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Partie I – Les RhoGTPases 

1) Présentation des RhoGTPases 

a) Description 

Les RhoGTPases appartiennent à la superfamille Ras composée de plus de 150 

membres identifiés aujourd’hui (Wennerberg, Rossman et al. 2005). Les gènes Ras ont été 

initialement découverts dans les années quatre-vingt comme ayant un rôle oncogénique 

entrainant de nombreuses recherches pour comprendre leur structure, composition et rôles 

(Cox and Der 2010). La superfamille Ras humaine est divisée en cinq branches majeures 

distinctes: Arf, Rab, Ran, Ras et Rho (Figure 1) grâce à leurs homologies de séquence et de 

fonction (Wennerberg, Rossman et al. 2005, Cox and Der 2010) et est exprimée dans tous 

les tissus (Chardin 1988). 

Figure 1 : L’arbre phylogénétique de la superfamille Ras humaine d’après (Colicelli 2004). La superfamille 
Ras est composée de 5 familles: Rab (en bleu), Arf (en jaune), Ran (en orange), Ras (en rose) et Rho (en vert). 

Les premiers gènes de la famille Rho ont été découverts par Madaule et Axel en 

1985 chez le mollusque marin Aplysie. Le gène initialement mis en évidence a été nommé 
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Rho pour Ras homologue, car il présente 35% d’homologie avec le gène humain H-Ras. En 

plus de motifs fortement homologues, les gènes Rho identifiés ont le même poids 

moléculaire de 21 kDa que les gènes Ras ainsi que des séquences C-terminales 

nécessaires aux liaisons membranaires suggérant des fonctions communes aux protéines 

traduites. Cependant, ces deux gènes possèdent des régions propres complètement 

différentes expliquant leur mode d’action singulier (Madaule and Axel 1985). La famille Rho 

est aujourd’hui composée de plus de 22 protéines hautement conservées et exprimées dans 

toutes les espèces eucaryotes (Wennerberg, Rossman et al. 2005, Hall 2012) et peut être 

divisée en huit sous-groupes (Figure 2) (Boureux, Vignal et al. 2007, Vega and Ridley 2008). 

À ce jour, les protéines RhoA, Rac1 et Cdc42 (en rouge sur la Figure 2) sont les mieux 

caractérisées (Wherlock and Mellor 2002). 

Figure 2 : Les membres de la famille Rho. La famille Rho est composée de 8 sous groupes.  

b) Structure 

Les RhoGTPases sont de petites protéines G monomériques constituées de trois 

régions majeures : un domaine G, une région insert et une région hypervariable en C-

terminal (Figure 3).  
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Figure 3 : La structure des RhoGTPases. Les RhoGTPases sont composées de 3 régions : un domaine G leur 
permettant de lier le GDP ou le GTP, une région insert qui se lie et active les effecteurs et une région 
hypervariable conduisant aux liaisons avec les régulateurs, certains effecteurs et à la membrane. 

Le domaine G situé en N-terminal, commun à la majorité des membres de la 

superfamille Ras, est composé de cinq domaines à motifs conservés (G1 à G5) (Bourne, 

Sanders et al. 1991) avec deux régions Switch (I et II) et est structuré par six feuillets β 

entourés de cinq hélices α et d’une hélice formée par la région insert (Schaefer, Reinhard et 

al. 2014). Il permet de reconnaitre et de fixer le nucléotide guanylique présent sous ses 

formes di et triphosphate. Les régions Switch permettent de détecter la forme de la molécule 

fixée (GTP ou GDP) et de changer leur conformation en conséquence. Les protéines de la 

superfamille Ras cyclent alors entre deux conformations : une conformation active liée au 

GTP et une conformation inactive liée au GDP (Bourne, Sanders et al. 1991). 

La région insert, comprenant treize résidus localisés entre les motifs G4 et G5 du 

domaine conservé G, est spécifique des membres de la famille Rho. Elle permet la liaison et 

l’activation de protéines effectrices (Freeman, Abo et al. 1996). Sa composition en acides 

aminés varie pour les trois protéines Rho majoritairement étudiées (RhoA, Rac1 et Cdc42) 

afin de garantir une spécificité des effecteurs (Schaefer, Reinhard et al. 2014). 

La partie C-terminale présente chez l’ensemble des protéines GTPases, se compose 

d’une région hypervariable d’environ 10 acides aminés et d’un motif CAAX (Schaefer, 

Reinhard et al. 2014). La région hypervariable abrite une partie polybasique qui permet la 

liaison à la couche interne de la membrane plasmique. Elle a également pour fonction de 

permettre les interactions spécifiques avec des protéines régulatrices ou effectrices. Le motif 

CAAX (C = cystéine, A = acide aminé aliphatique, X = acide aminé aléatoire (Wennerberg, 

Rossman et al. 2005) qui termine la séquence des protéines GTPases, leur permet une 

liaison membranaire grâce à une ancre lipidique fixée à ce motif. 
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c) Effecteurs 

La conformation adoptée par les protéines GTPases actives liées au GTP grâce aux 

régions Switch, leur permet une liaison à leurs effecteurs. Cette interaction se fait 

classiquement au niveau de la région hypervariable en C-terminal, de la région insert et des 

régions Switch, mais également à d’autres endroits du domaine G (Schaefer, Reinhard et al. 

2014). Cette grande diversité de zones d’accrochage augmente les possibilités d’interaction. 

L’identification des effecteurs ou cibles des RhoGTPases n’est pas simple, car ceux-ci ne 

possèdent pas toujours de domaine conservé reconnaissable. Cependant, grâce à 

différentes techniques combinées comme la chromatographie d’affinité, la purification 

protéique, le criblage double hybride, plus de 100 cibles ont été répertoriées pour les 

membres de la famille Rho. Environ 30 sont des kinases et des adaptateurs protéiques. Rho, 

Rac et Cdc42 semblent être capables d’interagir avec 20 ou 30 protéines différentes régulant 

un grand nombre de voies de signalisation distinctes (Hall 2012). Certains effecteurs de Rac 

ou de Cdc42 contiennent un motif consensus de 18 acides aminés, le domaine CRIB 

(Cdc42/Rac interactive binding) qui leur permet d’interagir avec ces GTPases. Les effecteurs 

de RhoA peuvent eux, posséder la région REM (Rho effector homology) qui contient 3 motifs 

répétés HR1 (heptade repeat 1), leur permettant une interaction (Bishop and Hall 2000).  

Une fois liés aux RhoGTPases, les effecteurs vont être activés. Pour cela, le mécanisme 

commun le plus connu est la perturbation des interactions intramoléculaires auto-inhibitrices 

présentes chez ces protéines afin d’exposer leurs domaines fonctionnels. Après liaison avec 

les protéines GTPases, les protéines effectrices sont alors dans une conformation active et 

peuvent se lier à leur substrat pour cibler une cascade de signalisation et avoir une réponse 

cellulaire spécifique (Bishop and Hall 2000).  

2) Régulation des RhoGTPases 

Les RhoGTPases actives interagissent avec une multitude d’effecteurs provoquant un 

grand nombre de réponses en fonction des stimuli et des types cellulaires. Leur régulation 

spatiotemporelle est donc primordiale pour assurer leur spécificité. Différentes régulations 

entrent en jeu : une régulation de leur niveau d’expression génique suivi d’une régulation 

post-transcriptionnelle par des microARNs, des modifications post-traductionnelles par des 

enzymes (Figure 4), et une régulation cyclique (Figure 6).  
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Figure 4 : La régulation des RhoGTPases. Les RhoGTPases subissent des modifications transcriptionnelles et 
épigénétiques dans le noyau et des modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles dans le 
cytoplasme des cellules. 

a) Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle 

Depuis le début des études réalisées sur la superfamille Ras, il est prouvé que ces 

gènes subissent une régulation complexe étant donné leur profil spécifique d'expression 

dans différents organes (Chardin 1988). L’expression des RhoGTPases apparaît comme 

étant régulée de manière tissu dépendant et en fonction de l’âge des individus. En effet, 

certains gènes comme RhoB ou Rac2 sont exclusivement exprimés dans le système 

hématopoïétique ou encore Rab3 qui est majoritairement détecté dans le système nerveux 

(Chardin 1988, Reibel, Dorseuil et al. 1991, Yoon, Choo et al. 2007). Nous pouvons classer 

en trois catégories les facteurs à l’origine des mécanismes transcriptionnels qui contrôlent 

l’expression physiologique des gènes RhoGTPases : les facteurs épigénétiques, 

intracellulaires et environnementaux. Les facteurs épigénétiques auxquels sont sujets les 

RhoGTPases peuvent être des modifications d’histones comme pour RhoB chez la souris 

avec une désacétylation des histones (Yoon, Choo et al. 2007). Les facteurs intracellulaires 

correspondent à des stimuli de la cellule comme des facteurs de croissance, de prolifération 

ou d’activation. L’expression de RhoB nécessite la liaison au niveau de son promoteur de 

Smad3 activé via le facteur de croissance TGF-β (Croft and Olson 2011). Rac2 va être lui 

exprimé suite à l’activation des lymphocytes T (Yu, Leitenberg et al. 2001). Enfin, il existe 

des facteurs environnementaux qui régulent la transcription des gènes RhoGTPases comme 

la lumière UV qui stimule RhoB ou comme un stress génotoxique qui active le facteur de 

transcription p53 ciblant les gènes RhoC et RhoE (Croft and Olson 2011). 

L’expression des gènes peut également être contrôlée post-transcriptionnellement 

par des microARNs. Les microARNs sont de petites molécules d’ARN non codants d’environ 

22 nucléotides dont plus de 1500 ont été identifiés dans les cellules humaines. Les 

microARNs viennent diminuer l’expression des gènes cibles suivant deux mécanismes 

dépendants de cette cible : un clivage de l’ARNm ou une répression de la traduction en 
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protéine (Liu, Bi et al. 2012). Lorsque le microARN est fortement complémentaire à l’ARNm 

cible dans sa région codante ou non codante (régions UTR), il s’hybride à lui et entraîne son 

clivage provoquant sa dégradation. Si la complémentarité entre le microARN et l’ARNm cible 

n’est pas suffisante pour permettre un clivage, l’interaction généralement en 3’ UTR (région 

non codante située après le codon stop) entraîne tout de même un arrêt de la synthèse 

protéique par inhibition de la traduction (Bartel 2004). En revanche, le ou les mécanismes de 

répression de la traduction mis en jeu sont encore discutés. Certains microARNs peuvent 

réguler négativement les fonctions cellulaires des RhoGTPases comme miR-137 en ciblant 

l’ARNm codant pour Cdc42 ou encore miR-185 qui touche les ARNm codant pour RhoA et 

Cdc42 (Liu, Bi et al. 2012). 

b) Régulation post-traductionnelle 

Les RhoGTPases sont principalement localisées dans le cytoplasme où elles vont 

subir de nombreuses modifications post-traductionnelles indispensables à leur activation de 

façon spatiotemporelle. En effet, ces protéines vont être sujettes à des modifications 

lipidiques cruciales pour leur localisation subcellulaire, à des modifications covalentes qui 

vont réguler leur activité GTPasique et à une ubiquitinylation qui va avoir un impact important 

sur leur stabilité. 

i) Régulation de la localisation 

Parmi les différentes modifications post-traductionnelles, la principale est 

l’isoprénylation C-terminale des protéines Rho. L’isoprénylation des protéines de la 

superfamille Ras a été démontrée dans les années 90 par Hancock et ses collègues qui 

décrivaient que les protéines Ras subissaient une farnésylation permettant une association 

avec les lipides membranaires. Puis il a été étudié qu’à l’exception des protéines de la 

famille Ran, les protéines de la superfamille Ras subissaient des modifications lipidiques 

pendant leur maturation post-traductionnelle incluant une myristoylation N-ter des protéines 

Arf et une isoprénylation de Rho, Rab et Ras. De plus, beaucoup peuvent également être 

palmitoylées (Boulter and Garcia-Mata 2012). 

D’un point de vue mécanistique, l’isoprénylation (Figure 5) a lieu lorsque le motif 

CAAX en C-ter est détecté sur une protéine nouvellement synthétisée. C’est un procédé 

irréversible qui consiste en l’ajout d’un groupement prényl, couplé à un clivage C-terminal et 

une méthylation des RhoGTPases. Lorsque la protéine est synthétisée, un groupement 

lipidique (un farnésyl ou un géranylgéranyl) est ajouté au niveau de la Cystéine du motif 

CAAX par les enzymes prényltransférases (farnésyltransferase FTase ou 
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géranylgéranyltransférase GGTase I). La nature du lipide greffé dépend de la nature du 

dernier résidu du motif CAAX (si Leu, Phe, Ile ou Val = géranylgéranylation, si Gln, Cys, Ser, 

Thr ou Ala = farnésylation, Met = les 2). L’addition de ce lipide favorise la translocation de la 

protéine à la surface du réticulum endoplasmique où les trois autres résidus du motif (-AAX) 

sont clivés par la protéase Rce1, laissant le résidu Cystéine libre. Ce résidu est alors 

méthylé par l’enzyme Icmt constituant la dernière étape requise pour produire une protéine 

Rho complètement fonctionnelle. Cette protéine mature va être transloquée à la face interne 

de la membrane plasmique où elle pourra interagir avec ses effecteurs. Une protéine 

RhoGDI peut venir s’associer à cette RhoGTPase entrainant son inactivation et son 

extraction de la membrane. La RhoGTPase complexée à la RhoGDI se retrouvera alors 

dans le cytosol dans une conformation inactive (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2007, 

Hodge and Ridley 2016). 

Figure 5: Isoprénylation des protéines RhoGTPases, applicable plus spécifiquement à la famille Rho, 
d’après (Hodge and Ridley 2016). L’isoprénylation qui permet la maturation des protéines Rho nouvellement 
synthétisées, consiste en 3 étapes : 1- ajout d’un lipide par les enzymes Ftase ou GGTase I qui entraîne une 
relocalisation de la protéine à la membrane du RE ; 2- suppression du groupement tripeptide AAX par l’enzyme 
RCE1, 3- ajout d’un groupement méthyl à la Cystéine libre par l’enzyme ICMT. 4- la protéine est alors 
fonctionnelle et va se localiser à la membrane plasmique dans un état actif lié au GTP. Cette étape peut est 
différente pour les autres familles de la superfamille Ras (les membres de la famille Ras subissent ensuite une 
palmitoylation). 5- Les protéines GDIs peuvent venir capter les RhoGTPases et les séquestrer dans une 
conformation inactive dans le cytoplasme. 

L’isoprénylation, nécessaire à l’association des protéines de la famille Ras avec les 

lipides membranaires, n’est pas suffisante pour recruter ces protéines aux membranes. En 

effet, une particularité additionnelle est nécessaire : une séquence polybasique et/ou une 

modification par palmitoylation. Le recrutement membranaire se fait en deux étapes : 

premièrement, insertion du lipide dans la membrane et deuxièmement, interaction 

électrostatique avec les phospholipides à la surface membranaire chargés négativement et 

la région polybasique chargée positivement, qui stabilise l’interaction. Les modifications des 

propriétés électrostatiques de la queue à côté de la région polybasique peuvent altérer le 

recrutement membranaire. Également, les modifications de la composition lipidique des 



19 
 

membranes peuvent aussi modifier le recrutement des protéines prénylées et contribuer à 

restreindre la localisation protéique à des domaines spécifiques de la membrane ou 

déclencher l’association ou dissociation avec les protéines prénylées. Cette localisation 

spécifique a un impact sur les interactions avec les effecteurs et autres régulateurs. En plus 

de la prénylation, beaucoup de protéines Rho subissent une palmitoylation réversible (greffe 

covalente d’acide gras) qui active une interaction dynamique avec les membranes et les 

effecteurs. (Hodge and Ridley 2016) 

Donc la localisation membranaire constitue un élément clé dans la régulation de la 

signalisation des protéines Rho et semble également déterminer leur conformation (active ou 

non). En effet, il a été montré que les protéines Rho comme RhoA, Rac1 et Cdc42 cyclent 

simultanément entre la membrane plasmique et le cytosol et une conformation active (liée au 

GTP) ou inactive (liée au GDP). Les protéines Rho actives seraient localisées à la 

membrane plasmique alors que celles inactives se trouveraient dans le cytosol. (Vega and 

Ridley 2008, Boulter and Garcia-Mata 2012, Hodge and Ridley 2016). 

ii) Régulation de l’activité 

Différentes modifications post-traductionnelles régulent négativement ou positivement 

l’activité des RhoGTPases.  

Il existe des modifications inhibitrices comme la glucosylation, l’AMPylation ou l’ADP-

ribosylation causées par des toxines bactériennes ou des facteurs de virulence qui créent 

des liaisons covalentes entre des molécules volumineuses et des résidus des régions 

Switch, essentiels aux fonctions des RhoGTPases (Boquet and Lemichez 2003). En effet, la 

glucosylation (ajout d’un glucose) et l’AMPylation (ajout d’une molécule AMP par une liaison 

phosphodiester) du domaine Switch I des protéines RhoGTPases bloquent leur capacité 

d’interaction et d’activation des protéines effectrices. L’ADP-ribosylation (ajout d’ADP-ribose) 

et la phosphorylation (phénomène non induit par des facteurs de virulence) des protéines 

RhoGTPases peuvent déclencher une association étroite avec les protéines GDIs (guanine-

nucleotide-dissociation inhibitors) suivie de la libération du complexe séquestré dans le 

cytosol (Visvikis, Maddugoda et al. 2010, Liu, Bi et al. 2012). Les protéines GDIs 

interagissent avec les GTPases en deux étapes : premièrement, le domaine N-terminal des 

protéines GDIs se lie aux domaines Switch des RhoGTPases ce qui inhibe la transition vers 

une forme active, puis la protéine RhoGTPase prénylée est déplacée de la membrane vers 

la poche hydrophobique dans le domaine C-terminal des GDIs entraînant une dissociation 

membranaire (Hodge and Ridley 2016). 
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Certaines modifications sont quant à elles activatrices. En effet, il existe différents 

types de transglutamination au niveau de la région Switch II des RhoGTPases qui abolissent 

leur activité GTPase intrinsèque conduisant à leur activation permanente. En revanche ce 

phénomène est souvent suivi d’une ubiquitinylation (voir iii) (Visvikis, Maddugoda et al. 

2010). 

iii) Régulation quantitative 

Les RhoGTPases sont régulées quantitativement, comme un grand nombre de 

protéines, par ubiquitinylation. C’est un procédé en 3 étapes qui implique l’addition covalente 

de polypeptides ubiquitines de 76 acides aminés à un résidu Lysine dans la protéine cible. Il 

débute par l’intermédiaire de l’enzyme E1 (ou ubiquitin-activating) qui contrôle le transfert 

dépendant d’ATP de l’ubiquitine à l’enzyme E2 (ou ubiquitin-conjugating). E2 avec l’enzyme 

E3 (ou ubiquitin-ligase) attache de manière covalente l’ubiquitine à la cible. Lorsqu’une 

ubiquitine est associée, elle peut servir de cible pour une poly-ubiquitinylation. Cette 

association est réversible et peut être supprimée par des protéases spécifiques USPs. Une 

chaîne d’au moins 4 monomères ubiquitines liés de façon covalente par leur résidu Lys48, 

marque les protéines cibles pour une dégradation par le protéasome 26S ce qui permet de 

réguler le niveau d’expression des protéines. La mono- ou la poly-ubiquitinylation a 

également d’autres effets. Généralement, une mono-ubiquitinylation conduit à une 

internalisation des protéines à partir de la membrane cellulaire périphérique alors que la 

poly-ubiquitinylation sert de premier signal pour une dégradation protéasomale qui, avec la 

voie de signalisation lysosomale, conduit au renouvellement protéique. (Liu, Bi et al. 2012, 

Hodge and Ridley 2016) (Nethe and Hordijk 2010) 

Les protéines RhoGDI, en se liant aux RhoGTPases, les stabilisent et les protègent 

de la dégradation via ubiquitinylation (Boulter, Garcia-Mata et al. 2010). 

c) Régulation via le cycle GDP/GTP 

Les GTPases sont de petites protéines G qui fonctionnent comme des interrupteurs 

moléculaires de la transmission des signaux intracellulaires contrôlant ainsi un grand nombre 

de processus biologiques. Elles cyclent entre un état inactif lié au GDP, généralement 

cytosolique, et un état actif lié au GTP, souvent associé aux membranes où se trouvent les 

effecteurs cibles. Une forte concentration de Mg2+ dans le cytosol, empêche l’échange 

spontané du nucléotide guanylique diphosphate en triphosphate. C’est pourquoi la 

conversion d’une forme inactive en forme active nécessite l’intervention de facteurs 

d’échange GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) qui catalysent l’échange du GDP 
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en GTP. De plus, l’hydrolyse du GTP pour inactiver les RhoGTPases étant très lente, des 

protéines GAPs (GTPase-Activating Proteins) interviennent pour accélérer cette hydrolyse et 

inactiver les GTPases cibles (Bourne, Sanders et al. 1991, DerMardirossian and Bokoch 

2005). Les protéines GEFs et GAPs subissent elles aussi des modifications post-

traductionnelles qui sont cruciales pour la régulation des RhoGTPases, c’est pourquoi un 

chapitre à part leur est consacré (Figure 6). Des listes de RhoGAP-GEF-GDI peuvent être 

trouvées dans plusieurs revues : (Moon and Zheng 2003, Bos, Rehmann et al. 2007, Hodge 

and Ridley 2016). 

