vanadate on basal and GTPvS-stimulated

endogenous protein methylation in kidney cytosol.

Cytosolic proteins (50 ^ig) were incubated for 60 min at 37°C with 10

[iM [3H]AdoMet (2 ^Ci) in 100 mM Hepes/Tris buffer (pH 7.5) with (0) or without
(•) 100 pM GTPyS in the presence of different concentrations ofvanadate. PD»4T

activity was then measured as described under "Materials and Methods". These

results are representative ofUvo experiments done in triplicate.

Figure 4. Dose-response effect of genistein and tyrphostin on basal and GTPyS-

stimulated endogenous protein methylation in kidney cytosol.

Cytosolic proteins (50 |Lig) were incubated for 60 min at 37°C with 10

V.M [3H]AdoMet (2^Ci) m 100 mM Hepes/Tris buffer (pH 7.5) with (0) or without
(•) 100 |^M GTPyS in the presence of different concentrations of A: genistein and B:

tyrphostin. PIMT activity was then measured as described under "Materials and

Methods". These results are representative of two experiments done in triplicate.

u

Figure 5. Effect of phosphorylation on the methylation of soluble proteins in

kidney.

Phosphorylation ofcytosolic proteins (300 ^ig) was performed with 10 pM ATP, in

the presence or absence of 10 mM MgCl2, 100 \M vanadate, 100 pM genistein, 100

tiM tyrphostin, and in 25 mM HepesH"ris buffer (pH 7.5) for 5 minutes at 30°C.

AIiquots of the phosphorylated proteins (50 pg) were then methylated in the presence

and absence ofGTPyS, as described under "Materials and Methods". Reactions were
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stopped by adding sample buffer and aliquots of proteins (50 pg) were fractionated

by 16-BAC gel electrophoresis under acidic conditions on 1.5 mm-thick, 9%

polyactylamide, 3M urea gels. Methylated proteins were detected by fluorography

follo\ving two months exposure (A), as well as two weeks exposure (B) for kidney
soluble proteins treated wth tyqîhostin. Molecular mass of standard proteins are
indicated on the right and molecular mass of methylated proteins on the left. of each
panel. These results are representative oft\vo experiments done in duplicate.
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Î
l
l
E

200-1

100-1

0

^

•-^ i

\\

0 1 0-7 10-° 1 0-5
[Copper] (M)

1 0-4

300

oî
s

0 200
E
s ^^
^
.s
15 100-
n

I-
s-^

\\0

E

0 1 0- 7 1 0- G 1 0- 5
[Zinc] (M)

1 O-4

300

'OÎ

'0 200-
a

î

100-1

0

0-^

N ï t

\\

0 1 0- 7 1 0- 6 1 0-5 1 0- "
[Cobalt] (M)

FIGURE 2. Effects of divalent cations on basal and GTPyS-sti mutated
endogenous protein methylation in kidney cytosol



196

0

300

0

0)
E
£

200-0 40 [iM
E ^a.

><
.t;

t3 100-
<0

\\0

E

0 1 0- 6 1 0-5 10-" 1 0-3
[Vanadate] (M)

FIGURE 3. Dose-response effect of vanadate on basal and GTPyS-
stimulated endogenous protein methylation in kidney cytosol



197

n

A

200-

0)

^ 150-
0

f101
I
b so-)

E

0

200

E

^

1050= 4^M

•^

\\

0 1 O-8 10-7 1 O-6 10-5 10-"
[Genistein] (M)

0)
E p€ 150-

0
E
a.

IC50= 1tlM
100-^

•+=
0
<0 •^I- 5 0-

\\0

0 1 O-8 10-7 1 O-6 10-5 10-"
[Tyrphostin] (M)

FIGURE 4. Dose-response effect of genistein and tyrphostin on basal
and GTPyS-stimulated endogenous protein methylation in kidney
cytosol



n
198

A 8
1 2 3 4S67 9 1Û 11 12 13 14

«DaT
f" l

97
-68 65-

59-

53ss~ ^ -9

f53- 48-
48- 47
47- 45 43-
43- »

39-39- K
36— fl»

30- 3130-
27

27- ;25-
25- 22-
22- " 21
I®- - 14
14-

14
kDa

l

ATP - -+++++--+++++
MgClg -++-+++-++-+++
Vanadate ---++++---++++
Qenistetn -----+------+-
Tyiphostln ------+------+
^HjAdoiyw ++++++++++++++
er^s -------+++++++