Figure 6 : Le cycle de régulation des RhoGTPases. La régulation du cycle GDP/GTP est assurée par les 
protéines GEFs qui échangent le GDP en GTP activant les RhoGTPases, les protéines GAPs qui accélèrent 
l’hydrolyse du GTP en GDP inactivant les RhoGTPases et les protéines GDIs qui séquestrent les RhoGTPases 
dans le cytoplasme. Les RhoGTPases actives, liées au GTP vont pouvoir activer leurs effecteurs et induire une 
réponse biologique spécifique.  

i) GEF 

Le premier gène RhoGEF mis en évidence chez les mammifères a été préalablement 

identifié comme étant un gène transformant dans les cellules de lymphomes B nommé Dbl 

(diffuse B-cell lymphoma) (Eva and Aaronson 1985). Puis Dbl a été découvert comme 

fonctionnant telle une protéine GEF en catalysant la dissociation du GDP de la RhoGTPase 

Cdc42 humaine (Hart, Eva et al. 1991). Les analyses du génome humain réalisées par la 

suite ont permis d’identifier 71 RhoGEFs ayant un domaine d’homologie avec une région 

centrale de la protéine Dbl nommée DH (Dbl homology). Ensuite, la caractérisation de la 

protéine Dock (Dedicator of cytokinesis) et de ses orthologues a permis l’identification d’une 

deuxième famille de GEFs composée de 11 membres dans le génome humain, classifiée en 

4 sous-groupes caractérisés par la présence de deux domaines conservés DHR-1 et DHR-2 

(Dock homology region 1 or 2). Les GEFs de la famille Dock sont souvent référencées 

comme des GEFs atypiques, car elles ne possèdent pas de domaine Dbl et activent 

seulement les membres des familles Rac et Cdc42.  
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Il y a environ quatre fois plus de RhoGEFs que de RhoGTPases. Cela signifie qu’une 

seule GTPase peut être activée par une multitude de GEFs selon le type cellulaire et/ou la 

nature des stimuli engendrés.  

1. Leur structure 

La famille Dbl est caractérisée par la présence d’un domaine catalytique DH suivi 

d’un domaine PH (pleckstrin homology) en C-terminal du domaine DH. Le domaine DH est 

responsable de l’accélération de l’échange du GDP en GTP des RhoGTPases alors que le 

domaine PH est impliqué dans la localisation intracellulaire du domaine DH. 

Le domaine DH est sous forme d’hélice et possède trois régions conservées CR1-

CR3 qui interagissent avec les régions Switch des RhoGTPases. Des substitutions dans ces 

régions affectent alors l’activité GEF (Aghazadeh, Zhu et al. 1998). Switch I interagit avec 

CR1 et CR3 grâce à un glutamate hautement conservé dans CR1 qui est crucial pour la 

formation du complexe et pour l’activité GEF. Switch II est majoritairement en contact avec 

CR3 et des portions de l’hélice C-terminale du domaine DH. Des résidus hydrophobiques 

conservés dans la région Switch II permettent l’accrochage à la surface de ce domaine. De 

plus, deux résidus dans ce domaine permettent également d’importantes interactions avec la 

région Switch II pour contribuer à l’échange potentiel. Le domaine DH provoque ainsi un 

remodelage des régions Switch pour modifier la poche de liaison au nucléotide guanylique 

sans perturber le reste de la GTPase ciblée. (Hakoshima, Shimizu et al. 2003)  

Le domaine PH est toujours retrouvé en C-terminal des régions DH et semble 

coopérer pour faciliter l’activation des RhoGTPases. En effet, il interagit avec les 

phosphoinositides de la bicouche lipidique membranaire ce qui oriente le domaine DH 

associé pouvant alors correctement attirer les RhoGTPases déjà fixées aux lipides 

membranaires via leur prénylation. Cette interaction peut également favoriser des 

conformations entre les domaines PH et DH qui améliorent l’activité GEF. Enfin, les 

domaines PH et DH associés fonctionnent comme des sites de liaison pour les protéines 

impliquées dans les cascades de signalisation régulées par les RhoGTPases. À l’extérieur 

du domaine DH-PH, les protéines de la famille Dbl contiennent d’autres domaines protéiques 

différents d’une famille à une autre, ce qui explique les fonctions cellulaires uniques des 

différents membres de la famille. 

Les GEFs de la famille Dock découvertes plus tardivement (Cote 2002) sont 

structurellement et mécanistiquement différentes de la famille Dbl. Elles sont caractérisées 

par la présence d’un domaine catalytique DHR2 et d’un domaine de liaison phospholipidique 
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DHR1 qui peut permettre la localisation membranaire. (Meller, Merlot et al. 2005, Cote and 

Vuori 2006) 

2. Leur régulation 

Beaucoup de RhoGEFs semblent exister dans une conformation inactive ou semi-

active avant stimulation. Leur état de conformation basale peut être maintenu par quatre 

modes de régulation mettant en jeu des interactions intra et intermoléculaires. Cette 

régulation peut se faire par une interaction intramoléculaire entre les domaines PH et DH 

directement ou avec un domaine régulateur de la protéine comme intermédiaire, ce qui 

empêche les interactions membranaires ou avec les GTPases. Deux domaines DH peuvent 

également interagir entre eux entraînant une oligomérisation qui semble perturber la fonction 

GEF. Enfin, les interactions avec d’autres protéines peuvent avoir un rôle inhibiteur pour la 

fonction GEF. (Zheng 2001) 

En réponse à des signaux extracellulaires, de nombreuses GEFs deviennent 

phosphorylées par des protéines kinases contribuant à leur activation. Elles peuvent 

également être constitutivement activées par une coupure N-terminale des séquences en 

amont du domaine DH. La région N-terminale agit donc comme un régulateur négatif 

intramoléculaire de la fonction du domaine DH. La régulation de la localisation subcellulaire 

des protéines Dbl est un moyen commun pour dicter l’activation spatio-temporelle des 

RhoGTPases en réponse à des stimuli distincts. (Schmidt and Hall 2002, Rossman, Der et 

al. 2005) 

Les réactions d’échanges débutent lorsque les protéines GEFs reconnaissent les 

protéines Rho liées au GDP, se poursuivent par une stimulation de la dissociation du GDP et 

se terminent par la formation d’un complexe GEF-Rho dans lequel la petite protéine G existe 

dans un état sans nucléotide. Cet état intermédiaire s’achève par la liaison du GTP à la 

protéine Rho. (Zheng 2001) 

ii) GAP 

En 1987, Trahey et McCormick ont mis en évidence une protéine capable d’induire 

l’hydrolyse du GTP de la protéine G p21Ras (Trahey and McCormick 1987). C’est la 

première protéine à avoir été identifiée comme étant une GAP. Ensuite, la première GAP de 

Rho, p50RhoGAP a été découverte par Garrett et al en 1989 (Garrett, Self et al. 1989). Les 

analyses réalisées par la suite ont révélé la présence d’une région d’environ 170 acides 

aminés, responsable de l’activité GAP de cette protéine, nommée le domaine RhoGAP (ou 

domaine BH pour bcr homology). Depuis, de nombreuses protéines contenant un domaine 
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similaire ont été trouvées, faisant d’elles de potentiels candidats comme GAP des 

RhoGTPases. En effet, 67 protéines ayant un domaine BH sont des GAP de Rho (Hall 

2012). Le nombre très élevé de RhoGAPs indique que chacune d’entre elles joue un rôle 

spécifique et que l’activité GAP doit être finement régulée spatialement et temporellement.  

1. Leur structure 

La famille des RhoGAPs est définie par la présence d’un domaine RhoGAP conservé 

avec au moins 20% d’homologie et composé de neuf hélices α et d’un résidu arginine 

hautement conservé présent dans une structure en boucle (Gamblin and Smerdon 1998). Ce 

domaine interagit avec les régions Switch des GTPases constituant le cœur de la liaison 

avec le GTP grâce à une rotation de 20° entre la GTPase et la GAP qui permet au résidu 

arginine (ou doigt arginine) d’entrer dans le site actif de la GTPase et de participer à la 

stabilisation de l’état de transition actif inactif. En effet, le doigt arginine stabilise les charges 

partielles négatives qui se développent à l’état de transition des GTPases (Rittinger, Walker 

et al. 1997). Ce domaine GAP est suffisant pour la liaison aux protéines G actives et pour 

l’accélération de l’hydrolyse du GTP en GDP (Moon and Zheng 2003). 

En dehors du domaine GAP, les membres de la famille RhoGAP contiennent d’autres 

motifs fonctionnels incluant des domaines catalytiques comme des domaines à activité 

kinases (par exemple le domaine S/T kinase de la protéine GAP Bcr) ou GEF (par exemple 

les domaines DH-PH des protéines GAP Bcr et Abr) ou GAP (par exemple le domaine 

ArfGAP de la protéine GAP ARAP1) ainsi que des régions adaptatrices pour des interactions 

protéiques ou lipidiques. Les RhoGAPs peuvent donc catalyser d’autres réactions 

enzymatiques que l’hydrolyse du GTP des GTPases et parfois faciliter les voies de 

signalisation activées par les protéines Rho (Moon and Zheng 2003). 

2. Leur régulation 

Le nombre incroyablement élevé de RhoGAPs suggère fortement une régulation 

rigoureuse de leurs activités au niveau de sites spécifiques dans la cellule. Comme les 

GEFs, l’activité des GAP est finement régulée par une grande variété de mécanismes, y 

compris par des liaisons lipidiques, des interactions protéiques, des phosphorylations et des 

dégradations protéolytiques. (Ahmed, Lee et al. 1993, Roof, Haskell et al. 1998, Jenna, 

Hussain et al. 2002, Su, Agati et al. 2003, Tcherkezian, Danek et al. 2005). 
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3) Fonctions des RhoGTPases 

C’est dans un état lié au GTP que les RhoGTPases activent des voies de signalisation 

spécifiques. Dans cette conformation spécifique, elles vont interagir avec leurs protéines 

cibles pour initier les voies de signalisation qui conduisent à une grande diversité de 

fonctions biochimiques et biologiques. 

a) Fonctions biochimiques  

Les premières fonctions des protéines de la famille Rho ont été mises en évidence en 

1991 comme régulatrices du complexe enzymatique phagocytaire NOX (Abo, Pick et al. 

1991) et en 1992 comme régulatrices de l’assemblage et de l’organisation des filaments 

d’actine en réponse à des signaux extracellulaires (Ridley and Hall 1992, Ridley, Paterson et 

al. 1992). 

i) Les RhoGTPases et le cytosquelette  

Le cytosquelette forme le squelette de la cellule eucaryote responsable de 

l’organisation spatiale de celle-ci. Il s’adapte aux différents changements morphologiques de 

la cellule et lui permet d’effectuer des mouvements coordonnés (Alfaro-Aco and Petry 2015). 

Il est composé d’un réseau complexe de filaments protéiques s'étendant dans tout le 

cytoplasme et classés en trois types : les microfilaments d’actine (7 à 9 nm de diamètre), les 

microtubules (25 nm de diamètre) et les filaments intermédiaires (10 nm de diamètre) (Figure 

7). L’actine est présente dans la cellule sous deux formes : une forme monomérique 

globulaire ou actine G et une forme polymérique ou actine F (filamenteuse). Il y a un 

équilibre dynamique entre ces deux formes et la polymérisation de l’actine G en 

microfilaments d'actine F est régulée par des protéines associées à l’actine, en réponse à 

différents stimuli. Le réseau d’actine est situé à la fois sous la membrane plasmique où il 

forme un maillage bidimensionnel lié à la membrane, et dans la cellule où il constitue un 

réseau tridimensionnel. Les microtubules sont des tubes creux composés de 13 

protofilaments de tubulines. Ils se dépolymérisent et se repolymérisent continuellement, 

constituant un réseau dynamique polarisé du centrosome à la périphérie de la cellule. Les 

filaments intermédiaires sont des fibres réparties dans la cellule selon une distribution 

similaire à celle des microtubules, c'est-à-dire concentrées autour du noyau et irradiant vers 

la périphérie de la cellule. Ces filaments ne présentent pas de polarité, n’ont donc pas de 

rôle dans le transport directionnel. Ils interviennent surtout dans le maintien de la 

morphologie cellulaire, dans la résistance aux stress mécaniques et dans le maintien d'une 
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cohésion entre les cellules via l'ancrage aux desmosomes et plaques d'adhérence. 

(Wickstead and Gull 2011) 

Le cytosquelette intervient donc dans de nombreux processus dynamiques comme la 

migration, la phagocytose, l’endocytose, la morphogenèse, la mitose et la cytokinèse. Les 

premières études faites dans les années 90 sur les fibroblastes prouvent l’implication des 

RhoGTPases dans la régulation du cytosquelette. (Hall 2012) 

Figure 7 : La composition du cytosquelette. Le cytosquelette est constitué de filaments d’actine, eux-mêmes 
formant les fibres de stress et filopodes ou lamellipodes, les filaments intermédiaires et les microtubules en 
fonction du diamètre des fibres et de leur emplacement dans la cellule. Ce cytosquelette intervient dans de 
nombreuses fonctions cellulaires. 

1. Le cytosquelette d’actine  

Les analyses révèlent que RhoA, Rac1 et Cdc42 contrôlent la polymérisation de 

l’actine dans des compartiments cellulaires différents formant différentes fibres : des 

filopodes et des lamellipodes à l’avant des cellules en migration et des fibres de stress dans 

le corps cellulaire (Hall 2012, Letort, Ennomani et al. 2015) (Figure 7). Rac1 régule la 

formation de lamellipodes qui sont des extensions cytoplasmiques aplaties et larges formées 

de filaments d’actine entrecroisés en réseau (Ridley and Hall 1992) par notamment 

l’activation des protéines PAK, WAVE et PI-4-P5K (Figure 8). Cdc42 est lui responsable de 

la formation de filopodes ou faisceaux parallèles serrés fins et cylindriques d’actine fibrillaire 

(Nobes and Hall 1995) via l’activation entre autres des protéines PAK, WASP et MRCK 

(Figure 8). Enfin, RhoA contrôle la formation des fibres de stress (ou de tension) d’actine 

(Ridley and Hall 1992) des cellules adhérentes, qui sont des paquets de filaments d’actine 

associés avec la myosine de type II qui traversent la cellule et sont liés à la matrice 

extracellulaire par des intégrines et des complexes d’adhésion focale. RhoA favorise la 

polymérisation de l’actine en filaments linéaires via une interaction directe avec l’effecteur 
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mDia (Watanabe, Madaule et al. 1997). De plus, la liaison et l’activité de la myosine de type 

II sont régulées par la phosphorylation de la chaîne légère de myosine ou MLC (Myosin Light 

Chain) par la kinase ROCK, un effecteur de Rho (Kimura, Ito et al. 1996, Watanabe, 

Madaule et al. 1997). Donc, l’activation des deux effecteurs ROCK et mDia par RhoA actif 

est requise pour la formation des fibres de stress. (Figure 9) 

L’activation de la protéine sérine/thréonine kinase PAK par liaison aux RhoGTPases 

Cdc42 et Rac1 actives, favorise le développement des filopodes et lamellipodes grâce à son 

domaine N-terminal riche en prolines (Sells, Knaus et al. 1997). PAK activée va s’associer et 

phosphoryler la protéine kinase LIM (LIMK), sérine/thréonine kinase impliquée dans la 

régulation de la dynamique des filaments d’actine. LIMK phosphorylée est activée ce qui 

augmente la phosphorylation de la protéine Cofiline. Cofiline est une protéine de liaison et de 

dépolymérisation de l’actine qui régule le renouvellement des filaments d’actine. La 

phosphorylation de Cofiline par LIMKs inactive son activité dépolymérisatrice de l’actine 

(Edwards, Sanders et al. 1999). Contrairement à ce qu’affirmaient Sanders et al en 1999, 

repris dans la revue de Bishop and Hall en 2000, PAK semble capable d’augmenter la 

phosphorylation de la chaîne légère de myosine (MLC) responsable de l’interaction de 

l’actine avec la chaîne lourde de la myosine II qui contrôle l’activité ATPasique de cette 

dernière, ce qui contribue à l’assemblage et la contraction des filaments d’acto-myosine 

(Kiosses, Daniels et al. 1999, Sells, Boyd et al. 1999, Brzeska, Szczepanowska et al. 2004). 

(Figure 8) 

Les protéines WASP et WAVE respectivement activées par Cdc42 et Rac1 actifs 

appartiennent à la famille WASP (Wiskott–Aldrich syndrome protein) et forment un complexe 

protéique avec Arp2/3 (Actin Related Protein 2/3), l’actine G, la Profiline elle-même associée 

à de l’actine G et un cofacteur activateur (PI(4-5)P2 pour WASP et PI(3,4,5)P3 pour WAVE). 

Concernant WAVE, cette protéine se lie à Rac1 via la protéine IRSp53 qui participe à son 

activation (Takenawa and Suetsugu 2007). Ces complexes interviennent dans la formation et 

la polymérisation des filaments d’actine entraînant le développement de filopodes et 

lamellipodes nécessaires à la migration des cellules. (Bishop and Hall 2000, Alekhina, 

Burstein et al. 2017). (Figure 8) 

PI-4-P5K est une kinase activée par Rac1 mais également par Cdc42 (Tolias, 

Cantley et al. 1995) qui intervient dans la stabilité du réseau filamentaire d’actine en 

synthétisant du phosphatidylinositol biphosphate PIP2 (Weernink, Meletiadis et al. 2004). 

PIP2 se lie à la protéine Profiline (Goldschmidt-Clermont, Machesky et al. 1990) capable 

d’interagir avec les composants membranaires et le réseau filamentaire d’actine (Buss, 
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Temm-Grove et al. 1992) et de réguler la stabilité et les propriétés cinétiques des filaments 

d’actine (Rothkegel, Mayboroda et al. 1996). (Figure 8) 

MRCK (Myotonic dystrophy kinase Related CDC42 binding protein Kinase), activée 

par Cdc42 actif est une famille de sérine/thréonine kinases de 190kDa capable de 

phosphoryler MLC (Leung, Chen et al. 1998) l’impliquant alors dans la réorganisation de 

l’actine. MRCK peut également phosphoryler et activer la kinase LIM favorisant la formation 

de filopodes (Sumi, Matsumoto et al. 2001). (Figure 8) 

De nombreuses autres protéines activées par Rac1 et/ou Cdc42 interviennent 

également dans la formation des lamellipodes et filopodes respectivement en fonction du 

type cellulaire comme Lis1 dans les neurones (Sudarov, Gooden et al. 2013), Kindlin-1 dans 

les kératinocytes (Has, Herz et al. 2009). 

Figure 8 : Les voies de signalisation activées par Rac1 et Cdc42 et impliquées dans la formation des 
lamellipodes et des filopodes, d’après (Bishop and Hall 2000). Rac1 et Cdc42 interagissent et activent de 
nombreuses protéines cibles qui contrôlent la polymérisation de l’actine et entraînent la formations de protrusions. 

La protéine ROCK est une sérine/thréonine kinase de 160kDa ubiquitaire qui existe 

sous deux isoformes : ROCK 1 (ou p160Rock ou ROKβ) et ROCK 2 (Rho kinase, ROKα). 