16-
14-

• l- s7
66

- 4S

- 31

B
j^s;'

- 21
- 14

+
+
+

+

+
+

\J

FIGURE 5. Effect of phosphorylation on the methylation of soluble
proteins in kidney



199

0

0

CHAPITRE III : DISCUSSION

Au cours de cette étude, nous avons caractérisé l'activité de petites
protéines G présentes au niveau du cortex rénal. Des études antérieures ont
montré que les petites protéines G de la famille Rhô, RhoA et Cdc42, sont
fortement exprimées dans le tissu epithelial rénal (Boivin et Béliveau, 1995).
Ces protéines sont reconnues pour gérer la réorganisation du cytosquelette
accompagnant de nombreuses fonctions cellulaires tant en conditions
normales que pathologiques. Elles collaborent également à la transmission
vers le noyau des signaux relayés par les récepteurs couplés aux protéines G
et par les réœpteurs à activité tyrosine kinase. Étant donné leur importance
cruciate pour la vie cellulaire, une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires régissant leur activité peut avoir des retombées multiples. Nous
avons choisi d'exploiter une de leurs caractéristiques, soit cette capacité
qu'elles ont d'osciller entre localisation membranaire et cytoplasmique, pour
mieux cerner ces mécanismes. Nous avons aussi étudié une activité de

carboxyméthylation des protéines sur résidus isoaspartyles qui, bien
qu'ubiquitaire, a l'originatité d'etre stimulée par le GTPyS dans le tissu rénal
suggérant fortement un rôle pour les petites protéines G dans ce proœssus.

3.1 Contrôle de l'activité des petites protéines G de la famille
Rhô par leur localisation intracellulaire

La mobilité des protéines Rhô est une caractéristique importante, liée
au contrôle de leur activité. Par exemple, chez les cellules Swiss 3T3, une
stimulation par les esters de phorbol provoque la translocation d'un pool
cytosolique de RhoA vers le sillon de division ("cleavage furrow") formé au
cours de la mitose (Takaishi et al., 1995). Par ailleurs, un traitement à
l'insuline provoque l'acheminement rapide de RhoA vers la membrane
plasmique chez les adipocytes (Karman et al., 1997), alors que la
translocation de RhoA se fait plutôt vers le noyau en réponse à la thrombine
chez les cellules IIC9 (Baldassare et al., 1997). Les protéines Rhô sont donc
acheminées temporairement à des localisations spécifiques variant selon le
type de stimuli et cette migration est essentielle à la réponse cellulaire. Etant

l

u



200

0

0

donné leur caractère fortement hydrophobe, les protéines Rhô ne peuvent se
déplacer par simple diffusion. Elles mobilisent donc les services d'une
escorte protéique.

C'est la protéine GDI qui sert de navette aux protéines Rhô lors de
leurs déplacements. Elle achemine les protéines Rhô à la membrane, où les
petites protéines G sont activées, et les en retire au besoin. Elle maintien
également une réserve cytosolique de RhoA et Cdc42 en formant un
complexe soluble avec elles. On connaît cependant encore peu les
mécanismes moléculaires régissant le chargement et le déchargement des
protéines Rhô à la membrane. Le fait qu'une fraction importante des petites
protéines G, RhoA et Cdc42, résiste à l'extraction par GDI, au niveau de la
membrane à bordure en brosse rénale, montre bien que cette fonction puisse
être régulée et suggère l'existence de deux sous-populations de Rhô. Tel que
mentionné en introduction, un des facteurs reconnu pour influencer
rattachement membranaire des protéines Rhô est leur degré de modification
post-traductionnelle. La présence de sous-populations pourrait donc refléter
différents états de phosphorylation et/ou de méthylation des protéines RhoA
et Cdc42. D'autre part, il est possible que la population non extraite par GDI
soit rendue inaccessible à cette dernière par son attachement au
cytosquelette. Cette sous-population membranaire des Rhô pourrait
vraisemblablement assurer le maintien de fonctions cellulaires basâtes, alors
que la sous-population mobilisable pourrait répondre à des besoins plus
ponctuels selon les stimuli reçus par la cellule. Il est également possible que
l'extraction incomplète des protéines Rhô reflète plutôt la pénurie d'une
protéine inconnue régissant une étape limitante lors de l'extraction.