ROCK 2 est majoritairement localisé dans le cytoplasme même si une faible portion est à la 

membrane ainsi qu’au niveau du sillon de clivage au cours de la division cellulaire, alors que 

ROCK 1 est situé au niveau des centrosomes. Ces kinases contiennent un domaine 
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catalytique aux extrémités de leur région N-terminale et en C-terminale, le domaine de 

liaison à Rho et un domaine PH riche en cystéines. La perte de la région C-terminale auto-

inhibitrice de façon expérimentale ou in vivo lors de l’apoptose suite à l’action de caspases, 

rend les protéines ROCKs constitutivement actives (Riento and Ridley 2003), augmentant 

ainsi la formation des fibres de stress (Aspenstrom 1999). Les ROCKs phosphorylent 

beaucoup de substrats impliqués dans la régulation de l’assemblage et la contractilité des 

filaments d’actine notamment MLC, MLCP, LIMK et ERM. ROCK 1 phosphoryle les protéines 

LIMKs ce qui accélère leur capacité à phosphoryler Cofiline. La phosphorylation par ROCK 

des protéines LIMKs inhibe donc le désassemblage des filaments d’actine médié par la 

cofiline et conduit à une augmentation du nombre de filaments d’actine (Riento and Ridley 

2003). De plus, les protéines ROCKs modulent le niveau de phosphorylation de MLC à la 

fois via une phosphorylation directe de MLC (Amano, Ito et al. 1996) et par une inactivation 

de la myosine phosphatase MLCP qui déphosphoryle cette protéine (Kimura, Ito et al. 1996). 

Les filaments d’actine sont liés à la membrane plasmique par certaines protéines « pont » 

qui leur sont nécessaires pour être régulées dynamiquement dans les cellules pendant les 

mouvements cellulaires et les phases de division. La famille ERM comprend 3 protéines 

apparentées : ezrine/radixine/moesine, concentrées au niveau de structures riches en actine 

comme le sillon de clivage, les microvilli, les filopodes, les lamellipodes… et font la liaison 

entre l’actine et la membrane. Leur domaine N-terminal est lié aux protéines membranaires 

et leur domaine C-terminal, aux filaments d’actine. Ces domaines terminaux sont capables 

d’interagir entre eux ce qui masque le site de liaison avec leurs partenaires membranaires. 

Les protéines kinases ROCKs phosphorylent alors les protéines ERMs ce qui inhibe leurs 

interactions intramoléculaires et les active (Amano, Fukata et al. 2000). (Figure 9) 

mDia (mammalian homolog of Drosophila diaphanous) est un membre de la famille 

des protéines Formines contenant deux domaines FH (formin-homology). La séquence du 

domaine FH1, riche en motifs proline, permet la liaison avec la protéine Profiline elle-même 

associée à l’actine G contribuant à la polymérisation de l’actine et à l’organisation des 

filaments d’actine F en fibres de stress (Watanabe, Madaule et al. 1997). Mais cette 

interaction a lieu seulement lorsque mDia se lie à RhoA actif permettant ainsi la rupture 

d’une liaison intramoléculaire inactivatrice (Zigmond 2004). (Figure 9) 



30 
 

Figure 9 : Les voies de signalisation activées par RhoA et impliquées dans la formation des fibres de 
stress des cellules adhérentes, d’après (Bishop and Hall 2000). RhoA interagit et active ROCK et mDia qui 
contrôlent la polymérisation et la stabilisation  de l’actine et entraînent la formation de fibres de stress. 

  

2. Le cytosquelette de microtubules 

Les microtubules jouent un rôle majeur dans la polarité et la forme des cellules, via 

l’interaction de leur extrémité (+) avec les protéines du cortex cellulaire dont l’activité est 

influencée par les RhoGTPases. Cette extrémité est également responsable de la 

dynamique des microtubules, c'est-à-dire leur élongation et leur stabilité. En effet, les 

protéines de la famille de Op18/stathmine interagissent avec cette extrémité (+) et avec les 

dimères de tubulines provoquant une inhibition de la polymérisation et un désassemblage 

des microtubules (Belmont and Mitchison 1996). Rac1 et Cdc42 vont intervenir dans cette 

dynamique en activant la protéine PAK qui va à son tour phosphoryler et inactiver 

Op18/stathmine (Daub, Gevaert et al. 2001) pour favoriser une élongation de l’extrémité des 

microtubules. Une autre protéine, CLIP-170 (Cytoplasmic Linker Protein 170), est capable de 

se lier aux extrémités des microtubules lorsqu’elle s’associe à la protéine IQGAP, un 

effecteur de Rac1 et Cdc42 concentré au niveau du front de migration des cellules. Ce 

complexe va favoriser l’élongation des microtubules (Kuroda, Fukata et al. 1996, Fukata, 

Watanabe et al. 2002). Le complexe EB1 (End-Binding protein 1) / APC (adenomatous 

polyposis coli) s’associe également aux extrémités des microtubules et via l’interaction avec 

mDia activé par RhoA, régule l’élongation des microtubules (Wen, Eng et al. 2004). (Figure 

10) 
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En fonction du type cellulaire, d’autres protéines interviennent et facilitent l’élongation 

des microtubules. Dans les astrocytes en migration, Cdc42 lié au GTP active le complexe 

protéique Par6/PKCζ (Protein Kinase C atypique ζ) qui phosphoryle et inactive GSK-3β 

localisé au niveau du front de migration des astrocytes. Cette inactivation a pour 

conséquence la liaison de la protéine APC à l’extrémité (+) des microtubules ce qui est 

essentiel à la polarité cellulaire (Etienne-Manneville and Hall 2003). (Figure 10) 

Figure 10 : Les voies de signalisation activées par RhoA, Rac1 et Cdc42 qui contrôlent la formation des 
microtubules. Les RhoGTPases interagissent avec différentes cibles qui entraînent l’élongation et la stabilisation 
des microtubules. 

ii) Les RhoGTPases et l’expression des gènes 

Les RhoGTPases régulent de nombreuses voies de signalisation, de manière actine-

dépendant ou non, qui altèrent l’expression de certains gènes. 

L’activation de RhoA entraînant la polymérisation de l’actine G cytoplasmique en 

filaments d’actine F va libérer et activer le cofacteur MRTK. Ce dernier va alors se déplacer 

dans le noyau et s’accumuler dans un état actif grâce à la polymérisation de l’actine 

nucléaire sous l’effet de la protéine activée mDia. Dans le noyau, MRTK actif va ensuite 

s’associer au facteur de transcription SRF (serum response factor) entraînant la transcription 

de gènes cibles (Hill, Wynne et al. 1995, Miralles, Posern et al. 2003, Baarlink, Wang et al. 

2013).  

Indépendamment de leurs effets sur le cytosquelette, les RhoGTPases peuvent 

conduire à l’expression de gènes spécifiques notamment en activant le facteur de 

transcription NF-κB en réponse à divers stimuli (Perona, Montaner et al. 1997). Mais le 

mécanisme d’activation n’est aujourd’hui pas encore élucidé. De plus, en fonction du type 
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cellulaire, les RhoGTPases sont capables de réguler l’activation de voies de signalisation de 

MAP kinases comme JNK (c-Jun N-terminal MAP kinase) et p38/MKP2 (Coso, Chiariello et 

al. 1995, Minden, Lin et al. 1995). Les MAP kinases sont des sérine/thréonines kinases qui 

convertissent les stimuli extracellulaires en signaux intracellulaires contrôlant l’expression de 

gènes cibles essentiels à de nombreux processus cellulaires. Les RhoGTPases vont activer 

des protéines d’ancrage comme CNK, cible de RhoA ou POSH, cible de Rac1, qui vont 

s‘associer à des protéines MAP kinases conduisant à l’expression de gènes d’intérêts (Jaffe 

and Hall 2005).  

b) Fonctions biologiques 

i) Les RhoGTPases et la morphogénèse 

Les RhoGTPases contribuent à la morphogénèse des cellules c’est-à-dire à leur 

forme et à leur structure, en régulant le cytosquelette et les mécanismes impliqués dans 

l'établissement de la polarité cellulaire.  

La morphogénèse des cellules épithéliales nécessite des interactions intercellulaires 

conduisant à la formation de domaines latéraux séparés par des jonctions adhérentes. 

L’assemblage de ces jonctions se fait notamment sous l’action des RhoGTPases qui 

induisent la formation de protrusions (lamellipodes et filopodes) permettant un contact entre 

deux cellules adjacentes. L’établissement d’une polarité cellulaire requiert également l’action 

des RhoGTPases, notamment Cdc42 qui régule la création des jonctions serrées situées au 

niveau du pôle apical des cellules (Etienne-Manneville and Hall 2002, Jaffe and Hall 2005). 

ii) Les RhoGTPases et la migration 

La migration des cellules épithéliales, que ce soit individuellement ou en groupe, est 

un mécanisme indispensable au développement, mais intervient également chez l’adulte lors 

des réponses immunitaires et lors du maintien de l’intégrité des tissus avec la différenciation 

et la migration des cellules souches. L’organisation asymétrique des cellules ainsi que le 

réarrangement du cytosquelette d’actine et des microtubules, régulés par les RhoGTPases, 

sont nécessaires à la mobilité cellulaire. Il existe deux types de migration : mésenchymale et 

amiboïde. La migration mésenchymale se réfère à la migration des fibroblastes. Ce mode de 

migration est le plus commun de la migration cellulaire. Une cellule qui va migrer avec un 

mouvement mésenchymal, va tout d’abord se polariser et étendre des protrusions, 

lamellipodes et filopodes, générées par la polymérisation de l’actine, au niveau du front de 

migration. Ces extensions membranaires sont stabilisées par des adhésions à la matrice 

extracellulaire ou à des cellules adjacentes via des récepteurs transmembranaires liés au 
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cytosquelette d’actine comme les intégrines. Ces adhésions servent de sites de traction pour 

la migration. En effet, le corps cellulaire va se contracter et l’arrière de la cellule va se 

détacher grâce aux filaments d’acto-myosine ce qui permet à la cellule de se mouvoir en 

direction des protrusions (Lauffenburger and Horwitz 1996, Ridley, Schwartz et al. 2003, 

Jaffe and Hall 2005). Le mouvement amiboïde est lui indépendant des protéases et entraîne 

un arrondissement des cellules dû à une augmentation de la contractilité des filaments 

d’acto-myosine. Il a été montré que les RhoGTPases et leurs régulateurs sont impliqués 

dans la migration cellulaire. En effet, la protéine GEF DOCK3, en association avec une 

molécule adaptatrice, régule Rac1 et WAVE2 pour conduire à un mouvement mésenchymal 

et inhiber le mouvement amiboïde. Au contraire, lors d’un mouvement amiboïde généré par 

ROCK, la protéine GAP ARHGAP22 va inactiver Rac1 et supprimer le mouvement 

mésenchymal. (Sanz-Moreno, Gadea et al. 2008) 

iii) Les RhoGTPases et le cycle cellulaire 

Les RhoGTPases, en contrôlant l’organisation du cytosquelette et la transcription de 

gènes cibles, sont impliquées dans le cycle cellulaire plus spécifiquement au cours de la 

phase G1 et de la mitose.  

1. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire (Figure 11) est un processus fondamental au cours duquel une 

cellule mère se divise en deux cellules filles identiques. Il est divisé en deux temps : 

l’interphase et la mitose. Lorsque les cellules ne se divisent pas, elles sont dites en 

quiescence ou G0. La durée du cycle cellulaire varie d’une espèce à l’autre et d’un type 

cellulaire à l’autre. Chez la plupart des mammifères, il dure entre 10 et 30 heures. En 

interphase, composée des stades G1, S et G2, les chromosomes sont répliqués alors qu’en 

mitose, ils sont répartis entre les deux cellules filles. La phase G1 (G pour gap ou intervalle) 

est une phase de croissance initiale de la cellule, c’est le temps entre le moment de la 

naissance d’une nouvelle cellule et le début de la réplication de l’ADN. Lorsque la cellule 

atteint une certaine taille, elle entre en phase S, phase de duplication du matériel génétique 

de durée constante entre 6 et 8 heures. La phase G2 est une phase de croissance et de 

préparation à la mitose (environ 3 heures). Pendant ces trois étapes, la cellule contrôle les 

dommages de l’ADN. Après l’interphase, se déroule la mitose, mécanisme de division 

cellulaire qui permet le maintien de l’information génétique dans son intégralité. À la fin de la 

division, les cellules filles se retrouvent en phase G1 et un nouveau cycle cellulaire démarre. 

(Rieder 2011) 
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Figure 11 : Les phases du cycle cellulaire. Les cellules en division sont tout d’abord en interphase où elles 
passent d’une phase G1 ou croissance cellulaire, à une phase S où leur ADN est répliqué puis à une phase G2 
pré-mitotique. Un traitement au RO3306 bloque les cellules avant l’entrée en mitose. Les cellules passent ensuite 
dans une phase de division cellulaire ou mitose. Le traitement au Nocodazole bloque les cellules en début de 
mitose. 

La division cellulaire est composée de cinq étapes basées sur la morphologie des 

chromosomes et de l’enveloppe nucléaire (Figure 12) : prophase, prométaphase, 

métaphase, anaphase, télophase (Pines and Rieder 2001, Chircop 2014). La progression 

dans la division est hautement régulée et implique une modulation dynamique de la forme et 

de la morphologie de la cellule grâce à un remodelage essentiel du cytosquelette d’actine et 

de myosine. 

 

Figure 12 : Les différentes phases de la mitose, d’après (Song, Liu et al. 2012).  La mitose est la phase de 
division cellulaire. Elle est composée de 5 phases distinctes : la prophase, la prométaphase, la métaphase, 
l’anaphase et la télophase. En vert sont représentés les microtubules et centrosomes, en bleu les chromosomes 
et en rouge les kinétochores.  

- La prophase 
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La prophase est le début de la mitose au cours de laquelle la cellule va subir de profonds 

changements structuraux pour se détacher de la matrice extracellulaire et s’arrondir grâce 

au remodelage du cytosquelette d’acto-myosine. Les chromosomes, constitués de deux 

chromatides sœurs reliées par leur centromère, vont s’individualiser, s’épaissir et se 

raccourcir. Les deux centrosomes avec leurs microtubules constituent des asters qui vont 

migrer vers deux pôles opposés de la cellule. En fin de prophase la membrane nucléaire 

commence à disparaître.  

- La prométaphase  

La membrane nucléaire a complètement disparu. Les chromosomes, dispersés dans le 

cytoplasme, s’orientent de manière à placer leur centromère associé à des kinétochores 

(plaques protéiques) en vis-à-vis des deux pôles de la cellule en division. Les microtubules 

se polymérisent et s’allongent vers les chromosomes jusqu’à se fixer aux kinétochores. Les 

chromosomes sont attachés de part et d’autre par les microtubules et placés à l’équateur du 

fuseau constitué par les microtubules et leurs protéines associées. 

Un traitement au Nocodazole stoppe les cellules en prométaphase en bloquant la 

dépolymérisation des microtubules. 

- La métaphase  

Tous les chromosomes se positionnent au niveau de l'équateur du fuseau et forment la 

plaque équatoriale, à équidistance des deux pôles du fuseau, grâce aux tractions exercées 

par les microtubules kinétochoriens. L'ensemble du système est vérifié par un "checkpoint" 

et attend le feu vert pour déclencher l'anaphase. 

- L’anaphase  

Le début de cette étape est marqué par la séparation des 2 chromatides-sœurs d’un même 

chromosome au niveau des centromères. Chaque chromatide devient alors un chromosome 

fils indépendant. Les microtubules attachés aux kinétochores se dépolymérisent et les 

chromosomes migrent vers les pôles du fuseau, guidés par la cage de microtubules. Un 

cercle de fibres contractiles d’acto-myosine apparaît autour de la cellule dans le plan de 

l'équateur. 

- La télophase  

Les chromosomes séparés arrivent aux pôles et les microtubules kinétochoriens 

disparaissent. Les fibres d’acto-myosine au niveau de l’équateur se contractent et réalisent 

un sphincter qui resserre le diamètre de la cellule au niveau de l'équateur. Le processus se 
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poursuit et la cellule se partage en deux progressivement. La membrane nucléaire se 

reconstitue autour de chaque lot de chromosomes. Chaque aster disparaît, les 

chromosomes se décondensent progressivement et le pont cellulaire reliant les deux 

cellules filles se coupe et sépare la cellule en deux parties égales. Cette dernière étape 

correspond à la cytodierèse ou encore appelée cytokinèse. 

2. Les fonctions des RhoGTPases et leur régulation 

L’inhibition des RhoGTPases Rac1, Cdc42 et RhoA bloque le cycle cellulaire en 

phase G1 dans de nombreux types de cellules de mammifères (Yamamoto, Marui et al. 

1993, Olson, Ashworth et al. 1995), mais les mécanismes dépendants du type cellulaire 

restent encore mal compris. La progression dans la phase G1 est contrôlée par deux types 

de kinases cycline dépendante (Cdks), Cdk4/Cdk6 et Cdk2 qui sont activées par la liaison 

avec les cyclines D et E respectivement et inhibées par association avec les protéines de la 

famille INK4A et Cip/Kip. Rac et Cdc42 stimulent la transcription des cyclines D (Westwick, 

Lambert et al. 1997, Gjoerup, Lukas et al. 1998, Joyce, Bouzahzah et al. 1999) et E (Chou, 

Masuda-Robens et al. 2003), mais le moment où apparaît ces expressions est régulé par 

RhoA qui inhibe l’expression des inhibiteurs de Cdks (Weber, Hu et al. 1997, Welsh, 

Roovers et al. 2001). 

Les RhoGTPases interviennent ensuite et surtout en mitose où les activités de RhoA 

et de Cdc42 fluctuent alors que Rac1 reste inactif. RhoA est actif et joue un rôle en fin 

d’interphase/début de prophase et à partir de l’anaphase. Cdc42 intervient entre les deux, en 

métaphase. 

En début de mitose, RhoA est fortement actif et se concentre au niveau du cortex 

cellulaire (Mali, Wirtz et al. 2010) où il déclenche le remodelage du cytosquelette d’actine 

nécessaire à l’arrondissement des cellules adhérentes et à la rigidité du cortex (Maddox and 

Burridge 2003) via l’activation de son effecteur ROCK. Cette augmentation de l’activité de 

RhoA est due à l’activité GEF d’Ect2 (Epithelial Cell Transforming gene2). Celui-ci se situe 

dans le noyau en interphase et se déplace en début de mitose dans le cytoplasme avant la 

rupture de l’enveloppe nucléaire où il est phosphorylé par CDK1-CyclinB1 lui permettant 

d’activer RhoA et d’induire la réorganisation du cytosquelette d’acto-myosine et le 

changement de forme cellulaire (Matthews, Delabre et al. 2012).  

La division cellulaire se poursuit, RhoA redevient inactif alors que Cdc42 s’active en 

métaphase et contribue à l’orientation et à la formation du fuseau, à l’intégrité des 

centrosomes et à l’attachement des chromosomes aux microtubules kinétochoriens 

permettant l’alignement des chromosomes au niveau de la plaque métaphasique. En effet, 



37 
 

Cdc42 se localise au niveau du fuseau et des centrosomes où se situent la GEF spécifique 

ITSN2 (intersectine 2) et son effecteur Pak1 et est impliqué dans la polarité du fuseau et 

dans l’alignement des chromosomes. Il forme également un complexe avec mDia3 et CENP-

A au niveau des kinétochores permettant l’attachement et la stabilisation des microtubules 

(Yasuda, Oceguera-Yanez et al. 2004, Rodriguez-Fraticelli, Vergarajauregui et al. 2010).  

En anaphase, le sillon de clivage se forme et se contracte grâce à RhoA dont 

l’activation est restreinte spatialement à l’étroite zone équatoriale du cortex. Le lieu de 

l’ingression est déterminé par le recrutement de RhoA. Cette activation est permise par la 

localisation spécifique au fuseau des activateurs de RhoA (Kamijo, Ohara et al. 2006). Ect2 

en métaphase et anaphase est localisé au niveau du fuseau mitotique et est associé au 

complexe « centralspindlin » qui est un complexe hétérotétramérique composé des protéines 

kinésine-like MKLP1 et MgcRacGAP (Male Germ Cell RacGAP). Ce complexe (Figure 13) se 

lie à l’extrémité « + » des microtubules non kinétochoriens du fuseau central et est requis 

pour le regroupement des microtubules. MgcRacGAP recrute et lie Ect2 de manière 

phosphodépendante. Ect2 est alors stabilisé dans une conformation active permettant 

l’interaction avec RhoA (Yuce, Piekny et al. 2005, Kamijo, Ohara et al. 2006). GEF-H1 

(Birkenfeld, Nalbant et al. 2007) et MyoGEF (Wu, Asiedu et al. 2006), localisés aussi au 

niveau du fuseau mitotique, peuvent également activer RhoA. GEF-H1 accélère l’activation 

de RhoA en réponse à la localisation d’Ect2 et à l’initiation de la cytokinèse. Cette GEF est 

située à l’extrémité des microtubules corticaux et est impliquée dans la symétrie de 

l’ingression membranaire. Son activité est inhibée par la phosphorylation médiée par les 

kinases Aurora A/B et CDK1/CyclineB1. L’activation de RhoA à l’équateur semble donc 

coïncider avec une diminution de l’activité CDK1 au début de l’anaphase et/ou de la 

ségrégation des chromosomes. Ce phénomène est un point de contrôle temporel pour 

l’ingression membranaire. MyoGEF est requis pour la localisation d’Ect2 au fuseau central. 

La localisation de MyoGEF au fuseau est dépendante de CSPP et Plk1. Son activité est 

stimulée par phosphorylation. Ces trois GEFs (Ect2, GEF-H1 et MyoGEF) assurent une 

activation spatialement correcte de RhoA pour établir le site d’initiation de l’ingression 

membranaire coordonnée avec la ségrégation des chromosomes. Le rôle de MgcRacGAP 

n’est pas clair : il semblerait que ce soit une GAP de Rac1 et que cette protéine ait une 

action indirecte sur RhoA en recrutant et contribuant à l’activation d’Ect2. C’est un substrat 

de Pkl1 et sa phosphorylation est nécessaire au recrutement et à la liaison avec Ect2. Les 

GAPs de RhoA pendant l’anaphase et la télophase seraient p190RhoGAP (Su, Agati et al. 

2003) qui colocalise avec RhoA au cortex cellulaire en anaphase et MP-GAP (M-phase 

GAP) (Zanin, Desai et al. 2013). 
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Figure 13 : Complexe "centralspindlin" d’après (Kamijo, Ohara et al. 2006). Les protéines Ect2, MgcRacGAP 
et MKLP1 s’accocient et forment ce complexe au niveau des microtubules du fuseau central. Les protéines Ect2 
de ces complexes, à proximité du cortex, activent RhoA permettant l’ingression du sillon de clivage. 

En résumé, les actions conjointes des GEFs (Ect2, GEF-H1 et MyoGEF) et des GAPs 

(MgcRacGAP, p190RhoGAP et MP-GAP) modulent l’activité de RhoA à l’équateur ce qui est 

essentiel pour une bonne organisation spatiale de l’ingression membranaire. 

4) RhoGTPases et cancers  

La transformation maligne est un processus multiforme complexe impliquant des 

altérations d’un grand nombre de propriétés cellulaires. Les cellules cancéreuses sont 

caractérisées par un cycle cellulaire dérégulé, une réduction de l'inhibition de contact, une 

indépendance par rapport aux facteurs de croissance, une perte de la dépendance vis-à-vis 

de l’ancrage, une augmentation de la survie cellulaire, une altération morphologique, une 

motilité accrue et l'acquisition de propriétés invasives et métastatiques. Les GTPases de la 

famille Rho agissent comme des régulateurs clés de tous ces processus cellulaires et une 

dérégulation de ces protéines est observée dans l'oncogenèse humaine. En effet, le niveau 

d’expression des RhoGTPases peut être altéré, les protéines peuvent subir des 

modifications post-traductionnelles, elles peuvent être mutées et leurs régulateurs peuvent 

être perturbés (Figure 14). 
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Figure 14 : Les modifications des RhoGTPases impliquées dans les cancers. Les RhoGTPases peuvent 
subir des modifications directes comme des mutations, une surexpression ou des modifications post-
transcriptionnelles les impliquant dans des cancers. Leurs régulateurs peuvent également être touchés 
provoquant une modification indirecte de l’activité des RhoGTPases retrouvée chez certains patients cancéreux. 

a) Régulations directes des RhoGTPases dans les cancers 

De nombreuses RhoGTPases sont surexprimées lors de la formation, la croissance 

et la progression de tumeurs. Rac1 est surexprimé dans le cancer des testicules, du sein, de 

la prostate, du poumon, de l’estomac et dans les leucémies aigües myéloïdes (Kamai, 

Yamanishi et al. 2004, Engers, Ziegler et al. 2007, Wang, Yu et al. 2013). Plus Rac1 est 

exprimé dans le cancer de l’estomac, plus la tumeur est agressive et invasive et les chances 

de survie des patients sont diminuées (Ji, Feng et al. 2015). Dans les leucémies aigües 

myéloïdes, la surexpression de Rac1 améliore la migration et la croissance des cellules et 

est impliquée dans la chimiorésistance. Rac1b, un variant de Rac1, est fortement exprimé 

dans le cancer du côlon, du sein et des poumons (Schnelzer, Prechtel et al. 2000, Zhou, 

Licciulli et al. 2013). RhoA est surexprimé dans de nombreuses tumeurs, mais 

particulièrement pour celles ayant une origine épithéliale (Orgaz, Herraiz et al. 2014). Enfin, 

Cdc42 est surexprimé dans le cancer du poumon, du côlon, du sein, des testicules et de la 

peau (Kamai, Yamanishi et al. 2004, Tucci, Lucarini et al. 2007, Gomez Del Pulgar, Valdes-

Mora et al. 2008). 

Des études récentes ont mis en évidence la présence de RhoGTPases mutées dans 

certains cancers. En effet, une mutation de Rac1 dans le domaine de liaison à ses effecteurs 

a été découverte dans des tumeurs de cerveaux humains (Hwang, Hong et al. 2004). Une 

autre mutation de Rac1 (Rac1P29S) a ensuite été retrouvée dans plus de 5% de mélanomes, 

faisant de Rac1 le 4ème gène muté le plus commun dans le mélanome et une des mutations 

les plus courantes des RhoGTPases (Hodis, Watson et al. 2012, Krauthammer, Kong et al. 

2012). Cdc42 est également muté dans le mélanome (Cdc42G12D) (Hodis, Watson et al. 

2012). Concernant RhoA, de nombreuses mutations ont été trouvées dans le cancer de 
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l’estomac (Kakiuchi, Nishizawa et al. 2014) et une mutation entrainant une perte de fonction 

(RhoAG17V) a été identifiée dans 50 à 68% de lymphomes T angio-immunoblastiques 

(Sakata-Yanagimoto, Enami et al. 2014, Yoo, Sung et al. 2014).  

Enfin, les modifications post-traductionnelles, comme l’ubiquitynilation et les 

phosphorylations, que subissent les RhoGTPases peuvent être inappropriées et participer à 

la migration de cellules tumorales et à la progression de cancer (Visvikis, Maddugoda et al. 

2010).  

b) Régulations indirectes des RhoGTPases dans les cancers 

Une manière d’augmenter l’activité GTPasique est un changement de l’activité des 

régulateurs GEFs, GAPs et GDIs. Les GEFs comme Ect2, MyoGEF, Dock180, sont 

surexprimées dans un grand nombre de tumeurs humaines (Cook, Rossman et al. 2014). 

Les GAPs DLC1 (Xue, Krasnitz et al. 2008), DLC2 (Ching, Wong et al. 2003), p190RhoGAP 

(Wolf, Draghi et al. 2003) et ARHGAP8 (Johnstone, Castellvi-Bel et al. 2004) sont elles, 

sous-exprimées dans de nombreux cancers. En ce qui concerne les RhoGDIs, la situation 

est plus complexe et dépend du type de cancer. En effet, la RhoGDI1 est sous-exprimée 

dans certains cancers du sein (Jiang, Watkins et al. 2003) et surexprimée dans d’autres. La 

sous-expression de Rho GDI2 (gène ARHGDIβ) dans le cancer de la vessie est associée à 

une diminution de la survie des patients (Theodorescu, Sapinoso et al. 2004) alors que sa 

surexpression dans le cancer du pancréas est associée à l’invasion tumorale (Abiatari, 

DeOliveira et al. 2009).  

Les voies de signalisation impliquant les RhoGTPases sont fréquemment modifiées 

lors des cancers humains. C’est pourquoi il est important d’étudier ces voies dans les 

différents types cellulaires et de comprendre l’impact de leur dérégulation. 
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Partie II – L’hématopoïèse 

L’hématopoïèse est le processus physiologique qui conduit à la formation des 

composants cellulaires du sang. Le système sanguin contient plus de dix différents types de 

cellules sanguines (ou lignages) ayant différentes fonctions. Les leucocytes ou globules 

blancs sont des cellules très spécialisées présentes dans le sang, la lymphe, les organes 

lymphoïdes et les tissus conjonctifs de l’organisme et impliquées dans les réponses 

immunitaires innées et acquises. Il en existe différents types : les polynucléaires ou 

granulocytes, les lymphocytes et les monocytes. Les érythrocytes ou globules rouges sont 

des cellules anucléées chez les mammifères, riches en hémoglobines qui assurent le 

transport de l’oxygène et du dioxyde de carbone. Enfin, les mégacaryocytes génèrent des 

plaquettes qui régulent la fluidité plasmatique et la cicatrisation. Tous ces types cellulaires 

ont pour origine une cellule souche hématopoïétique (HSC) qui réside dans la moelle 

osseuse, lieu majeur de l’hématopoïèse adulte (Rieger and Schroeder 2012). 

L’hématopoïèse se met en place principalement au cours de l’embryogenèse, en 

deux temps : tout d’abord avec une hématopoïèse primitive puis ensuite une hématopoïèse 

définitive qui a lieu au cours du développement fœtal et se poursuit à l’âge adulte. Ces deux 

phases successives diffèrent dans les types cellulaires produits et les lieux anatomiques de 

déroulement (Galloway and Zon 2003). En effet, la première étape se déroulant dans le sac 

vitellin de l’embryon, est transitoire et génère des érythrocytes nucléés exprimant des gènes 

codant pour des globines foetales, des macrophages embryonnaires afin de faciliter 

l’oxygénation des tissus et permettre une croissance rapide de l’embryon et des 

mégacaryocytes (Orkin and Zon 2008, Rieger and Schroeder 2012, Jagannathan-Bogdan 

and Zon 2013). La dernière étape émerge dans la région aorte-gonade-mésonéphros (AGM) 

qui entoure l’aorte dorsale de l’embryon puis se déroule dans le foie foetal avant de s’établir 

de manière définitive dans la moelle osseuse et le thymus (Orkin and Zon 2008). 

Contrairement à la phase primitive, elle dure toute la vie de l’organisme et produit des HSCs 

multipotentes, capables de donner naissance à tous les types cellulaires sanguins de 

l’organisme adulte (Galloway and Zon 2003).  

Les cellules hématopoïétiques possèdent certaines propriétés qui facilitent leur étude.  

En effet, elles peuvent être identifiées par des anticorps monoclonaux dirigés contre des 

marqueurs de surface ou sur la base de leurs propriétés métaboliques. Elles peuvent 

également être séparées par un tri cellulaire activé par fluorescence (ou FACS). De plus, 

l'isolement du sang périphérique est peu invasif et des millions de cellules peuvent 

facilement être récoltées. (Orkin and Zon 2008, Rieger and Schroeder 2012, Crisan and 

Dzierzak 2016) 
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Le système hématopoïétique le plus étudié et le mieux compris est celui de la souris. 

Son étude in vivo est possible grâce à la génération de souris génétiquement modifiées avec 

l’analyse de perte ou de gain de fonctions de gènes ou avec des lignages ou cellules 

marquées. Il existe des systèmes conditionnels ou inductibles qui permettent de manipuler 

l’expression de gènes de manière globale ou tissu spécifique dans des conditions proches 

de l’homéostasie. Pour cela, le système de recombinaison Cre/LoxP découvert dans le 

bactériophage P1 (Sternberg and Hamilton 1981) est utilisé. Une souris transgénique 

exprimant le transgène Cre (séquence isolée du gène Cre, transférée du bactériophage P1 

aux cellules souches embryonnaires (ES) d’une souris par recombinaison homologue) de 

manière constitutive ou tissu spécifique en fonction du promoteur utilisé, est croisée avec 

une souris dont le gène cible est entouré de sites LoxP (Figure 15). La recombinase Cre 

exprimée reconnait spécifiquement les sites LoxP qui sont des séquences nucléotidiques de 

34 paires de bases ayant deux séquences palindromiques de 13 paires de bases séparées 

par une séquence conservée de 8 paires de bases. La recombinaison entre deux sites de 

même orientation conduit à la délétion du fragment d'ADN. Le gène cible reste fonctionnel 

dans les cellules et autres tissus n’exprimant pas l’enzyme Cre (Gu, Marth et al. 1994, Kuhn, 

Schwenk et al. 1995). Le gène vav1 murin étant exprimé spécifiquement dans toutes les 

cellules hématopoïétiques fœtales et adultes, il est utilisé pour générer des souris knock-out 

(KO) où le gène cible est seulement absent dans le système hématopoïétique. Pour cela, la 

souris transgénique employée dans le croisement exprime la Cre recombinase sous le 

promoteur vav (de Boer, Williams et al. 2003).  

Figure 15 : Génération d’une souris transgénique par croisement d’une souris transgénique exprimant 
l'enzyme Cre et une souris floxée d’après (Gu, Marth et al. 1994). Une souris ayant le gène x d’intérêt 
(représenté par le trait bleu annoté gène x) floxé (entouré de sites LoxP représentés par les flèches bleues) est 
croisé avec une souris transgénique exprimant l’enzyme Cre recombinase dans un tissu spécifique (partie bleue 
de la souris) donnant naissance ainsi à une souris n’exprimant pas le gène x seulement dans le tissu d’intérêt 
(bleu). 
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1) Les cellules souches et les progéniteurs hématopoïétiques 

L’hématopoïèse est classiquement représentée par un modèle hiérarchique depuis la 

démonstration faite en 1977 que les cellules myéloïdes et lymphocytaires T et B dérivent 

d’une HSC commune (Abramson, Miller et al. 1977). Dans la représentation classique du 

développement hématopoïétique, les HSCs sont en haut de la pyramide (Figure 16). Elles se 

divisent de manière symétrique et aussi asymétrique c’est-à-dire qu’elles génèrent deux 

cellules filles avec des fonctions différentes, une avec un potentiel souche 

d’autorenouvellement permettant de maintenir un lot de HSCs et l’autre ayant la capacité de 

se différencier (Wilson and Trumpp 2006). Il existe deux types d’HSCs, les LT-HSCs qui 

possèdent une capacité d’autorenouvellement à long terme (Spangrude, Heimfeld et al. 

1988, Uchida and Weissman 1992) et les ST-HSCs qui elles, possèdent des capacités 

d’autorenouvellement plus limitées (Morrison, Wandycz et al. 1997, Reya, Morrison et al. 

2001, Weissman, Anderson et al. 2001). Ensuite, apparaît les MPPs ou progéniteurs 

multipotents qui n’ont pas la possibilité de s’autorenouveller (Morrison, Wandycz et al. 1997, 

Reya, Morrison et al. 2001, Weissman, Anderson et al. 2001). Chez la souris, les HSCs sont 

caractérisées par l’expression des marqueurs de surface Sca-1 (Stem cell antigen-1) et Kit 

(récepteur du ligand SCF) et par l’absence des marqueurs des populations matures soit 

lignage négatif (Lin-  ou lineage-) (Okada, Nakauchi et al. 1992). Les cellules souches 

hématopoïétiques et MPPs sont donc également nommées LSK pour Lin-Sca-1+Kit+. La 

découverte de nouveaux marqueurs de surface a ensuite permis la distinction des deux 

types d’HSCs et d’identifier 4 sous populations de MPPs (Cabezas-Wallscheid, Klimmeck et 

al. 2014). En effet, contrairement aux autres populations, les LT-HSCs murins n’expriment 

pas le CD34 (Osawa, Hanada et al. 1996). De plus, les récepteurs CD150, CD244 et CD48 

de la famille SLAM (signaling lymphocyte activation molecule) ont été découverts comme 

étant différentiellement exprimés par les LSK. Les HSCs (LT- et ST-) expriment le CD150 

mais n’expriment pas le CD244 ni le CD48 (Kiel, Yilmaz et al. 2005). Des analyses 

postérieures permettent de subdiviser les MPPs en quatre populations (se distinguant par 

leurs marqueurs de surface CD48 CD150 et CD135) où les cellules MPP1 se différencient 

en MPP2, MPP3 et MPP4 (Wilson, Laurenti et al. 2008). Les MPPs s’engagent ensuite vers 

des progéniteurs myéloïdes communs (CMPs) (Akashi, Traver et al. 2000) ou lymphoïdes 

communs (CLPs) (Kondo, Weissman et al. 1997). Les CLPs vont générer par l’intermédiaire 

d’autres précurseurs, les lymphocytes T, B, les cellules Natural Killer (NK) et certaines 

cellules dendritiques (pDC). Les CMPs sont quant à elles à l’origine des progéniteurs 

érythro-mégacaryocytaires (MEP) et granulo-monocytaire (GMP) qui expriment différemment 

les marqueurs CD34 et FcγR. Ces progéniteurs donnent naissance respectivement aux 

mégacaryocytes et érythrocytes ainsi qu’aux monocytes, aux cellules dendritiques (DC) et 
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aux granulocytes. Ce modèle classique enrichi au fur et à mesure des années reste assez 

séquentiel. Cependant, d’autres découvertes faites récemment proposent des modèles 

alternatifs. Un nouveau progéniteur appelé LMPP (progéniteur lymphoïde multipotent) a été 

identifié comme étant capable de se différencier en CLP et GMP mais incapable de donner 

un MEP (Lu, Kawamoto et al. 2002, Adolfsson, Mansson et al. 2005). De plus, les MEPs 

pourraient provenir directement des ST-HSCs (Adolfsson, Mansson et al. 2005). Ensuite, 

l’utilisation des marqueurs CD150, CD105 et CD41 ont permis d’affiner la caractérisation des 

MEPs. Les progéniteurs CMPs donnent naissance à des progéniteurs intermédiaires 

érythroïdes-mégacaryocytaires (pre MegE) CD150+CD105-CD41- plutôt que des MEPs. Les 

Pre MegE se différencient soit en MkP CD41+ qui génèrent les mégacaryocytes, soit en 

CFU-E CD41- qui sont à l’origine des érythrocytes (Pronk, Rossi et al. 2007). De nombreux 

autres modèles ont été proposés durant ces dernières années montrant la complexité du 

système et l’importance des découvertes qui enrichissent les connaissances. Le schéma 

proposé en Figure 16 reflète le modèle classique de l’hématopoïèse murine complété des 

modèles alternatifs ou complémentaires décrits ci-dessus.  

 

Figure 16 : Modèles de l’hématopoïèse murine. Ce schéma regroupe le modèle classique révisé (avec les 
flèches pleines) et les modèles alternatifs ou complémentaires (avec les flèches en pointillés). Les marqueurs de 
surface sont indiqués en-dessous ou au-dessus des populations. HSC=cellules souches hématopoïétiques, 
LT=Long Term, ST=short term, MPP=progéniteurs multipotents, CMP=progéniteur myéloïde commun, 
LMPP=progéniteur lymphoïde multipotent, CLP=progéniteur lymphoïde commun, PreMegE=progéniteur 
intermédiaire érythroïde-mégacaryocytaire, GMP=progéniteur granulo-monocytaire, ProT/B/NK=progéniteur 
T/B/NaturialKiller, MkP=progéniteur mégacaryocytaire, CFU=colony forming unit E=érythocytaire. 
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2) Les différenciations hématopoïétiques 

 La différenciation des HSCs en progéniteurs lymphoïdes CLPs donnant naissance 

aux cellules matures, les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB), s’appelle la 

lymphopoïèse T et B. Les mécanismes à l’origine des mégacaryocytes et des érythrocytes à 

partir des HSCs générant des progéniteurs myéloïdes communs CMPs sont respectivement 

la mégacaryopoïèse et l’érythropoïèse. Ces trois types de différenciation hématopoïétique 

sont détaillés par la suite contrairement à ceux générant les autres cellules matures 

(granulocytes, cellules NK, DCs, monocytes). (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013) 

a) La lymphopoïèse 

Contrairement aux monocytes, granulocytes, NK et DC qui interviennent dans le 

système immunitaire inné pour défendre l’organisme rapidement contre des pathogènes, les 

LT et LB appartiennent au système immunitaire adaptatif. Cette immunité, présente dès la 

naissance tout comme l’immunité innée, répond de manière antigène dépendant. En effet, 

les LT et LB mis en jeu, expriment à leur surface des récepteurs spécifiques aux antigènes. 