À notre surprise, nous avons remarqué que l'activité d'extraction des
protéines Rhô par GDI était fortement inhibée, en système acellulaire, en
presence d'une concentration physiologique de sels. Le phénomène n'est
pas du à la présence d'un ion particulier puisqu'il a pu être observé avec une
intensité similaire en présence de sels divers (résultat non publié). Le
phénomène est également observé chez tous les tissus étudiés suggérant
qu'en système cellulaire GDI ne puisse pas spontanément extraire les Rhô
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des membranes. A première vue, on pourrait croire que la force ionique agit
sur la liaison entre les protéines Rhô et GDI. Cette hypothèse est réfutée par
coprécipitation sur billes de glutathion-sépharose des complexes RhoA/GST-
GDI en présence et en absence de sels. Il est cependant possible que la
liaison et ['extraction des Rhô soient deux fonctions indépendantes et que la
capadté d'extraction de GDI soit tout de même affectée par le sel. À l'appui
de cette hypothèse, une étude a récemment montré que GDI privé de ses 42
acides aminés N-terminaux liait toujours Cdc42, sans toutefois pouvoir
l'extraire (Gosser et al., 1997). Cette région est particulièrement flexible et
désorganisée et pour cette raison risque d'etre vulnérable aux bris de liens
électrostatiques en présence de sels.

Bien que plausible, cette explication ne nous paraît cependant pas
entièrement satisfaisante. Nous avons montré que GDI ne peut extraire les
protéines Rhô de membranes pré-lavées au sel suggérant qu'un élément
essentiel, soit un facteur additionnel ou une interaction entre molécules, est
perdu lors du traitement. Ceci démontre du même coup que ('absence de sel
n'indurt pas automatiquement une capacité artéfactuelle de GDI à dissocier
les Rhô. L'identité du facteur perdu lors du traitement au set demeure
inconnue, mais il pourrait s'agir d'une protéine chaperon dirigeant et
stabilisant les interactions entre la portion N-terminale de GDI et les protéines
Rhô à la membrane. D'autre part, ce pourrait être un facteur de déplacement
facilitant le chargement et le déchargement des protéines Rhô sur GDI à
l'interface membrane/cytosol. La participation d'un facteur de déplacement
aurait le mérite de résoudre quelques énigmes entourant les protéines Rhô.
Par exemple, le déplacement des protéines Rhô sur GDI nécessite ta
presence de membranes (Bokoch et al., 1994). De plus, lors d'essais in vitro
réalisés en présence de protéines recombinantes, GDI s'oppose à l'activité
d'échange de GDS, cependant le fait d'augmenter la quantité de GDS ne
permet pas de lever cette inhibition (Kikuchi et al., 1992; Leonard et al.,
1992). A l'appui de cette hypothèse, la participation d'un tel facteur a été
démontrée lors de la translocation des protéines Rab (Dirac-Svejstrup et al.,
1997). Puisque les Rab comme les Rhô se déplacent entre différents
compartiments cellulaires avec l'aide de leurs propres GDI, peut-être
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poumons-nous transposer vers les Rhô quelques-unes des informations
obtenues sur les Rab,

Une même protéine pourrait assumer simultanément les fonctions de
chaperon et de débardeur sur GDI. A cet égard, ta famille ERM
(ezrine/radixine/moesine) a récemment attiré l'attention. Ces trois protéines,
étroitement apparentées, servent de crochets permettant l'ancrage du
cytosquelette d'actine à la membrane plasmique (Bretscher et al., 1997;
Tsukita et al., 1997). Leur portion N-terminale lie directement ou
indirectement certains récepteurs membranaires, tandis que la liaison aux
filaments d'actine polymérisée se fait via la portion C-terminale. En conditions
physiologiques, les protéines ERM sont inactivées par la formation d'un lien
intramoléculaire entre leurs extrémités C et N-terminales et demeurent
solubles. Cependant, lorsque phosphorylées (Crepaldi étal., 1997; Hirao et
al., 1996), ou mises en présence de PIP2 ou encore de GTPyS (Heiska et al.,
1998; hlirao et al., 1996), ces protéines se délient et assument leurs fonctions
de liaison à t'interface membrane-cytosol. L'effet du GTPyS est aboli par un
traitement à la toxine C3, suggérant que les protéines Rhô participent au
recrutement et à l'activation des protéines ERM, possiblement en
commandant la production de PIP2 via leur effecteur PIP5-K (Hirao et al.,
1996). Il est également probable que les protéines Rhô contribuent à
l'activation des protéines ERM en les phosphorytant, puisqu'une
phosphorylation de la radixine par Rho-kinase a récemment été démontrée in
vitro (Matsui et al., 1998). Bien que les protéines Rhô ne s'associent pas
directement aux protéines ERM, GDI coprécipite avec les complexes ERM-
récepteurs membranaires in vivo (Heiska e/ al., 1998; Hirao et al., 1996). A
t'interface cytosol/membrane, la liaison des complexes GDI/Rho via la
protéine GDI à ta portion N-terminale de ERM provoque apparemment
l'expulsion des Rhô du complexe, ce qui permet l'activation subséquente des
petites protéines G par échange nucléotidique (Takahashi e/ al., 1997).
L'échange du GDP pour le GTP est possiblement favorisé par le recrutement0
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préalable de protéines GDS à la membrane, hypothèse supportée par la
coprécipitation in vitro de radixine et Dbl (Takahashi étal., 1998).