Une fois l’antigène reconnu par le récepteur, les lymphocytes vont proliférer, mais aussi 

former des cellules mémoires dans certains cas. Ces cellules mémoires sont capables de 

répondre plus rapidement lors d’une seconde rencontre avec le même antigène. (Famili, 

Wiekmeijer et al. 2017) 

i) La lymphopoïèse T 

À la différence des autres cellules hématopoïétiques, la différenciation et la 

maturation des LT ne se déroulent pas dans la moelle osseuse, mais dans le thymus (Figure 

17). Le thymus est donc un organe lymphoïde primaire, bilobé, situé à la base du cou, en 

arrière du sternum. Les cellules destinées à devenir des LT quittent la moelle osseuse, 

passent dans le sang et migrent ensuite dans le thymus. Elles deviennent alors des 

progéniteurs T précoces ETPs (early T-cell progenitor) ou également nommées cellules 

doubles négatives 1 (DN1) car elles n’expriment pas les marqueurs de surface matures CD4 

et CD8. Ces cellules vont perdre progressivement l’expression du Kit et du CD44 et acquérir 

le CD25 (Godfrey, Kennedy et al. 1993) pour devenir des cellules DN2 (DN2a et DN2b), DN3 

(DN3a et DN3b) et enfin DN4. La transition du stade DN1 à DN2 est marquée par le début 

du réarrangement génique des chaînes β, γ et δ du récepteur LT ou pré-TCR (T cell 

receptor) par recombinaison VDJ ; processus qui se termine au stade DN3 (Livak, Tourigny 

et al. 1999). Les cellules DN3a vont ensuite pouvoir subir deux différenciations : une 

sélection αβ ou une sélection γδ en fonction du réarrangement et de l’expression des 
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chaînes. Ces deux sélections sont des signaux pour empêcher l’apoptose des cellules et 

conduisent à la prolifération et à la différenciation thymocytaire. Les lymphocytes T γδ sont 

beaucoup moins nombreux et n’expriment ni le pré-TCR ni les marqueurs CD4 ou CD8 et ne 

reconnaissent donc pas les antigènes peptidiques classiques (Ciofani and Zuniga-Pflucker 

2010). La β-sélection conduit à la différenciation d’une cellule DN3b exprimant le pré-TCR en 

cellule DN4 ou pré-DP (pré-double positif) qui va poursuivre sa maturation pour donner une 

cellule DP (double positive) exprimant les marqueurs de surface CD4 et CD8, après 

expression et réarrangement d’un pré-TCR de chaîne α avec le pré-TCR β pour former un 

complexe pré-TCR fonctionnel (Fehling and von Boehmer 1997). Cette cellule DP migre 

dans le cortex thymique et subit un processus de sélection positive. Si elle possède un 

récepteur TCR fonctionnel capable de reconnaître avec suffisamment d’affinité le complexe 

majeur d’histocompatibilité CMH des cellules épithéliales, elle reçoit un signal de survie 

sinon, elle va mourir par apoptose. Une fois la sélection positive faite, la maturation des 

lymphocytes va se faire dans la médulla en fonction du type de CMH avec lequel les cellules 

ont interagi. Les lymphocytes ayant lié un CMH de type II deviennent CD4+ SP (simple 

positif) et ceux un CMH de type I, CD8+ SP. Les thymocytes SP sont de nouveau mis en 

présence de peptides du soi et si leur affinité est trop importante, ils seront éliminés par 

apoptose : c’est la sélection négative (Starr, Jameson et al. 2003). 

Figure 17 : La lymphopoïèse T chez la souris d’après (Ciofani and Zuniga-Pflucker 2010). Les progéniteurs 
lymphoïdes communs CLP de la moelle osseuse vont dans le thymus via la circulation sanguine et deviennent 
des progéniteurs thymiques précoces ETP. Les ETPs vont se différencier et maturer en DN puis DP et SP. Les 
marqueurs de surface exprimés sont notés en bleu sous les populations.  

ii) La lymphopoïèse B 

À partir de la naissance, la moelle osseuse chez la souris contient tout le lignage 

lymphoïde B, du progéniteur à la cellule mature B (Figure 18). Différentes approches 
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permettant d’identifier et d’isoler les cellules en fonction de leur étape dans la différenciation, 

ont été décrites grâce à l’utilisation de marqueurs intracellulaire et de surface et aux 

réarrangements faits des chaînes des immunoglobulines exprimées (Hardy, Carmack et al. 

1991). Lorsque les progéniteurs CLPs s’engagent vers un lignage B, ils expriment toujours le 

Kit et commencent à exprimer l’isoforme B220, mais ne possèdent pas le marqueur CD19 

caractéristique d’une maturation plus engagée (Ogawa, ten Boekel et al. 2000). Ils 

deviennent des précurseurs B ou Pre-Pro-B ou encore fraction A (Fr. A) (Hardy and 

Hayakawa 2001). Les Pre-Pro-B expriment ensuite le marqueur CD19 et deviennent des 

cellules Pro-B ou fraction B/C (Fr. B/C). Ces cellules expriment toujours le Kit et subissent un 

réarrangement des gènes des chaînes lourdes (HC) des immunoglobulines Ig par 

recombinaison DJ conduisant à l’expression d’une protéine liée à la membrane µHC. 

Ensuite, par recombinaison VDJ, les cellules Pro-B perdent l’expression du Kit, acquièrent le 

CD25 et expriment un pré-BCR (B cell receptor). Ce pré-BCR (Figure 19) est l’association de 

la chaîne lourde µ avec la pseudo-chaîne légère (SLC) préexistante constituée de 

l'association des protéines λ-like et Vpré-B et avec les molécules de transduction Ig-α et Ig-β 

(Karasuyama, Kudo et al. 1990). Une fois que le pré-BCR est exprimé, la cellule sera 

soumise à une première sélection appelée positive. Cette dernière permettra à la cellule Pre-

B dite large ou fraction C’ (Fr. C’), dans le cas où l’expression est productive, de recevoir 

un signal de survie afin de poursuivre sa maturation où elle deviendra un cellule Pre-B dite 

small ou fraction D (Fr. D). Dans le cas contraire la cellule mourra (Melchers, Rolink et al. 

1995). Ensuite, le réarrangement des chaînes légères conduit à l’expression d’un récepteur 

B (BCR) où les chaînes légères LC remplacent les chaînes SLC (Melchers, Rolink et al. 

1995, LeBien 1998, Jumaa, Hendriks et al. 2005). Ce sont des cellules immatures B ou 

fraction E (Fr. E) qui expriment alors à leur surface l’immunoglobuline IgM si le 

réarrangement a été productif. La cellule va ensuite être soumise à une deuxième sélection, 

cette fois dite négative, en étant mise en présence de peptides du soi au niveau de la moelle 

osseuse par les cellules stromales qui les expriment à la surface des molécules du CMH. Si 

la cellule immature B a une trop forte affinité ou aucune affinité pour le peptide présenté, elle 

sera éliminée par apoptose (Carsetti, Kohler et al. 1995, Ceredig and Rolink 2012). Une fois 

que le récepteur BCR est correctement exprimé (et n’a pas d’autoréaction), les cellules 

immatures B quittent la moelle osseuse et migrent vers les organes lymphoïdes secondaires 

comme la rate pour effectuer leur maturation et exprimer l’immunoglobuline IgD (Martensson 

and Ceredig 2000). 
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Figure 18 : La lymphopoïèse B chez la souris. Les progéniteurs lymphoïdes communs CLP de la moelle 
osseuse deviennent des progéniteurs B précoces Pre-Pro-B. Les Pre-Pro-B vont se différencier et maturer en 
Pro-B, Pre-B puis en immatures B. Les cellules B vont devenir matures une fois dans les organes lymphoïdes 
secondaires. Les marqueurs de surface exprimés sont notés en rouge sous les populations.  

 

Figure 19 : Récepteur pré-BCR. Le pré-BCR est composé de deux chaînes lourdes µ et deux chaînes légères 
SLC qui s’associent aux Igα et β.  

b) La mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse 

Le processus par lequel les HSCs génèrent des mégacaryocytes matures (MKs) est 

appelé la mégacaryopoïèse (Figure 20). Les MKs sont de très grosses cellules (50-100µm 

de diamètre), peu nombreuses (moins de 1% dans la moelle osseuse), dont la fonction 

principale est de produire des plaquettes, phénomène appelé thrombopoïèse. 

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules sans noyau circulant dans le sang et ayant 

un rôle essentiel dans la coagulation. La mégacaryopoïèse peut être divisée en deux 

grandes étapes : une phase de prolifération suivie d’une phase de maturation composée 

d’un phénomène d’endomitose et d’une maturation cytoplasmique. En effet, les progéniteurs 

mégacaryocytaires sont capables de proliférer et de générer des MKs matures in vitro. Des 

expérimentations clonales ont par la suite permis d’identifier de manière hiérarchique 

différents progéniteurs mégacaryocytaires (MkPs) grâce à leurs capacités de prolifération. 

Les progéniteurs BFU-MK sont les plus précoces avec une grande capacité de prolifération. 
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Ils se différencient en CFU-MK avec une prolifération plus limitée. Un troisième type de 

progéniteur apparaît ensuite (PMKB ou promégacaryoblaste) formant un nombre limité de 

mégacaryoblastes, mais ayant une haute ploïdie. Ces différents MkPs expriment tous le 

marqueur de surface CD34 à la différence des mégacaryoblastes et des MKs matures 

(Chang, Bluteau et al. 2007). Les mégacaryoblastes sont des MKs immatures qui subissent 

un phénomène d’endomitose augmentant leur taille et leur ploïdie. Elles font partie des rares 

cellules qui deviennent polyploïdes dans un contexte normal et non en réponse à un stress. 

L’endomitose correspond à une mitose incomplète où les cellules entrent en division, mais 

les étapes postérieures à l’anaphase échouent. Il n’y a donc pas de séparation des cellules 

filles, la cellule est 4N et poursuit sa division cellulaire pour ensuite rentrer dans un nouveau 

cycle mitotique. La ploïdie des MKs peut varier de 2 à 128N, mais 50% des MKs ont une 

ploïdie de 16N (Chang, Bluteau et al. 2007, Pandit, Westendorp et al. 2013). Les 

mégacaryoblastes subissent une maturation cytoplasmique dans la moelle osseuse au cours 

de laquelle des protéines plaquettaires sont synthétisées. Cette maturation s’accélère après 

les endomitoses, entraîne la formation de longues extensions cytoplasmiques ou 

proplaquettes autour du MK mature qui deviennent des plaquettes fonctionnelles suite à une 

fragmentation cytoplasmique, et achève la différenciation des MKs, dans la circulation 

sanguine (Szalai, LaRue et al. 2006). Alors que les MKs immatures perdent l’expression du 

CD34, ils acquièrent le CD41, une intégrine impliquée dans la liaison du fibrinogène formant 

un complexe avec la glycoprotéine CD61. Chez l’homme, il a été récemment découvert que 

le marqueur CD41 apparaît très tôt dans la différenciation et reste présent pour les MKs 

matures (Miyawaki, Iwasaki et al. 2017). Les MKs matures expriment en plus le CD42, une 

glycoprotéine exprimée à la surface des membranes plaquettaires (Szalai, LaRue et al. 

2006). 

Figure 20 : La mégacaryopoïèse chez la souris. Les progéniteurs qui s’engagent dans la voie 
mégacaryocytaire prolifèrent et se différencient en MkP. Les MkPs maturent en mégacaryoblates (MKB) puis en 
MK mature après des phénomènes d’endomitose. Ces derniers réalisent une thrombopoïèse et génèrent des 
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plaquettes fonctionnelles dans la circulation sanguine. L’expression des principaux marqueurs de surface est 
indiquée en vert sous les populations.  

c) L’érythropoïèse 

L’érythropoïèse qui se déroule dans la moelle osseuse, est le processus par lequel 

les progéniteurs érythroïdes nucléés prolifèrent et se différencient pour générer des millions 

d’érythrocytes ou globules rouges anucléés qui ont un rôle crucial dans le transport de 

l’oxygène des poumons vers les tissus périphériques via l’hémoglobine (Figure 22). Comme 

pour la mégacaryopoïèse, deux progéniteurs érythroïdes distincts ont été fonctionnellement 

définis par leur clonogénécité : le progéniteur précoce BFU-E qui forme de large colonies 

rouges et le progéniteur plus tardif CFU-E (Gregory and Eaves 1978). Les progéniteurs BFU-

E sont trouvés dans la fraction cellulaire dépourvue de cellules matures, exprimant le Kit, 

mais pas le CD16/32 ni le CD34 et très peu le CD71 (Akashi, Traver et al. 2000, Terszowski, 

Waskow et al. 2005) alors que les CFU-E expriment fortement le CD71 (Terszowski, 

Waskow et al. 2005). Le premier érythroblaste morphologiquement reconnaissable dans les 

tissus hématopoïétiques est le proérythroblaste. La transition des progéniteurs CFU-E aux 

proérythroblastes s’accompagne d’une perte de l’expression du Kit et d’un gain de 

l’expression du Ter119. Au cours de sa maturation, par des mitoses successives, 

l’érythroblaste va devenir  de plus en plus petit, son noyau va se condenser et il va 

accumuler de l’hémoglobine dans son cytoplasme. Cinq étapes de maturation des 

érythroblastes sont identifiées en fonction de leur morphologie : le proérythroblaste puis 

l’érythroblaste basophile suivi de l’érythroblaste polychromatique et orthochromatique et 

enfin le réticulocyte (Chen, Liu et al. 2009). L’expression des marqueurs de surface CD71 et 

Ter119 ont été utilisés pour séparer les cellules érythroïdes de la moelle osseuse en 

différents compartiments (I à IV pour (Socolovsky, Nam et al. 2001) et de R1 à R5 pour 

(Zhang, Socolovsky et al. 2003)). En prenant en compte ces deux références, nous pouvons 

diviser en six compartiments les populations érythroïdes en fonction de leur expression des 

marqueurs Ter119 et CD71 : (1) Ter119-CD71low (BFU-E), (2) Ter119-CD71high (CFU-E), (3) 

Ter119medCD71high (proérythroblastes), (4) Ter119highCD71high (érythroblastes basophiles), (5) 

Ter119highCD71med (late érythroblastes basophiles et érythroblastes polychromatiques), (6) 

Ter119highCD71low (érythroblastes orthochromatiques et réticulocytes et érythrocytes 

matures) (Figure 21). Le marqueur de surface CD44 peut s’avérer utile pour permettre une 

distinction plus précise des populations érythrocytaires, particulièrement en fin de 

différenciation pour différencier les cellules du stade (6) (Liu, Zhang et al. 2013).  
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Figure 21 : Analyse en cytométrie de flux des cellules érythrocytaires. Analyse avec les marqueurs de 
surface CD71 et Ter119 qui séparent les cellules érythrocytaires en 6 populations. 

Les proérythroblastes réalisent 4 mitoses et de manière séquentielle génèrent 2 

érythroblastes basophiles, 4 érythroblastes polychromatiques, 8 érythroblastes 

orthochromatiques et 16 réticulocytes (Liu, Zhang et al. 2013). Au stade de l’érythroblaste 

orthochromatique, un processus d’énucléation va avoir lieu. En effet, le noyau condensé est 

polarisé d’un côté du cytoplasme puis éjecté formant un réticulocyte et un noyau entouré 

légèrement de cytoplasme et d’une membrane plasmique qui va être reconnu par des 

macrophages (Yoshida, Kawane et al. 2005).  Après une brève période dans la moelle 

osseuse, les réticulocytes sont relargués dans la circulation sanguine où ils éliminent leur 

ARN résiduel et deviennent des érythrocytes matures (Ney 2011). 

Figure 22 : L'érythropoïèse chez la souris. Les progéniteurs qui s’engagent dans la voie érythrocytaire 
prolifèrent et se différencient en progéniteurs érythroïdes (EPs). Les EPs maturent en Proérythroblates (ProEB) 
puis en érythroblastes basophiles (EB Baso), polychromatiques (EB Poly), orthochromatiques (EB Ortho), 
réticulocytes (Rétic) puis en érythrocytes (E) dans le sang. L’expression des principaux marqueurs de surface est 
indiquée en bleu sous les populations.  

3) Les RhoGTPases et leurs régulateurs dans l’hématopoïèse 

L’implication des RhoGTPases dans le développement et la fonction des cellules 

sanguines a d’abord été mise en évidence grâce à l’étude du rôle de leurs régulateurs et 

effecteurs. Les premières analyses ont été réalisées en utilisant la surexpression de mutants 

constitutivement actifs ou dominants négatifs et l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. À 
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cause d’un manque de spécificité, de problème de dosage et un contrôle spatio-temporel 

limité de ces mutants et inhibiteurs, les résultats apportés sont généralement à confirmer. 

Mais les expériences récentes de gène ciblé chez la souris ont permis d’analyser l’impact 

direct des RhoGTPases elles-mêmes sur l’hématopoïèse. 

a) Implication dans la régulation des HSCs et progéniteurs 

Les principales fonctions cellulaires impliquées dans le maintien, la prolifération, la 

migration des HSCs et des progéniteurs sont régulées par de nombreuses RhoGTPases 

comme RhoA, Rac1 et 2 et Cdc42. Les fonctions physiologiques de chaque GTPase 

peuvent être uniques et spécifiques du contexte.  

Rac et Cdc42 ont principalement été décrits comme ayant un rôle de maintien et une 

implication dans la prise de greffe et de migration des cellules souches et des progéniteurs 

hématopoïétiques (HSPCs) (Cancelas, Lee et al. 2005, Yang, Wang et al. 2007) alors que 

RhoA serait essentielle pour la différenciation des HSCs, la régulation de la division des 

progéniteurs ainsi que leur survie (Zhou, Florian et al. 2013).  

En effet, les souris Rac2-/- présentent une diminution de l’adhésion des HSPCs ainsi 

qu’une augmentation de leur nombre circulant dans le sang et une migration cellulaire 

augmentée suggérant un rôle important de Rac2 dans le maintien des HSPCs dans la 

moelle osseuse. De plus, l’absence de Rac2 entraîne un mécanisme de compensation avec 

une augmentation de l’activité de Cdc42 et Rac1, mais qui ne change pas les défauts 

d’adhésion observés (Yang, Atkinson et al. 2001). Rac2 est donc indispensable pour 

l’adhésion des HSPCs et Rac1, Rac2 et Cdc42, pour le maintien du pool de HSPCs dans la 

moelle ainsi que leur migration dans le sang. Rac1 est également requis pour la 

relocalisation des HSPCs dans la moelle osseuse après transplantation. En effet, les HSPCs 

greffées provenant de souris Rac1-/-, ne se relocalisent pas correctement dans la moelle 

osseuse (Cancelas, Lee et al. 2005).  

Concernant Cdc42, il a été montré que cette GTPase régule et coordonne les 

signaux extrinsèques et intrinsèques qui contrôlent la localisation microanatomique, 

l'interaction avec le microenvironnement et l'induction du cycle cellulaire des HSPCs. En 

effet, les souris Cdc42-/- inductibles montrent une diminution du nombre et de la fréquence 

des HSCs quiescents dans la moelle et une augmentation des HSPCs en division cellulaire. 

De plus, l’absence de Cdc42 provoque des problèmes d’adhésion, de localisation, de 

maintien des HSCs et une hématopoïèse défectueuse après transplantation (Yang, Wang et 

al. 2007).  
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L’effet de RhoA sur l’hématopoïèse a été beaucoup moins étudié que pour Rac et 

Cdc42. Son rôle a été montré indirectement par l’utilisation d’un mutant dominant négatif 

RhoAN19 où l’inhibition de l’activité de RhoA est associée à une amélioration de la prise de 

greffe in vivo (Ghiaur, Lee et al. 2006). Lorsque RhoA est suractivée suite à l’absence de la 

GAP p190B (souris où l’expression de p190B est réprimée), l’activité d’autorenouvellement 

des HSCs est augmentée après des greffes sériées (Xu, Eleswarapu et al. 2009). Ces 

résultats suggèrent une fine régulation de RhoA dans le maintien des HSCs. Cependant, les 

expériences récentes de Zhou et al. contredisent  cette notion. En effet, il semblerait que 

l’absence de RhoA chez des souris déficientes (RhoA-/-) n’affecte pas la prise de greffe des 

HSCs mais porte atteinte à la fonction des progéniteurs multipotents. Sans RhoA, il y a une 

diminution de l’activité de la protéine MLC dans les progéniteurs hématopoïétiques (HPCs) 

et des défauts dans la cytodiérèse et la migration cellulaire. RhoA est donc essentielle pour 

la prolifération des HPCs, mais également pour leur survie (Zhou, Florian et al. 2013). 

b) Implication dans la lymphopoïèse 

Comme pour les HSPCs, Rac1, Rac2 et Cdc42 semblent avoir des rôles similaires 

dans la lymphopoïèse contrairement à RhoA.  

Le tandem Rac1 et Rac2 est indispensable pour le développement lymphocytaire T. 

En effet, en leur absence, le développement lymphocytaire T ainsi que la capacité des 

cellules matures à migrer vers les organes lymphoïdes secondaires sont fortement inhibés. 

Un système de compensation est mis en place lorsque l’une ou l’autre des GTPases est 

absente, suggérant un même rôle pour ces deux protéines G dans la lymphopoïèse T (Guo, 

Cancelas et al. 2008). Le rôle de Cdc42 dans la lymphopoïèse T murine a été pour le 

moment étudié grâce à sa suractivation par le mutant constitutivement actif Cdc42Q61L. 

Cdc42 a un rôle primordial dans le développement et la survie des lymphocytes T. En effet, 

lorsque Cdc42 est suractivé, un blocage dans la différenciation au niveau des DN ainsi 

qu’une suractivation de la voie de signalisation impliquée dans l’apoptose des thymocytes 

sont observés (Na, Li et al. 1999). RhoA a également été étudiée suite à sa suractivation 

(RhoAV14) chez la souris. Cette RhoGTPase intervient dans l’adhésion des thymocytes, 

mais également dans la sélection positive des thymocytes DP. En effet, la suractivation de 

RhoA révèle une sélection positive plus efficace (Corre, Gomez et al. 2001). Mais les études 

sur le rôle de RhoA sont encore limitées.  

Concernant le rôle des RhoGTPases sur la lymphopoïèse B, les connaissances sont 

encore plus restreintes. Rac1 ne semble pas avoir d’action sur la lymphopoïèse B, mais les 

effets observés lors de l’absence de Rac2 sont accentués avec la non-expression de Rac1. 
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Rac1 et Rac2 ne semblent pas requis pour la génération et l’expansion des progéniteurs B, 

mais la présence concomitante de ces deux protéines est indispensable dans les dernières 

phases de la lymphopoïèse B. Lorsqu’elles ne sont pas exprimées dans le lignage B, le 

nombre de cellules matures présentes dans les organes lymphoïdes secondaires est 

fortement diminué. Ceci est dû à l’implication de ces deux protéines G dans la transduction 

du signal BCR conduisant à la survie et la prolifération des LB (Walmsley, Ooi et al. 2003). 

Le même rôle a été mis en évidence pour Cdc42 (Guo, Velu et al. 2009). 

c) Implication dans la mégacaryopoïèse 

La découverte majeure de l’implication des RhoGTPases lors de la mégacaryopoïèse 

est le rôle de la régulation de la voie de signalisation de RhoA dans l’endomitose et la 

formation des plaquettes. RhoA a un rôle crucial dans le développement des MKs. Cette 

RhoGTPase est peu active lors des endomitoses des MKs pour que le sillon de clivage 

régresse et que la séparation en deux cellules filles échoue permettant aux MKs d’être 

multinucléés. Cette faible activité de RhoA est corrélée à une sous-expression des GEFs 

Ect2 et GEF-H1. De plus, il a été observé que la polyploïdisation des MKs est inhibée si ces 

deux GEFs sont surexprimées (Gao, Smith et al. 2012). Lorsque l’expression de RhoA est 

inhibée, la ploïdie des MKs est augmentée (Suzuki, Shin et al. 2013). Mais l’inactivation ou 

l’absence de RhoA provoque une macrothrombocytopénie, une diminution de la survie des 

MKs et une diminution de la production plaquettaire suggérant un rôle et une régulation 

cruciaux de RhoA au cours de la mégacaryopoïèse et de la thrombopoïèse (Suzuki, Shin et 

al. 2013). Une suractivation de RhoA (mutant RhoAV14) inhibe la formation des 

proplaquettes alors qu’une non-activation de RhoA (mutant RhoN19) l’augmente. De plus, 

l’inhibition par un composé pharmacologique de l’effecteur de RhoA, ROCK, provoque 

également une augmentation de la formation des proplaquettes (Chang, Aurade et al. 2007). 

RhoA par son effecteur ROCK intervient donc dans la thrombopoïèse en limitant la formation 

des proplaquettes et en régulant le flux de relargage des plaquettes dans le sang. 

d) Implication dans l’érythropoïèse 

Les RhoGTPases jouent d’importants rôles régulateurs lors des différentes étapes de 

différenciation érythrocytaire et sont vitaux pour le processus d’énucléation des 

érythroblastes. En effet, l’absence conjointe de Rac1 et Rac2 entraîne une diminution 

significative du nombre de MEPs et de CFU-E dans la moelle ainsi qu’une diminution de leur 

prolifération. De plus, une activation excessive ou une inhibition des protéines Rac empêche 

l’énucléation des érythroblastes. Chez les souris délétées de Rac1 et Rac2, Rac3 est 
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surexprimée et permet l’énucléation (Konstantinidis, George et al. 2010). La délétion de 

Cdc42 entraîne également une diminution du nombre de MEPs et BFU-E et CFU-E 

conduisant à une forte anémie. Une suractivation de Cdc42 affecte l’érythropoïèse en 

déclenchant l’apoptose donc Cdc42 est aussi un important régulateur de l’érythropoïèse 

(Wang, Yang et al. 2006, Yang, Wang et al. 2007). Enfin, l’étude du rôle de RhoA dans 

l’érythropoïèse n’a pas encore été directement analysée. L’inhibition de son effecteur ROCK 

provoque in vitro, une diminution de la maturation des érythroblastes (Gabet, Coulon et al. 

2011) et l’absence de son effecteur Dia in vivo entraîne une diminution du nombre de BFU-E 

et CFU-E ainsi qu’une énucléation limitée dans le foie fœtal (Watanabe, De Zan et al. 2013) 

suggérant un rôle important de RhoA dans l’érythropoïèse et l’énucléation comme les autres 

RhoGTPases. 

Les analyses des RhoGTPases et de leurs régulateurs suggèrent des rôles 

importants dans les différentes étapes de l’hématopoïèse, mais restent aujourd’hui encore 

peu nombreuses et nécessitent d’être poursuivies.  
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Partie III – Les objectifs de thèse 

Une nouvelle RhoGAP, ARHGAP19, a été identifiée par le laboratoire (David, Petit et 

al. 2014). Cette protéine est préférentiellement synthétisée dans le système hématopoïétique 

et son rôle a tout d’abord été étudié dans des lignées lymphocytaires T. ARHGAP19 est une 

GAP de RhoA, mais pas de Rac1 ni de Cdc42. Elle intervient de manière cruciale pendant la 

division des lymphocytes T. En effet, sa surexpression entraîne un retard dans l’élongation 

cellulaire et dans la cytodiérèse. De plus, une absence d’ARHGAP19 ou une inactivation de 

cette GAP provoque une élongation cellulaire et une ingression du sillon de clivage précoces 

ainsi que des défauts dans la ségrégation des chromosomes. Enfin, ARHGAP19 contrôle le 

recrutement des protéines Myosine II et Citron à la membrane plasmique des lymphocytes T 

en division, ainsi que la localisation de la protéine Vimentine phosphorylée par ROCK, ce qui 

est indispensable pour le maintien de la rigidité et de la forme des cellules en cours de 

division.  

Le premier projet de ma thèse a été de poursuivre l’étude de la régulation 

d’ARHGAP19 par phosphorylation dans la division des lymphocytes T humains, débutée par 

le précédent doctorant Dominique Petit. Les analyses se sont portées sur deux thréonines 

(T404 et T476) qui sont phosphorylées par la kinase mitotique CDK1, et sur une sérine 

(S422) qui est phosphorylée par ROCK, l’effecteur de RhoA. Les résultats, publiés dans 

Journal of Cell Science, démontrent un rôle crucial des phosphorylations d’ARHGAP19 dans 

la régulation de la localisation de la protéine contribuant à une division cellulaire correcte. 

Le gène arhgap19 a été mis en évidence lors de l’analyse de gènes de la voie des 

RhoGTPases dont l’expression covariait dans des échantillons de patients atteints de 

leucémies aigües lymphoblastiques T (LAL-T). L’expression relativement restreinte 

d’arhgap19 aux cellules d’origine hématopoïétique ainsi que sa présence dans des LAL-T 

suggèrent un rôle spécifique d’ARHGAP19 dans le système hématopoïétique. C’est pourquoi 

le deuxième projet de ma thèse a consisté à étudier le rôle d’ARHGAP19 dans 

l’hématopoïèse murine en analysant les conséquences de l’absence de la protéine dans un 

modèle murin d’invalidation conditionnelle du gène arhgap19. Les résultats obtenus ne nous 

ont malheureusement pas permis de soumettre une publication. 
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Partie I – Etude de la régulation d’ARHGAP19 par phosphorylation 

dans la division des lymphocytes T humains 

Article: Phosphorylation of ARHGAP19 by CDK1 and ROCK regulates its subcellular 

localization and function during mitosis. 

Claire Marceaux, Dominique Petit, Jacques Bertoglio and Muriel D. David 

 

Les protéines impliquées dans la division cellulaire étant généralement finement régulées, 

nous nous sommes intéressés à la régulation par phosphorylation d’ARHGAP19 au cours de 

la division des lymphocytes T humains.  

ARHGAP19 est tout d’abord phosphorylée par la kinase ROCK sur la sérine 422 avant 

l’entrée en mitose. Cette phosphorylation permet l’interaction avec la famille de protéines 14-

3-3. Lorsque la membrane nucléaire se rompt en début de division cellulaire, la protéine 

ARHGAP19 se retrouve dans le cytoplasme où la kinase CDK1 active vient la phosphoryler 

sur les résidus thréonines 404 et 476. L’interaction avec 14-3-3 protège alors ARHGAP19 

d’une déphosphorylation par des phosphatases présentes dans la cellule. Les 

phosphorylations d’ARHGAP19 apparaissent nécessaires pour sa localisation spécifique au 

cours de la mitose et sont cruciales pour une bonne division cellulaire. En effet, en absence 

de phosphorylation, ARHGAP19 est prématurément membranaire et les cellules deviennent 

multinucléées suite à des défauts de la cytodiérèse. 

La régulation d’ARHGAP19 par phosphorylation est indispensable pour une juste localisation 

de la GAP au cours de la division des lymphocytes T afin de garantir une division cellulaire 

correcte. 
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Abstract 

ARHGAP19 is a hematopoietic-specific RhoGAP that acts through the RhoA/ROCK pathway 

to critically regulate cell elongation and cytokinesis during lymphocyte mitosis. We report 

here that during mitosis progression, ARHGAP19 is sequentially phosphorylated by the 

RhoA-activated kinase ROCK on serine residue 422 and by CDK1 on threonine residues 404 

and 476. The phosphorylation of ARHGAP19 by ROCK occurs before mitosis onset and 

generates a binding site for 14-3-3 family proteins. ARHGAP19 is then phosphorylated by 

CDK1 in prometaphase. The docking of 14-3-3 proteins to phosphorylated S422 protects 

ARHGAP19 from dephosphorylation of the threonine sites and prevents ARHGAP19 from 

relocating to the plasma membrane during prophase and metaphase, thus allowing RhoA to 

become activated. Disruption of these phosphorylation sites results in premature localization 

of ARHGAP19 at the cell membrane and in its enrichment to the equatorial cortex in 

anaphase leading to cytokinesis failure and cell multinucleation. 

 

Introduction 

Rho GTPases are small G proteins involved in a number of signaling pathways that control 

cell adhesion, migration and cytokinesis (Hall 2012, Chircop 2014). Through their ability to 

bind guanine nucleotide di- or tri-phosphate, GTPases act as molecular switches alternating 

between an inactive and active state, respectively. Signaling pathway activity is regulated by 

Guanine Exchange Factors (GEFs) that facilitate the nucleotide exchange from GDP to GTP, 

and GTPase Activating Proteins (GAPs) that catalyze GTP hydrolysis to GDP, resulting in 

signaling pathway activation and deactivation, respectively. Small GTPases of the Rho family 

play key regulatory roles during mammalian cell division. In particular, RhoA regulates 

cortical rigidity during cell rounding and constriction of the actomyosin contractile ring during 
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cytokinesis (Maddox and Burridge 2003, Kamijo, Ohara et al. 2006). Activity of Rho GTPases 

must be tightly regulated to insure that the various steps of the cell division process occur in 

a coordinated manner. Previous studies on Rho GTPases regulation during mitosis have 

underlined the importance of three GEFs, Ect2 (Tatsumoto, Xie et al. 1999), GEF-H1 

(Birkenfeld, Nalbant et al. 2007) and MyoGEF (Wu, Asiedu et al. 2006) and two GAPs, 

RacGAP1 also known as MgcRacGAP and p190A RhoGAP (Hirose, Kawashima et al. 2001, 

Su, Agati et al. 2003). Recently ARHGAP11A, described as M-phase GAP, was shown to 

control the zone of active RhoA in mitotic HeLa cells (Zanin, Desai et al. 2013). We have 

previously shown that the novel hematopoietic cell-specific RhoGAP ARHGAP19 is involved 

in cell shape changes during lymphocyte mitosis by regulating RhoA activity and subsequent 

ROCK-mediated phosphorylation of myosin and vimentin (David, Petit et al. 2014).  

Proteins that are active during cell cycle progression, including Rho-GEFs and -GAPs are 

tightly regulated during cell division (David, Petit et al. 2012). Expression levels of some of 

the Rho GTPase regulators involved in mitosis control (e.g. Ect2, MgcRacGAP or 

ARHGAP19) fluctuate during the cell cycle and reach their highest in G2/M (Seguin, Liot et 

al. 2009, Liot, Seguin et al. 2011, David, Petit et al. 2014). Another shared mode of 

regulation of these proteins is through phosphorylation. Such post-translational modifications 

often control their ability to interact with other proteins, and thereby affect their subcellular 

localization. In addition there are examples where phosphorylation directly regulates the 

activity of a GEF or a GAP by modifying their conformation (Hara, Abe et al. 2006, Tripathi, 

Qian et al. 2014). In our previous study on the role of ARHGAP19 in cytokinesis control, we 

gathered evidence that ARHGAP19 must be subject to post-translational regulations. First, 

while overexpression of ARHGAP19 delayed cytokinesis onset, it did not impact on the 

velocity of cleavage furrow ingression, suggesting that ARHGAP19 action was restricted to 

the early mitosis time window. Second, we noted that localization of ARHGAP19 during 

mitosis progression was highly dynamic, shuttling between the cytosol, the cell cortex and 

the nucleus of daughter cells. These observations suggested that one or several mitotic 

kinases may regulate ARHGAP19 sub-cellular localization. Among the numerous kinases 

that are at play during mitosis, CDK1 is believed to be one of the main coordinators insuring 

that cytokinesis does not occur before chromosome segregation (Lindon 2008). In this report, 

we show that ARHGAP19 is phosphorylated by CDK1 on two residues, T404 and T476 

located in the C-Terminal region of the protein. Furthermore, ARHGAP19 is phosphorylated 

on S422 by the Rho effector kinase ROCK thus generating a binding site for 14-3-3 proteins. 

We investigated whether these post-translational modifications have an influence on the 

function or localization of the ARHGAP19 protein during mitosis. Results from microscopy 

imaging experiments indicated that protein phosphorylation has an impact on its localization, 



61 
 

as we observed that non-phosphorylated mutant forms of ARHGAP19 are recruited at the 

cell cortex as soon as the prophase step, while wild-type ARHGAP19 does so only from the 

metaphase to anaphase transition. Cell cortex localization of the non-phosphorylated mutant 

forms of ARHGAP19 at later stages of mitosis was also more pronounced than that of the 

wild-type form. Finally, ARHGAP19 phosphorylation appeared to be essential during cell 

division. Mutation of either CDK1 or ROCK phosphorylation sites resulted in cytokinesis 

failure and cell multinucleation. 

 

Results  

ARHGAP19 is phosphorylated by CDK1 in early mitosis  

CDK1 phosphorylates its substrates on threonine or serine residues present in TP-x-R or SP-

x-R motifs, respectively. Analysis of the protein sequence of ARHGAP19 revealed the 

presence of two potential phosphorylation sites for CDK1, namely the threonine residues at 

positions 404 and 476 (Fig. 1A). To assess whether ARHGAP19 is phosphorylated on one or 

both of these TP-x-R motifs, endogenous ARHGAP19 was immunoprecipitated from Kit225 

lymphocytes synchronized in G1, S-G2, prometaphase or later mitotic stages. As shown in 

Fig. 1B, ARHGAP19 from nocodazole-treated prometaphasic cells is recognized by an anti-

phospho-TP antibody. The level of ARHGAP19 phosphorylation on TP motifs decreased 

upon removal of the synchronizing agent which allowed cells to resume progression in 

mitosis. Of note, after cell release from the nocodazole-induced block in prometaphase, the 

phospho-TP signal decreased at a higher rate than that of ARHGAP19, suggesting the 

occurrence of an active dephosphorylation of ARHGAP19 by one or several phosphatases. 

Given that both the 404 and the 476 threonine residues of ARHGAP19 lay in motifs fitting the 

consensus of sites subject to CDK1-mediated phosphorylation, we tested whether active 

CDK1 can phosphorylate ARHGAP19. Using an in vitro kinase assay, we found that GST-

ARHGAP19 can be phosphorylated on TP motifs in the presence of recombinant CDK1/CCN 

complex (Fig. 1C). This phosphorylation is abrogated by the double T404A/T476A mutation, 

but not by the single T404A or T476A mutations (Fig. 1D). To allow further investigation of 

the phosphorylation events occurring on the 404 and 476 threonine residues, we generated 

antibodies against the corresponding phospho-peptides. The in vitro kinase assay described 

above allowed us to confirm that these antibodies recognize their respective targets 

specifically (Fig. 1D).  

To confirm the role of CDK1 on the T404/T476 phosphorylation, Kit225 lymphocytes were 

synchronized in prometaphase using a 16 hours nocodazole treatment (40 ng/ml) with the 
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RO3306 inhibitory compound (9 µg/ml) being added (or not) for the last 4 hours before cells 

were processed for western blot analysis. The phospho-T404/T476 signals are abrogated 

when CDK1 is inhibited by RO3306 treatment (Fig. 1E). This result indicates that threonines 

404 and 476 of ARHGAP19 are targeted by the kinase CDK1 in cells. 
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Fig. 1: ARHGAP19 is a substrate of CDK1,

ROCK and AKT.
(A) The CDK1 and ROCK/AKT phosphorylation

consensus motifs (S/T-P-x-R/K, R/K-x-x-S/T-x and R-
x-R-x-x-S/T-x) are located in the C-terminal region of

ARHGAP19 at position 404, 476 and 422, outside the

GAP domain containing the catalytic Arginine R143.

(B) IL-2-dependent Kit225 cells were synchronized in

G1 by factor deprivation, then stimulated to re-enter
cell cycle by adding back IL-2 for 24 hours. Where

indicated, cells were blocked in prometaphase using

nocodazole, washed, and cultured for up to 5.5

hours. Phosphorylation of ARHGAP19 is revealed by

an anti-phospho-TP antibody and the signal rapidly
decreases upon removal of nocodazole. As shown

previously, endogenous ARHGAP19 levels are cell

cycle-regulated and reach a maximal in mitosis.

Numbers represent signal intensities quantif ied from

the blots immediately above, and are expressed as
percentages of the signal intensities measured for the

nocodazole-treated sample. (C and D) In vitro kinase

assays. GST-ARHGAP19 in its wild-type form, or with

residues T404 and T476 mutated into non

phosphorylatable Alanine, were incubated in the
presence of recombinant CDK1/CCNB1. Western

blots were performed using the anti-phospho-TP

antibody, and antibodies specifically recognizing the

phosphorylated forms of residues T404 and T476. (E)

WT ARHGAP19-expressing cells were arrested in
prometaphase by treatment with nocodazole and

then incubated with the RO3306 CDK1 inhibitor.

Western blot using the anti-phospho-404 and anti-

phospho-476 antibodies indicated that CDK1

inhibition abrogates these phosphorylation events.
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ARHGAP19 is also phosphorylated by ROCK and AKT  

In addition to threonine residues 404 and 476, mass spectrometric analyses of human 

ARHGAP19 (our own studies, not shown, and (Mertins, Qiao et al. 2013)) indicate that 

ARHGAP19 is phosphorylated on multiple residues, including S422, which is conserved 

among species. S422 lies in a R/K-x-x-S/T-x motif (Fig. 1A) that represents a potential 

phosphorylation site for the RhoA effector kinase ROCK. To study phosphorylation of 

ARHGAP19 at this site we generated anti-phosphopeptide antibodies that specifically 

recognized the wild type but not the S422A mutant form of ARHGAP19 from nocodazole-

arrested Kit225 cells (Fig. 1F). To analyze whether ROCK could be responsible for the 

phosphorylation of ARHGAP19, Kit225 lymphocytes were synchronized in prometaphase 

using nocodazole and then treated for 90 min with the ROCK inhibitory compounds Y39983 

or H1152 (Ramachandran, Patil et al. 2011, Feng, LoGrasso et al. 2016). As shown in Fig. 