À la lumière de ces faits, il semble permis de spéculer sur l'identité du
facteur perdu lors du prétraitement au sel des membranes à bordure en
brosse rénales. Il pourrait s'agir d'une protéine de la famille ERM, les trois
membres étant exprimés au niveau de la membrane à bordure en brosse
rénale (Bretsher et al., 1997). Ceci nous amène à proposer le modèle de
transtocation des protéines Rhô illustré à la figure 12. Sur ce modèle, le cycle
de translocation des protéines Rhô est initié par une production locale de
PIP2 à la membrane. La présence du phosphoinositide permet le
déploiement de ERM qui forme un pont entre les fibres d'actine et les
récepteurs membranaires. ERM recrute alors dans un premier temps une
protéine GDS puis, dans un deuxième temps, les complexes solubles
GDI/Rho à t'interface membrane/cytosol. La liaison de GDI à ERM déplace la
GDS et induit un changement de conformation sur GDI qui libère les Rhô.
Rhô est alors activée par la GDS. Rho-GTP activée recrute et stimule un
œrtains nombres d'effecteurs membranaires dont possiblement PIP5-K et
Rho-kinase, ce qui amplifie le signal, jusqu'à ce qu'intervienne une GAP pour
hydrolyser le GTP en GDP. Rhô inactivée par l'action d'une GAP et
possiblement modifiée post-traductionnellement par phosphorylation peut
maintenant être recueillie par GDI et le complexe GDI/Rho reformé retourne à
la fraction soluble. Ce modèle suppose que les Rhô cytosoliques constituent
une réserve normalement inactive en conditions physiologiques, que la
translocation des Rhô vers les membranes via GDI est régulée localement par
un signal transitoire et que GDI n'a pas d'activité d'extraction des Rhô
membranaires per se.

3.2 Contrôle de l'activité des petites protéines G de la famille
Rhô par la protéolyse

Au coure des essais d'extraction en présence de membranes à bordure en
brosse rénale, nous avons remarqué que les petites protéines G, RhoA et de
manière plus importante Cdc42, tout comme la protéine de fusion GST-GDI
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sont sensibles à la protéotyse. La protéolyse de RhoA et Cdc42 affecte
principalement la fraction qui demeure attachée à la membrane rénale lorsque
l'extraction est réalisée en absence de sel. La fraction extraite dans ces
conditions est protégée par GDI. En présence de set, la protéotyse affecte les
deux fractions de petites protéines G. Un examen plus approfondi a révélé
qu'une quantité importante de GST-GDI est également protéolysée en
absence de sel. Le phénomène augmente avec la force ionique. GST-GDI
est totalement protéolysée après une heure d'incubation en conditions
physiologiques de force ionique et de température. La plus grande
vulnérabilité des complexes GST-GDI/Rho à l'attaque protéolytique en
presence de sel peut s'expliquer par une désorganisation accrue de la portion
N-terminale de GDI résultant soit de la rupture de liens électrostatiques entre
GDI et les Rhô, soit de la perte du soutien d'une protéine chaperon. Ceci est
coherent avec notre interprétation de l'inhibition de ['extraction des Rhô par
GDI en présence de sel. Au niveau rénal, ta protéolyse accrue des protéines
Rhô et de GST-GDI contribue au moins partiellement à l'apparente incapacité
de GDI à dissocier les Rhô des membranes.