1G, inhibition of ROCK, as assessed by the disappearance of the phospho-ROCK2 signal, 

strongly decreased phosphorylation of ARHGAP19 on S422. To confirm the impact of ROCK 

on S422 phosphorylation, we generated a plasmid encoding a constitutive active form of 

ROCK, Cherry-ROCK2Δ, devoid of its autoinhibitory domain (Sebbagh, Hamelin et al. 2005). 

This plasmid was transfected in Kit225 cells that already expressed WT GFP-ARHGAP19. 

Activity of the ROCK2Δ protein was confirmed by an increase in the phosphorylation of MLC; 

a parallel increase in the phosphorylation of ARHGAP19 on S422 was observed (Fig. 1H). 

Together, these results indicated that serine 422 of ARHGAP19 is a target for the ROCK 

kinase in cells. 

The motif surrounding S422 is also a potential phosphorylation site for AKT (R-x-R-x-x-S/T-

x). However, inhibiting AKT in nocodazole-arrested Kit225 using MK2206 did not affect 

ARHGAP19 phosphorylation on S422. We therefore turned to Jurkat cells, another human T 

cell line in which AKT is constitutively activated due to PTEN deficiency. In these cells, S422 

phosphorylation was partially decreased by treatment with either the AKT or the ROCK 

inhibitors and combination of both compounds was required to completely abolish S422 

phosphorylation (Fig. 1I). Thus ARHGAP19 is likely phosphorylated by both ROCK and AKT 

in Jurkat cells. 
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Fig. 1 continued: ARHGAP19 is a substrate of CDK1, ROCK and AKT.
(F) Specificity of the anti-phospho-422 antibody. WT GFP-ARHGAP19 but not S422A GFP-

ARHGAP19 is recognized by this antibody in nocodazole-arrested Kit225 cells. (G)

Inhibition of ROCK abolishes the phosphorylation of ARHGAP19 on S422. WT GFP-

ARHGAP19-expressing Kit225 cells were synchronized using nocodazole and incubated in

the presence or the absence of the Y39983 or the H1152 ROCK inhibitory compounds. The

samples were analyzed by western blotting using anti-phospho-422, anti-ARHGAP19, anti-

phospho-ROCK2 and anti-ROCK2 antibodies. HSC70 levels were assessed to control for

equal protein loading. (H) ROCK activation leads to an increase in phospho-S422. WT

GFP-ARHGAP19-expressing Kit225 cells were transfected with plasmids encoding

mCherry-empty or mCherry-ROCK2Δ and synchronized using nocodazole. The samples

were analyzed by western blotting using anti-phospho-422, anti-ARHGAP19, anti-Cherry

and anti-phospho-MLC antibodies. (I) Inhibition of both ROCK (using Y39983) and AKT

(using MK2206) is necessary to abolish the phosphorylation of WT GFP-ARHGAP19 on

S422 in nocodazole-synchronized Jurkat cells.
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Timing of ARHGAP19 phosphorylations 

In unsynchronized Kit225 cells, as well as in cells synchronized just before entry in mitosis 

through the use of the RO3306 CDK1 inhibitor, ARHGAP19 appears to only be significantly 

phosphorylated on S422 and not on T404/T476 (Fig. 2A). We noted a decrease in the level 

of S422 phosphorylation in cells treated with RO3306, as compared to unsynchronized cells. 

On the other hand, nocodazole treatment that allows cells to enter mitosis but arrest them in 

prometaphase is accompanied by increased levels of phospho-S422, as compared to 

unsynchronized cells, and phosphorylation of ARHGAP19 at positions 404 and 476. Thus, in 

early mitosis, ARHGAP19 is phosphorylated on all three residues. 

We then analyzed more precisely the kinetics of ARHGAP19 phosphorylations during 

mitosis. Appearance and disappearance of the phospho-T404/T476 signals in cells 

synchronized by block and release with either RO3306 or nocodazole are reminiscent of 

those described for other CDK1 substrates. Indeed, phosphorylation on the 404 and 476 

threonine residues increased after mitosis onset, reached a maximum in cells synchronized 

in prometaphase, and declined thereafter (Fig. 2B). Of note, kinetics of appearance and 

disappearance of the phosphorylation signals during mitosis progression are similar for the 

404 and 476 threonine residues, suggesting common regulatory mechanisms. In contrast, 

phosphorylation on residue S422 decreased slower than phosphorylation on T404 and T476 

and was still detectable at the end of mitosis. Furthermore, analyzing the complete cell cycle 

showed that the S422 of exogenous GFP-ARHGAP19 was phosphorylatable throughout the 

cell cycle (Fig. 2C) although, as endogenous ARHGAP19 is not expressed in the G1 phase, 

only phosphorylation from the S-phase and thereafter is of physiological relevance. 
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Fig. 2: ARHGAP19 phosphorylation kinetics.
(A) WT GFP-ARHGAP19 Kit225 cells were left unsynchronized (-) or synchronized at the G2/M

transition using CDK1 inhibitor RO3306 or in prometaphase using nocodazole. In contrast to S422,

T404 and T476 are only phosphorylated in mitosis. (B) WT GFP-ARHGAP19 cells were blocked at

the G2/M transition or in prometaphase by RO3306 or nocodazole treatment, respectively and then
released into mitosis for the indicated times. Phosphorylation of S422 is detectable during the entire

mitosis while phosphorylation of T404 and T476 residues gradually decreases as cells progress

through mitosis (as illustrated by the decrease in cyclin B1 levels, which occurs following the

metaphase to anaphase transition). (C) Kit225 cells were synchronized in G1 by IL-2 deprivation.

Addition of IL-2 to the deprived cells then allows them to progress through S phase after 16 hours of
culture and to reach G2 by 24 hours. Prometaphase arrest was obtained using nocodazole.

Phosphorylation of S422 of exogenous GFP-ARHGAP19 is detectable at all phases of the cell cycle

while phosphorylation of T404 and T476 is detectable only in mitotic cells.
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Phosphorylation of residues T404/T476 depends on phospho-S422 

During the course of this study, we noticed that mutation of a given phosphorylation site (i.e. 

either S422, T404 or T476) into non-phosphorylatable Alanine residues also impacted on the 

phosphorylation levels of some of the others, suggesting that phosphorylation at a given site 

might influence phosphorylation of other residues. First, not only does RO3306 reduce 

phosphorylation of S422 (Fig. 2A), but mutation of the T404 and T476 residues into Alanines 

does so as well (Fig. 3A). Thus, absence of phosphorylation of T404 and T476 (whether due 

to cells not being in mitosis, to pharmacological inhibition of CDK1, or to mutation of these 

residues into Alanine) leads to decreased levels of S422 phosphorylation. Second, we 

observed that, in Kit225 cells, preventing phosphorylation of ARHGAP19 at position 422 

either by mutating S422 (Fig. 3A) or by using the ROCK inhibitor (Fig. 3B) correlated with a 

reduced phosphorylation at positions 404 and 476. These experiments have also been 

performed in Jurkat cells (Fig. 3C) and led to similar results with the difference that, as 

described above, inhibition of both AKT and ROCK was required to fully abolish 

phosphorylation of S422 in Jurkat cells. 
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Fig. 3: Phosphorylation of S422 promotes

T404/T476 phosphorylation and mediates
interaction of ARHGAP19 with 14-3-3 proteins.
(A) Phosphorylation of T404 and T476 disappears

when S422 is non phosphorylatable. Kit225 cells

expressing either WT GFP-ARHGAP19 or the S422A

or the T404A/T476A GFP-ARHGAP19 mutants were

synchronized in prometaphase using nocodazole.
GFP-ARHGAP19 was immunoprecipitated with GFP-

Trap® and western blotting was performed using anti-

phospho-422, anti-phospho-404, anti-phospho-476

and anti-ARHGAP19 antibodies. (B) Cell treatment

with the ROCK inhibitor decreases the
phosphorylation levels of the T404 and T476, in

addition to that of S422. WT GFP-ARHGAP19-

expressing Kit225 cells were synchronized by

nocodazole and cultured for 1.5 hours in the absence

or the presence of the ROCK inhibitor (Y39983).
GFP-ARHGAP19 proteins were analysed by western

blotting in total cell lysates, using the indicated

antibodies. (C) In Jurkat cells, phosphorylation levels

of T404/T476 drop when S422 phosphorylation is

decreased in the presence of kinase inhibitors or
when S422 is mutated into a non-phosphorylatable

amino acid (S422A). Jurkat cells expressing WT or

S422A GFP-ARHGAP19 were synchronized in

prometaphase by nocodazole and cultured for 1.5

hours in the absence or the presence of inhibitors of
ROCK (Y39983) or AKT (MK2206).
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S422-phosphorylated ARHGAP19 interacts with 14-3-3 proteins  

Mass spectrometric analysis of ARHGAP19 immune complexes as well as a yeast two-

hybrid screen indicated that ARHGAP19 might interact with 14-3-3 family proteins 

(unpublished results). The 14-3-3 protein family is composed of seven proteins that are 

ubiquitously expressed and bind phosphoserine/phosphothreonine motifs (Aitken 1996). 14-

3-3 proteins (recognized by a pan-14-3-3 antibody in western blots) are readily detectable in 

ARHGAP19 immunoprecipitates from nocodazole-treated Kit225 cells (Fig. 3D, left panel) or 

Jurkat cells (Fig. 3D, right panel). This interaction was abrogated, however, when the 

immunoprecipitates were dephosphorylated in vitro by incubation in the presence of a 

recombinant PP1 phosphatase. We then analyzed which of the ARHGAP19 

phosphoresidues was implicated in this interaction with 14-3-3. 14-3-3 binding was 

detectable in ARHGAP19 mutated on both T404/T476 but disappeared with ARHGAP19 

S422A (Fig. 3E). Similarly, binding of 14-3-3 to wild type ARHGAP19 was detectable in 

asynchronous cells, or in cells treated with the CDK1 inhibitor RO3306 in which S422 is 

phosphorylated but not T404/T476 (not shown). Thus binding of 14-3-3 proteins appeared to 

be mediated by phospho-S422 which indeed lies in a consensus motif for 14-3-3 proteins 

[RS-x-pS/T-x or R-xxx-pS/T-x] (Yaffe, Rittinger et al. 1997, Fernandez-Orth, Ehling et al. 

2017). Furthermore, results shown in Fig. 3F demonstrate that, during mitosis, 14-3-3 

proteins bind to ARHGAP19 as long as S422 is phosphorylated. 



69 
 

 

  

Pan 14-3-3

- P
P

a
s
e

phospho-404

phospho-476

ARHGAP19

phospho-422

GFP-ARHGAP19 WT P
P

a
s
e

-

Pan 14-3-3

phospho-404

ARHGAP19

phospho-422

Kit225 Jurkat
D

W
T

S
4

2
2

A

T
4

0
4

A
 T

4
7

6
A

phospho-404

phospho-476

ARHGAP19

phospho-422

GFP-ARHGAP19

Pan 14-3-3

E

F

Release after nocodazole block:  0     30’   60’   90’  120’ 150’

phospho-404

phospho-476

ARHGAP19

phospho-422

Pan 14-3-3

CyclinB1

GFP-ARHGAP19 WT

IP
W

C
L

Fig. 3 continued: Phosphorylation of S422

promotes T404/T476 phosphorylation and

mediates interaction of ARHGAP19 with 14-

3-3 proteins.

(D) WT ARHGAP19 interacts with 14-3-3

proteins and this interaction is phospho-

dependent. Kit225 cells (left) or Jurkat cells

(right) expressing WT GFP-ARHGAP19 were

synchronized in prometaphase using

nocodazole and GFP-ARHGAP19 proteins

were immunoprecipitated with GFP-Trap®. The

GFP-ARHGAP19 immunoprecipitates were

then treated with recombinant PP1

phosphatase (PPase), or not. Western blotting

was performed using the indicated antibodies.

(E and F) Phosphorylation of S422 mediates

interaction of ARHGAP19 with 14-3-3 proteins.

(E) Kit225 cells expressing either WT, S422A

or T404A/T476A GFP-ARHGAP19 were

synchronized in prometaphase. GFP-

ARHGAP19 proteins were immunoprecipitated

with GFP-Trap®, and western blotting was

performed with the indicated antibodies. (F)

The interaction with 14-3-3 is detectable

during the entire mitosis. Kit225 cells

expressing WT GFP-ARHGAP19 were

synchronized in prometaphase by nocodazole,

washed and released in fresh culture medium

for the indicated times. GFP-ARHGAP19

proteins were immunoprecipitated with GFP-

Trap® and western blots performed with the

indicated antibodies. Western blot analysis of

cyclin B1 was performed on total cell lysates.
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Binding of 14-3-3 proteins protects ARHGAP19 from dephosphorylation of the 

T404 and T476 residues 

As shown in Fig. 3E, mutation of S422 of ARHGAP19 impedes both the ability of ARHGAP19 

to interact with 14-3-3 proteins and the levels of phosphorylation of the T404 and T476 

residues suggesting that both phenomenons are linked. Either of two hypotheses can explain 

the role of 14-3-3 binding in regulating T404/T476 phosphorylations: a) 14-3-3 proteins could 

play the role of an adaptor protein and recruit the CDK1 kinase to phosphorylate ARHGAP19 

or b) 14-3-3 proteins could protect ARHGAP19 from dephosphorylation through steric 

hindrance limiting access of protein phosphatases to the T404/T476 residues. To test these 

hypotheses, nocodazole-arrested Kit225 cells expressing WT ARHGAP19 or the S422A 

mutated form were treated with 100 nM of the S/T phosphatase inhibitor okadaic acid (OA) 

during 2.5 hours. We observed that cell treatment with OA led to only a little increase in 

phosphorylation of WT ARHGAP19 whereas phosphorylation of both threonines was totally 

rescued in ARHGAP19 S422A cells (Fig. 4A). These results suggest that binding of 14-3-3 to 

S422, rather than allowing the recruitment of CDK1, may prevent access of an okadaic acid-

sensitive phosphatase to phospho-T404/476.  

 

 

Phosphorylation of ARHGAP19 prevents its translocation to the cell cortex 

An hypothesis that we first investigated was whether phosphorylation of ARHGAP19 

modified its GAP activity. To assess ARHGAP19 GAP activity we had to immunoprecipitate 

the protein from cell lysates. Indeed, E. Coli-derived recombinant full length ARHGAP19 is 

inactive (either as a GST- or a MBP- fusion protein), even actually after in vitro 

phosphorylation by a mixture of CDK1 and ROCK (not shown). In initial experiments, we 

used cells synchronized with nocodazole or with the CDK1 inhibitor to compare the GAP 

activity of ARHGAP19 when phosphorylated on T404/T476 or not, respectively. Neither the 

level of GAP activity towards RhoA nor ARHGAP19 specificity towards RhoA and not Rac or 
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ARHGAP19
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Pan 14-3-3

Fig. 4: Role of phosphorylations of ARHGAP19 and

14-3-3 binding.
(A) 14-3-3 binding protects ARHGAP19 from

dephosphorylation on T404 and T476. Kit225 cells
expressing either WT or S422A GFP-ARHGAP19 were

synchronized in prometaphase and treated with OA, a

protein phosphatase inhibitor. GFP-ARHGAP19 was

immunoprecipitated using GFP-Trap®, and the samples

were analyzed by western blot using the anti-phospho-
422, anti-phospho-404, anti-phospho-476 anti-ARHGAP19

and anti-pan-14-3-3 antibodies.
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Cdc42 appeared to depend upon its phosphorylation status (Supplemental Fig. S1A). To 

further investigate this point, we compared activity of WT ARHGAP19 and ARHGAP19 that 

had been mutated on all three phosphorylation sites (Supplemental Fig. S1B) and again 

found no evidence that phosphorylation might regulate the GAP activity of ARHGAP19. 

 

We next investigated localization of WT, T404A/T476A, S422A or T404A/S422A/T476A in 

Kit225 cells during mitosis using fluorescence microscopy. Following mitosis entry, WT 

ARHGAP19 was dispersed in the cytoplasm in prophase and metaphase, translocated to the 

cell cortex in early anaphase, and then concentrated at the cortical region of the ingression 

cleavage furrow at later stages and until the end of cell division (David, Petit et al. 2014). A 

striking observation is the modification of the localization of the mutated forms 
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Fig. S1: In vitro GAP Assay
GFP-ARHGAP19 was immunoprecipitated using GFP-Trap® beads from doxycyclin-induced GFP-ARHGAP19-

expressing Kit225 cells treated with RO3306 or nocodazole (A) or the WT and the triple A GFP-ARHGAP19

mutant in nocodazole arrested cells (B). Mock GFP-Trap® immunoprecipitates from cells that do not express

GFP-ARHGAP19 was used to assess intrinsic GTP hydrolysis in the absence of GAP. GAP assay was
performed by measuring inorganic phosphate release from GTP-loaded small GTPases as indicated. Fold

activation represents the ratio of inorganic phosphate (iP) release in the presence of ARHGAP19 over iP release

in its absence. Results are shown as the mean +/- SEM of three independent experiments. Immunoprecipitates

were analyzed by western blotting with the phospho-specific antibodies (right hand side).
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(T404A/T476A, S422A or T404A/S422A/T476A) of ARHGAP19 during early mitosis 

(prophase and metaphase). Indeed, the mutant forms of ARHGAP19 were no longer in the 

cytoplasm but concentrated at the cell cortex (Fig. 4B and 4C), suggesting that all three 

residues contribute to the phenotype. Alternatively, this similarity in the effects of each 

mutation on ARHGAP19 localization may be the result of the above described interplay 

between the phosphorylation status of S422, on one hand, and T404/T476, on the other 

hand.  Thus, phosphorylation of any of these three residues may contribute to sequester 

ARHGAP19 in the cytoplasm and prevent it from translocating prematurely to the cell cortex. 

Moreover, quantitative analyses of fluorescence intensities indicated that the recruitment to 

the cell cortex of the non-phosphorylated mutant forms of ARHGAP19 was also more 

pronounced than that of the wild-type form at later stages of mitosis (Fig. 4C). 

We have previously reported that silencing ARHGAP19, or expressing a R143A GAP 

inactive mutant, induced precocious cleavage furrow ingression that, in some cells, lead to 

failure of cytokinesis and the appearance of binucleated cells (David, Petit et al. 2014). To 

assess whether phosphorylation of ARHGAP19 might have any effect on the outcome of cell 

division, Kit225 cells were induced to express either WT ARHGAP19 or its mutated forms 

and were analyzed 48 hours later for DNA content by FACS analysis. Cells expressing WT 

ARHGAP19 had a normal ploidy (between 2N and 4N). In contrast, cells that expressed any 

of the mutated forms of ARHGAP19 displayed a significant proportion of cells with 8N or 

even 16N DNA (Fig. 4D). These results demonstrate that phosphorylations of ARHGAP19, in 

addition to regulating its subcellular localization, have an impact on cell division. 
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Fig. 4 continued: Role of phosphorylations of ARHGAP19 and 14-3-3 binding.

(B) Localization of ARHGAP19 during mitosis. Kit225 lymphocytes (expressing the WT, S422A, T404A/T476A or

S422A/T404A/T476A forms of ARHGAP19) were fixed using TCA. Cells were labeled for DNA (Hoechst, blue)

and GFP-ARHGAP19 (green) and observed by fluorescence microscopy. Representative pictures are shown.