La protéolyse n'est cependant pas la cause majeure et universelle de
l'inhibition de l'extraction des protéines Rhô par GDI à force ionique
physiologique. L'inhibition de l'extraction est en effet observée au niveau de
tissus comme l'estomac et le cerveau où la protéolyse de RhoA, Cdc42 et
GST-GDI est négligeable dans les mêmes conditions. De plus, la cinétique
d'inhibition de l'extraction est nettement plus rapide que celle de la protéolyse
de GST-GDI au niveau de la membrane à bordure en brosse rénale. Il ne
faudrait pas oublier non plus que l'extraction des protéines Rhô est inhibée
par un prétraitement des membranes avec le sel, alors que dans ces
conditions la protéolyse de GST-GDI n'est pas stimulée.

Intrigués par ce phénomène de protéolyse de GST-GDI et par ses
conséquences potentielles sur l'activité des Rhô, nous avons approfondi sa
caractérisation. En présence de membranes à bordure en brosse rénales, la
protéolyse de GST-GDI augmente avec la force ionique et est pour ainsi dire
complète après une heure d'incubation en conditions physiologiques de

u



n
206

température et de sel. Une protéotyse importante est également observée en
presence de membranes totales de rate, d'intestin et de rein. Une protéolyse
beaucoup plus lente est observée, surtout en présence de sel, avec des
membranes provenant d'autres tissus. Au niveau rénal, l'activité protéolytique
mesurée en présence de sel semble enrichie dans une préparation de
membranes à bordure en brosse, par rapport à une préparation de
membranes totales. Fait intéressant, dans tous les cas, un même fragment
immunoréactif majeur d'environ 17 kDa est généré, suggérant la présence
d'une région particulièrement vulnérable à l'attaque protéolytique sur GST-
GDI.

La protéolyse de GST-GDt au niveau rénal résiste à la plupart des
inhibiteurs de protéases employés isolément. L'intégrité de GST-GDI est
cependant présen/ée en présence de conœntrations micromolaires du
peptide Ac-YVAD-CHO, un inhibiteur hautement spécifique aux protéases de
type ICE appartenant à la famille des caspases. Ce fait suggère qu'une
activité caspase puisse être présente au niveau de la membrane à bordure en
brosse rénale. Afin de confirmer le clivage de GST-GDI par une caspase, le
fragment de 17 kDa a été isolé et sequence. La protéine est clivée entre les
acides aminés A63/D64. Le site de clivage obtenu ne correspond donc pas à
celui des caspases, reconnues pour couper après un aspartate et non pas
avant. Ceci suggère que la caspase incriminée agit indirectement sur GST-
GDI à l'intérieur d'une cascade protéolytique.

La susceptibilité protéolytique de GDI a été récemment suggérée par
des études de cristallographie et de spectroscopie RMN (Keep et al., 1997;
Gosser et al., 1997). Ces études ont montré que GDI possède une structure
dichotomique composée d'une région C-terminate rigide et d'une région N-
terminale hautement flexible. Cette opposition structurale rend le point de
jonction, aux environs de l'acide aminé 60, particulièrement susœptible au
bris par protéolyse. De fait, chez les neutrophiles, la protéine apparentée
GDI/D4 est clivée dans cette région (D55/G56) in vitro et in vivo par une
protéase de type ICE et ce bris interfère avec l'activité d'inhibition de
rechange nucléotidique de la protéine (Danley et al., 1996). Bien que ce site
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caspase ne soit pas présent sur GDI, nos résultats démontre que cette
dernière est tout de même clivée dans la même région (A63/D64) par une
activité protéotytique impliquant une caspase. De plus, le fragment résultant
s'avère incapable d'extraire les protéines Rhô de la membrane à bordure en
brosse. Ces faits suggèrent que la protéolyse des protéines RhoGDI puisse
constituer un mode généralisé de régulation de l'activité des Rhô. Que ce soit
directement ou indirectement, les caspases semblent prendre une part active
à cette régulation. Sachant que les caspases participent au phénomène
apoptotique (Nicholson et Thomberry, 1997), nous suggérons que la
protéolyse de GDI est un événement important qui pourrait permettre la
déstabilisation du cytosquelette d'actine par inhibition de l'activité des Rhô au
cours de l'apoptose. Ceci pourrait constituer une hypothèse de travail
intéressante dans le cadre d'un futur projet.

3.3 Regulation de la stimulation GTPyS-dépendante de la
méthylation des protéines sur résidus isoaspartyles

Des études antérieures réalisées à notre laboratoire ont montré qu'une
activité de méthylation des protéines est stimulée par le GTPyS au niveau
rénal, laissant soupçonner la participation d'une protéine liant le GTP (Gingras
et Béliveau, 1992; Pelletier et al., 1996). La labilité des esters de méthyle
formés suggérait alors fortement une méthylation sur résidus aspartyles
catalysée par une PIMT. A l'appui de œtte hypothèse, nous avons montré
par électrophorèse sur gel de potyacrylamide en conditions acides que la
stimulation de la carboxyméthylation des substrats endogènes aux BBM par le
GTPyS est inhibée en présence d'un peptide synthétique substrat de la PIMT.
Nous rapportons également une modulation de l'effet du nucléotide sur la
méthylation en présence d'inhibiteurs des voies tyrosine kinase et
phosphatase.

La présence de vanadate, un inhibiteur de tyrosine phosphatase, stimule
l'effet du nucléotide sur l'activité PIMT mesurée selon la méthode de diffusion
du méthanol, à des concentrations inférieures à 40 pM. Au-delà de cette
concentration, le vanadate inhibe graduellement l'effet du GTPyS. D'autre
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part, l'ajout de conœntrations micromolaires de génistéine et de tyrphostin,
deux inhibiteurs de tyrosine kinase, inhibe totalement la stimulation de
l'activité PIMT en présence de GTPyS. Cependant, les cibles des deux
inhibiteurs diffèrent puisque la génistéine n'affecte que l'activité de la PIMT
dépendante du GTPyS, alors que le tyrphostin touche également l'activité
basale en absence de nucléotide. Un mécanisme d'action différent est
confirmé par l'examen des profits de méthylation sur gel de polyacrylamide.
L'incorporation de méthyles tritiés sur les substrats de la PIMT, habituellement
augmentée en présence de GTPyS, est ramenée au niveau basai par l'ajout
de génistéine. Ceci suggère qu'une activité tyrosine kinase sensible à la
génistéine puisse être requise lors de l'activation de l'activité PIMT par le
GTPyS. Pour sa part, l'ajout de tyrphostin provoque une stimulation
importante de l'incorporation de groupes méthyles en absence et en présence
de GTPyS. Selon toute vraisemblance, le tyrphostin stabilise les groupes
méthyles sur les substrats de la PIMT en bloquant leur déméthylation
enzymatique ou spontanée. Cette propriété du tyrphostin pourrait être mise à
profit afin de purifier les substrats de la PIMT.

Les résultats obtenus en présence de GTPyS, de vanadate et de
génistéine suggèrent fortement l'existence d'une voie de signalisation
réunissant phosphorylation, méthylation et petites protéines G au niveau
rénal. Ceci ouvre de nouvelles perspectives quant au rôle de la
carboxyméthylation des protéines sur résidus aspartyles dans cet organe.
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CHAPITRE IV: CONCLUSIONS ET PROSPECTIVES

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence l'existence de
mécanismes moléculaires capables d'interrompre le cycle de va-et-vient entre
le cytosol et les membranes des protéines RhoA et Cdc42. La protéine GDI
joue un rôle déterminant au cours de ce cycle. Sa capacité d'extraire les
protéines Rhô des membranes et de les maintenir sous forme de complexes
solubles est une composante importante de leur cycle d'activation. Nous
avons montré qu'une force ionique croissante freinait cette activité GDI,
jusqu'à inhibition totale en conditions physiologiques. La généralité du
phénomène laisse supposer que la fonction d'extraction de GDI est
étroitement régulée et suggère que, chez les cellules intactes, GDI ne puisse
pas extraire spontanément les Rhô des membranes. Cependant, l'incapacité
de GDI à extraire les protéines Rhô de membranes prétraitées au sel suggère
qu'un facteur additionnel, possiblement protéique, soit perdu lors du
traitement des membranes. Pour prouver cette assertion, il conviendrait de
reconstituer l'activité perdue. Ceci pourrait être réalisé en dialysant le
surnageant résultant du prétraitement des membranes, pour ensuite le
remettre en présence de la fraction membranaire prétraitée. Si GDI peut
extraire RhoA et Cdc42 de ces membranes reconstituées, alors notre
hypothèse sera vérifiée.

L'étape suivante consisterait à purifier, identifier et caractériser œtte
protéine. La littérature semble déjà désigner les membres de la famille ERM
(ezrine, radixine, moésine) comme étant des candidats logiques. Puisque des
anticorps commerciaux dirigés contre ces protéines sont disponibles, leur
presence pourrait être recherchée en immunobuvardage dans les
surnageants de membranes prétraitées au sel. La participation d'une protéine
ERM pourrait être démontrée par reconstitution de l'activité d'extraction des
Rhô par GDI sur des membranes prétraitées au sel en présence d'une
protéine ERM recombinante. Si œtte approche s'avérait négative, il serait
toujours possible de purifier la protéine en cause en utilisant les techniques de
chromatographie sur colonne. La reconstitution de l'activité d'extraction par
GDI, sur des membranes prétraitées au sel, pourrait être utilisée comme
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Nos travaux ont aussi mis en évidence la vulnérabilité de la protéine
GDI aux attaques protéolytiques. Un fragment similaire, inactif, de 17 kDa est
généré par simple incubation de GDI en présence de membranes de diverses
origines. Au niveau rénal, t'importante activité protéolytique est complètement
inhibée par des concentrations micromolaires du peptide Ac-YVAD-CHO, un
inhibiteur spécifique des protéases de la famille ICE. Ce fait suggère
fortement qu'une caspase endogène à la membrane à bordure en brosse
participe à ta régulation par protéolyse de l'activité GDI. Le site de clivage sur
GDI ne correspond cependant pas à celui habituellement reconnu par les
caspases suggérant que la caspase fait partie d'une cascade protéolytique.
La purification sur colonne chomatographique de la caspase impliquée
pourrait être suivie à l'aide d'un substrat chromogénique disponible
commercialement. L'utilisation d'anticorps (générés si non disponibles
commercialement) reconnaissant la caspase purifiée permettrait de mieux
caractériser cette activité. La signification physiologique du phénomène
pourrait être recherchée en utilisant deux modèles de pathologie rénale
reconnus pour affecter l'organisation du cytosquelette soient : l'ischémie
rénale et la maladie polykystique du rein. Il serait intéressant de comparer les
niveaux d'expression et d'activité de la caspase, des protéines Rhô et de GDI,
en conditions normales et pathologiques.

L'étude des mécanismes moléculaires régulant le cycle de localisation
entre cytosol et membranes des protéines RhoA et Cdc42 pourrait être
complétée en évaluant les effets de modifications post-traductionnelles. De
toute évidence l'état de phosphorylation des protéines Rhô influence leur
localisation. Nous avons obtenu des résultats préliminaires (non montrés)
indiquant que la préphosphorylation de membranes à bordure en brosse
rénales favorise une protéolyse accélérée de GDI lors de l'essai d'extraction
en absence de sel. Par contre, en présence de sel, l'extraction de RhoA est
favorisée par le prétraitement, levant ainsi l'effet inhibiteur de la force ionique,
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habituellement observé. À ce stade, il est difficile de discerner l'effet de la
phosphorytation sur l'activité protéotytique, de celui sur l'interaction des
protéines Rhô avec GDI ou avec la membrane. La production de protéines
Cdc42 et RhoA recombinantes et post-traductionnetlement matures,
actuellement en cours au laboratoire, devrait permettre d'étudier séparément
chacun de ces effets. Avec ces protéines recombinantes il deviendra
possible d'analyser leur interaction avec GDI en temps reel par résonance à
plasma sur un appareil BIAcore. Ce type d'appareillage permettra de mesurer
les constantes d'affînité et de caractériser la cinétique des interactions en
presence de différents modulateurs potentiels tels nuctéotides, peptides,
lipides, etc. Dans ce contexte, on pourra également mesurer les effets de
modifications post-traductionnelles telles la phosphorylation, la méthylation et
l'ADP-ribosylation sur les interactions entre les protéines Rhô et GDI.

Lors de la caractérisation de l'activité d'extraction des protéines Rhô par GDI,
nous avons relevé qu'une fraction importante des protéines RhoA et Cdc42
résistait à son extraction par GDI, au niveau de la membrane à bordure en
brosse rénale. Ce fait suggère l'existence de deux sous-populations
membranaires. Il nous semble important de mieux caractériser ce
phénomène. S'agit-il d'une association au cytosquelette? Le degré
d'association des protéines Rhô au cytosquelette pourrait être évalué par
immunodétection après extraction des membranes au Triton X-100. D'autre
part, des études réalisées à notre laboratoire ont permis de localiser RhoA au
niveau des cavéolae (Gingras et al, 1998) Les cavéolae sont des
microdomaines formant des invaginations dans la membrane plasmique. Ces
structures sont en quelque sorte des ghettos membranaires où sont
concentrées certaines protéines signalisatrices telles Src, Gas, Ras et eNOS.
Puisqu'il est possible d'isoter ces structures, il serait intéressant de vérifier si
elles abritent préférentiellement l'une des deux sous-populations des Rhô en
procédant à un test d'extraction en présence de GDI.

Il est cependant possible que l'extraction incomplète des protéines Rhô
par GDI ne soit pas due à la présence de sous-populations de ces petites
protéines G. Si, comme nous le proposons, le chargement et le
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déchargement des protéines Rhô à la membrane est une étape limitante,
impliquant une protéine autre que les Rhô et GDI, alors le phénomène
pourrait être dû à une pénurie de œtte protéine inconnue. Ce facteur
additionnel pourrait vraisemblablement être celui qui est perdu lors du
prélavage salin des membranes. Cette hypothèse pourrait être testée par
l'ajout de ce facteur purifié lors de l'essai d'extraction. Si l'hypothèse se
vérifie alors la proportion des Rhô dissociées des membranes devrait
augmenter en fonction des quantités ajoutées de ce facteur.

En ce qui concerne la méthylation sur résidus aspartyles anormaux
reconnus par la PIMT, il conviendrait d'établir clairement l'identité de la
protéine G responsable de la stimulation de la méthylation par le GTPyS au
niveau rénal. Des expériences préliminaires (résultats non montrés) ont
révélé une stimulation accrue de l'activité PIMT en présence d'une fraction
enrichie en protéines Rhô provenant de la fraction cytosotique de cortex
rénaux. Ceci n'est cependant pas une preuve formelle de la participation des
Rhô au phénomène. Une stimulation de l'activité PIMT en présence de
protéines Rhô recombinantes et post-traductionnellement matures serait plus
convaincante. Cette expérience deviendra bientôt réalisable, puisque œs
protéines sont en cours de production dans notre laboratoire. Il se peut
toutefois que l'activation de la petite protéine G ne soit pas l'étape limitante,
auquel cas l'ajout de la protéine recombinante serait sans effet sur te
système. Dans ce cas, il deviendrait nécessaire d'identifier les autres
composantes du système. Pour ce faire, nous recommandons fortement la
production d'une protéine de fusion GST-PIMT. Cette PIMT pourrait être
immobilisée sur billes de glutathion-sépharose et incubée avec et sans
GTPyS, en présence de cytosol rénal. En établissant le profil différentiel des
protéines retenues, il serait alors possible d'isoler celles dont l'interaction avec
la PIMT requiert la présence du nucléotide. Les protéines ainsi obtenues
pourraient être séquencées et possiblement identifiées par comparaison de
leur séquence à celles provenant de banques de données. La présence de
RhoA et de Cdc42 au sein de œs protéines serait recherchée en
immunobuvardage.
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Jusqu'à présent l'identification de substrats méthylés par la PIMT a été
compliquée par l'instabilité des liens esters formés. Cependant, les résultats
obtenus en présence de tyrphostin indique que ce produit a un effet
stabilisateur sur les groupements méthyles. La purification des substrats
méthylés en présence de s-Adénosyle-méthionine tritié et de tyrphostin pourra
désormais être suivie par simple mesure de la radioactivité incorporée. Les
protéines purifiées pourront ensuite être identifiées et caractérisées.
Idéalement, il serait souhaitable de parvenir à une reconstitution du
phénomène de ta stimulation de l'activité PIMT par le GTPyS en système
acettulaire. Pour y parvenir, il sera possiblement nécessaire de purifier et
d'identifier quelques participants additionnels, tels une estérase, ou encore
cette kinase dont l'inhibition par la génistéine affecte la stimulation GTPyS-
dépendante de l'activité PIMT. L'identification (dans la mesure du possible)
de toutes les protéines impliquées devrait nous éclairer sur la signification
physiologique de la régulation par le GTP de la carboxyméthylation pour les
fonctions rénales.
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