(C) Quantification of ARHGAP19 translocation to the cell cortex during mitosis for cells expressing WT GFP-

ARHGAP19 or the S422A, T404A/T476A or the triple T404A/S422A/T476A mutant. Since no significant

difference was observed between mutants, results are represented together on the graph under the label

“mutants”. For cells in prophase, fluorescence intensities were measured at random membrane positions. For

cells in metaphase or anaphase, fluorescence intensities were measured at the presumptive cleavage furrow or

cleavage furrow membranes, respectively. Values corresponding to fluorescence intensities in the cytoplasm

were subtracted from that measured at the membrane. Data are expressed as mean+/- SEM of these calculated

values, with n>10 for each mitotic stage of each cell population. (D) DNA content analysis. WT and mutant forms

of GFP-ARHGAP19 were expressed for 48 hours in Kit255 cells. DNA content, assessed through staining with

Hoechst 33342, was analyzed by flow cytometry. n=3 for each conditions.
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Discussion 

In this study, we report that ARHGAP19 is phosphorylated by the Rho kinase ROCK on S422 

and by CDK1 on T404 and T476. ARHGAP19 is localized in the nucleus before mitosis and 

is phosphorylated on S422 by the Rho kinase ROCK. This phosphorylation allows the 

interaction of ARHGAP19 with 14-3-3 proteins. At the beginning of mitosis, nuclear 

membrane breaks down and ARHGAP19 moves to the cytoplasm. The kinase CDK1 is then 

activated and cytoplasmic CDK1 molecules (Takizawa and Morgan 2000) phosphorylate 

ARHGAP19 on the two residues T404/T476. These phosphorylations persist until CDK1 is 

inactivated following degradation of cyclin B. Interestingly, phosphorylations on S422 on one 

hand and on T404/T476 on the other hand appear to influence each other. When 

ARHGAP19 is not phosphorylated on S422 (e.g. in the S422A mutant), the binding with 14-3-

3 proteins is lost and the phosphorylation of T404 and T476 is decreased. Indeed, our results 

indicate that the interaction with 14-3-3 proteins protects ARHGAP19 from dephosphorylation 

by phosphatases, as previously reported for other phosphatase substrates (Gohla and 

Bokoch 2002, Hausser, Link et al. 2006). Dependency of the S422 phosphorylation on the 

status of T404/T476, as observed in RO3306-treated cells or in the T404A/T476A mutant 

ARHGAP19, is not clearly understood. So far, none of our attempts at investigating the 

underlying mechanism provided with any hints to explain it. One hypothesis could be that, 

S422 lying in between T404 and T476, the proximity of these three sites, may interfere with 

their respective phosphorylation. 

In early mitosis, mutant ARHGAP19 where S422, T404/T476 or all three residues have been 

replaced by non phosphorylatable Alanine, ARHGAP19 localizes at the membrane and no 

longer in the cytoplasm. Thus, the phosphorylation of these residues prevents ARHGAP19 

from interacting with the membrane, possibly due to an increase in the negative charges of 

the protein or through interaction with 14-3-3.  

The precise localization of ARHGAP19 during mitosis progression appears to be crucial for 

cell division. Indeed, when some of these residues are not phosphorylated, multinucleated 

cells could be observed by microscopy (not shown) or through FACS analyses of their DNA 

content. It has been clearly established that interfering with RhoA activity during mitosis 

prevents contraction of the actomyosin ring and leads to failure of cytokinesis and 

multinucleation in various cell types (Yoshizaki, Ohba et al. 2004, Kamijo, Ohara et al. 2006). 

It is therefore likely that the premature membrane localization of non phosphorylatable 

ARHGAP19 impedes local RhoA activation and in turns alters and/or delays cortical 

contractility that is required for cell shape changes in early mitosis. Indeed most cells that 

express ARHGAP19 mutated on these residues do not elongate, a phenomenon that could 
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be directly responsible for delaying chromosome separation and for the subsequent failure of 

cell division. Moreover, in subsequent steps of mitosis, increased enrichment to the cell 

equatorial cortex of the mutated forms of ARHGAP19, as compared to the wild-type form, 

likely leads to defects in the RhoA-dependent contraction of the cleavage furrow without 

which cytokinesis cannot occur. 

In summary, our data add ARHGAP19 to the list of mitosis related proteins that are 

substrates of CDK1 and provide evidence for a new regulatory pathway whereby RhoA-

activated ROCK phosphorylates ARHGAP19 on S422 to recruit 14-3-3 proteins which, in 

turn, help maintaining phosphorylation of residues T404/T476 by CDK1 and impede the 

ability of ARHGAP19 from translocating prematurely to the cell cortex during mitosis (Fig. 5). 
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Fig. 5: Regulatory pathway whereby RhoA-activated ROCK phosphorylates ARHGAP19 on

Ser422 (1) to recruit 14-3-3 proteins (2) which, in turn, help maintain the CDK1-mediated

phosphorylation of the T404/476 residues (3) by blocking access of a phosphatase (4) and limits

the ability of ARHGAP19 to translocate to the cell cortex during mitosis.
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Materials and methods 

Cell culture and transfection 

Interleukin-2 (IL-2)-dependent human Kit225 lymphocytes and human leukemia Jurkat T 

cells (ACC 282) were grown and transfected as previously described (David, Petit et al. 

2014). Stable transfectants were selected in the presence of 2 µg/ml puromycin (for GFP-

ARHGAP19 plasmids) or 3.5 µg/ml geneticin (for the Cherry-ROCK2Δ plasmid). To 

synchronize cells in the G1 phase, lymphocytes were cultured in the absence of IL-2 for 48 

hours. Cell cycle progression was then resumed by addition of IL-2 for 16 or 24 hours, at 

which time points most cells have reached the S and G2 phases, respectively. To enrich the 

population in prometaphase-blocked cells, 40 ng/ml nocodazole (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) was added for 16 hours (starting 24 hours after IL-2 addition). Where indicated, 

cells were treated for 20 hours with 9 µM RO3306 (Calbiochem, CA, USA) to synchronize 

them at the end of the G2 phase. Cells were then washed thoroughly and placed in IL-2-

containing culture medium to allow progression through mitosis. To inhibit ROCK, cells were 

treated for 1.5 hours with 20 µM Y39983 (Selleckchem, MD, USA) or 10 µM H1152 (Tocris 

Bioscience, Bio-techne Europe). AKT kinase inhibition was achieved with 1 µM MK2206 

(Selleckchem, MD, USA). Cell treatment with 100 nM Okadaic Acid (#459618, Calbiochem) 

for 2.5 hours was used to inhibit S/T phosphatases. 

Plasmids 

To generate the mutated forms of ARHGAP19 described in this study, the plasmid encoding 

inducible GFP-ARHGAP19 (David, Petit et al. 2014) was used as a template for site-directed 

mutagenesis (QuikChange II XL Site–Directed Mutagenesis Kit from Stratagene (La Jolla, 

CA, USA)) together with appropriate primers bearing Thr to Ala or Ser to Ala codon changes. 

To generate the plasmid allowing inducible Cherry-ROCK2Δ, the ROCK2Δ DNA sequence 

(Sebbagh, Hamelin et al. 2005) was inserted in frame in the pmCherry-C1 plasmid 

(Clonetech). The CMV promoter was then replaced by an AseI-SacI sequence containing the 

6 tetracyclin responsive elements and the minimal CMV promoter from pTRIPZ (Open 

Biosystem).   

In vitro assays 

For kinase assays, 2 μg of GST-ARHGAP19 recombinant proteins (David, Petit et al. 2014) 

were affinity-purified on glutathione-sepharose beads (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 

and incubated with 0.16 Unit active Cdk1/CyclinB (Millipore, Billerica, MA, USA) in 40 μL 

kinase buffer (20 mM MOPS pH 7.2, 20 mM β-glycerophosphate, 0.1 mM Na3VO4, 20 mM 
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MgCl2, 2 mM DTT, 50 μM ATP) for 30 min at 30°C. After poly-acrylamide gel electrophoresis 

and protein transfer onto PVDF membranes, presence of phosphorylated proteins was 

assessed using the indicated anti-phospho antibodies.  

Dephosphorylation was performed for 30 min at 30°C with 12 units of recombinant PP1 

phosphatase (P0754S, NEB). 

In vitro GAP Assay: Doxycyclin-treated GFP-ARHGAP19 Kit225 cells (expressing either the 

wild-type or the T404A/S422A/T476A mutant) were synchronized in G2 or prometaphase 

using RO3306 (9 µg/ml) or nocodazole (40 ng/ml) for 20 hours and 16 hours, 

respectively. GFP-ARHGAP19 was then immunoprecipitated using GFP-Trap® beads 

(Chromotek GMBH, Planegg-Martinsried, Germany) and incubated in the presence of 

recombinant GTPases (His-tagged RhoA, Rac1, or Cdc42) and GTP, in an optimized buffer 

provided by Cytoskeleton (Denver, CO). The inorganic phosphate release resulting from the 

GTPase-dependent hydrolysis of GTP is then measured through a colorimetric assay, 

according to the manufacturer’s instructions. Mock GFP-Trap® immunoprecipitates from cells 

that do not express GFP-ARHGAP19, which were processed in parallel, were used to assess 

intrinsic GTP hydrolysis in the absence of GAP. Data are expressed as a ratio of the 

inorganic phosphate released in ARHGAP19-containing samples over that released in mock 

GFP-Trap® immunoprecipitates-containing controls.  

Antibodies 

Rabbit SY1985 anti-ARHGAP19 antibody was home-made. Rabbit anti-phospho-S422, 

rabbit anti-phospho-T404 and rabbit anti-phospho-T476 antibodies were produced and 

purified by ProteoGenix (Schiltigheim, France), using phosphorylated peptides as 

immunogens. Rabbit anti-Cyclin B1 (sc-752), mouse anti-pan 14-3-3 (sc-1657), goat anti-

ROCK2 (sc-1851) and mouse anti-HSC70 (sc-7298) were from Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA). Rabbit anti-mCherry (ab183628) and mouse anti-mCherry 

(ab125096) were from Abcam (Cambridge, UK). Rabbit anti-AKT (9272), rabbit anti-

phospho-Thr18/Ser19-MLC2 (3674), mouse anti-phospho-Thr/Pro (9391) were from Cell 

Signaling Technology (Ipswich, MA, USA). Goat anti-GST was from Pharmacia Biotech 

(Uppsala, Sweden). Rabbit anti-phospho-Ser473-AKT (05-1003) was from Merck Millipore. 

Rabbit anti-phospho-Ser1366-ROCK2 (GTX-122651) was from GeneTex (Irvine, CA, USA). 

HRP-conjugated anti-mouse, anti-rabbit and anti-goat secondary antibodies were purchased 

from GE Healthcare (Uppsala, Sweden), Cell Signaling Technology (Ipswich, MA, USA) and 

Dako (A/S, Denmark), respectively. The secondary antibody used for microscopy, 

conjugated to Alexa 488 was from Molecular Probes (Eugene, OR, USA).  
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Immunoprecipitations and western blots 

For immunoprecipitation of GFP-ARHGAP19, GFP-trap_A (Chromotek) and 1 mg of whole 

cell lysates (performed as in (David, Petit et al. 2014)) were used. Poly-acrylamide gel 

electrophoresis, transfer onto PVDF membranes (GE Healthcare) and western blots were 

performed according to standard procedures. All western blots shown are representative of 

at least 3 independent experiments.  

Microscopy on fixed cells 

Lymphocytes were fixed (in suspension) for 10 min using a solution of 10 % trichloroacetic 

acid in water at 4°C and then processed as described in (David, Petit et al. 2014). Images of 

optical sections were acquired using a Zeiss AxioImager Z1 fluorescence upright microscope 

(Zeiss, Jena, Germany) equipped with motorized Z drive, apotome and 63 X/1.40 oil M27 

objective. and the AxioVision Zeiss software. The illumination settings and acquisition 

parameters used (including the linear mode) were kept constant to allow faithful comparisons 

of the fluorescence intensities between cells. Images processing (cropping) and 

quantifications were performed using the ImageJ software. Fluorescence data were analyzed 

using the Prism software and statistical significance was calculated with Student’s t test: 

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001. Contrast settings of the representative images shown in figure 

4B were min/max adjusted (linear processing) for a better display. 

Flow Cytometry 

For multinucleation assays, GFP-ARHGAP19 expression was induced by 1 µg/ml doxycyclin 

for 48 hours. 1 hour before analysis with the cytometer BD LSRFortessa™, cells were 

labeled at 37°C with 10 µg/ml of Hoechst 33342 (B2261, Sigma). Fluorescence data from 

three independent experiments were analyzed using the Prism program and statistical 

significance was calculated with Student’s t test: *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001. 
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Partie II – Etude du rôle d’ARHGAP19 dans l’hématopoïèse murine 

1) Introduction 

Arhgap19 étant un gène exprimé majoritairement dans le système hématopoïétique, nous 

avons décidé d’étudier le rôle de la protéine ARHGAP19 dans ce système. La déplétion du 

gène arhgap19 par un sh-ARN dans des lignées lymphocytaires T humaines conduit à des 

défauts majeurs dans la ségrégation des chromosomes et dans la division cellulaire (David, 

Petit et al. 2014). La stratégie d’invalidation génique dans des souris nous a donc paru la 

meilleure solution pour étudier le rôle d’ARHGAP19. Des souris knock-out (KO) pour 

arhgap19 ont tout d’abord été générées de manière constitutive à l’aide du promoteur pgk.  

Les souris homozygotes KO sont viables et ne présentent aucun défaut majeur du 

développement. Nous avons laissé vieillir les souris afin de mettre en évidence l’apparition 

d’une éventuelle leucémie, conséquence des défauts de ségrégation des chromosomes. Les 

résultats des analyses phénotypiques ont été trop hétérogènes pour conclure et aucune 

hémopathie n’a été détectée (résultats non présentés ici). Nous avons alors décidé 

d’analyser plus précisément le rôle d’ARHGAP19 dans un système murin plus ciblé où 

arhgap19 est invalidé seulement dans le système hématopoïétique. Les résultats obtenus 

suggèrent qu’ARHGAP19 a un rôle transitoire aux âges de 4 et 6 mois des souris. 

ARHGAP19 a un effet sur la différenciation des cellules progénitrices qui touche l’ensemble 

des différentes populations hématopoïétiques. En revanche, la variabilité interindividuelle 

détectée ne nous permet pas, avec ce modèle, de mettre en évidence un rôle précis 

d’ARHGAP19. 

2) Matériels et méthodes 

a) Les lignées murines 

Un allèle arhgap19 recombiné (Figure 23) a été créé et transfecté dans des cellules souches 

embryonnaires murines de fond génétique SV129. Cet allèle recombiné est composé d’une 

partie du gène exprimant le domaine GAP de la protéine, floxée et d’une cassette de gène 

de résistance à l’hygromycine entourée des sites de recombinaison FRT. Les cellules 

souches ayant bien intégré l’allèle recombiné sont ensuite sélectionnées grâce à leur 

résistance à l’hygromycine. Enfin, par action de la recombinase FT, la cassette de résistance 

est éliminée. Les cellules souches retenues sont ensuite réimplantées chez des femelles 

C57Bl/6 donnant naissance à des bébés hétérozygotes ARHGAP19 WT/Lox. Par croisement 
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entre deux souris ARHGAP19 WT/Lox, nous obtenons des souris homozygotes ARHGAP19 

Lox/Lox. Dans un premier temps les souris homozygotes floxées ont été croisées avec des 

souris transgéniques PGK-Cre afin d’exciser le domaine GAP floxé de manière ubiquitaire et 

obtenir des souris ARHGAP19 KO/KO. En parallèle, les souris hétérozygotes ayant un fond 

génétique mixte (SV129 et C57Bl/6) ont subi des croisements assistés par l’analyse des 

microsatellites pour générer une colonie de souris Arhgap19 floxées à fond génétique pur 

(C57Bl6/N). Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris transgéniques exprimant la 

Cre recombinase, sous le contrôle du promoteur hématopoïétique spécifique VAV1 exprimé 

dans le foie fœtal, permettant d’obtenir par la suite des souris homozygotes Arhgap19 

flox/flox+VAV-CRE viables.  

Figure 23: Structure du gène arhgap19 recombiné.  

Les petits obtenus à partir des divers croisements ont été génotypés à 3 semaines par PCR 

sur l’ADN extrait d’un morceau de queue puis sevrés à 4 semaines et génotypés une 

deuxième fois par PCR sur l’ADN extrait du sang. Les analyses décrites ci-après concernent 

celles faites sur les souris obtenues après croisements avec les souris transgéniques VAV-

Cre. 

b) Extraction d’ADN génomique à partir de morceaux de queue et de 

sang 

 Les globules rouges du sang prélevé sont lysés par l’ajout de chlorure d’ammonium 0.8% 

(StemCell Technologies) (environ 10 fois le volume de sang prélevé) et incubés pendant 5 

minutes à température ambiante ou à 4°C. Les culots cellulaires sont resuspendus 3 fois 

dans 1ml de PBS après 5 minutes de centrifugation à 1200 rpm. Les culots (ou les queues 

de souris) sont ensuite lysés (tampon composé de 100mM de Tris-HCl pH 8, 5mM d’EDTA, 

200mM de NaCl, 0.2% de SDS et 10µg/ml de PK si c’est des queues) toute la nuit dans un 
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bain-marie à 56°C. L’ajout d’isopropanol précipite l’ADNg présent qui sera ensuite centrifugé 

à 14000rpm puis lavé avec 70% d’éthanol et séché avant d’être resuspendu dans de l’eau. 

c) PCR de génotypage 

Les PCR faites sur les queues de souris permettent de vérifier la présence des allèles 

arhgap19 WT et floxés ainsi que la Cre. Pour cela, les primers 2for, 3rev, VavCrefor et 

VavCre433rev ont été utilisés à une concentration finale de 0.5µM. 

2for: 5’-gctgtgaattcacatggatgtg-3’ 

3rev: 5’-agctggaaaggacatggacc-3’ 

VavCrefor: 5’-ctgaccgtacaccaaaatttgcctg-3’ 

VavCre433rev: 5’-gaaatcagtgcgttcgaacgctag-3’ 

La Taq Phire hot start II a été utilisée avec une concentration finale de 1.5mM de MgCl2 et 

125µM de dNTPs.  

Les PCR réalisées à partir du sang de souris précédemment détectées comme étant Cre+, 

permettent de mettre en évidence les allèles WT et KO pour le gène arhgap19 grâce à 

l’utilisation des primers 2for, 4rev et 1for à 0.5µM final. 

2for: 5’-gctgtgaattcacatggatgtg-3’ 

4rev: 5’-caacgatgagaaaataagcaccag-3’ 

1for: 5’-caggcaccacaaattttcatag-3’ 

La Taq polymérase (Invitrogen) à 0.5U a été utilisée avec une concentration finale de 2.5mM 

de MgCl2 et 125µM de dNTPs.  

Le programme de PCR utilisé est le même pour les deux types de PCR (celle réalisée sur 

les queues de souris et celle sur le sang) : 94°C (5min) ; [94°C (30sec), 60°C (30sec), 72°C 

(30sec)] * 35 ; 72°C (5min). 

Les bandes détectées pour la première PCR sur les queues sont : 433 pb pour la Cre, 306 

pb pour les allèles floxés et 204 pour les allèles wt d’arhgap19. 

Les bandes détectées pour la deuxième PCR sur les sangs sont : 239 pb pour les allèles wt 

et 207 pb pour les allèles excisés (ko) d’arhgap19.  
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d) PCR quantitative 

À partir des cellules de moelle osseuse de souris homozygotes WT/WT et KO/KO, les ARNs 

ont été extraits suivant le protocole du kit d’extraction RNeasy Mini Kit de Qiagen puis dosés 

au nanodrop. Ils ont ensuite été rétrotranscrits en ADNc en utilisant la Superscript II 

d’Invitrogen et des hexamères. Les PCRs quantitatives ont été réalisées sur une machine de 

type 7500 Fast Real-time (Applied Biosystem) en utilisant le mix Power SYBR Green PCR 

Master Mix (Thermo Fisher) et les primers suivants : gapdh, arhgap19 (MP212767) et 

arhgap11a (MP212762) (Origene). L’expression des échantillons a été normalisée par 

rapport au gène de ménage gapdh. 

e) Expérimentation animale 

Tous les deux mois, la numération sanguine des animaux est contrôlée et analysée grâce au 

numérateur sanguin MS9. Pour l’analyse des cellules matures et progénitrices, le thymus, la 

rate et les os (fémurs, tibia et hanches) sont prélevés lors des sacrifices des animaux. La 

moelle des os est récupérée par « flushage » dans du PBS-2%SVF et filtration. Les cellules 

de la rate et du thymus sont récupérées après broyage des organes et filtration. Les globules 

rouges présents sont ensuite lysés par 9/10ème de chlorure d’ammonium 0.8% (StemCell 

Technologies). Les cellules sont lavées avec du PBS-2%SVF et filtrées. Un comptage à la 

cellule de Mallassez est effectué pour estimer le nombre de cellules dans chaque tissu. Les 

cellules sont ensuite marquées à l’aide d’anticorps couplés à des fluorochromes provenant 

de BD Biosciences, Life Tech et Emfret : CD42b/PE, Ter119/PE Cyanine 7 (PECy7), 

CD41/APC, Gr1/PerCPCy5.5, Kit/APCCy7, CD71/FITC, Mac-1/BV510, CD8a/PE, 

CD19/PECy7 ou BV510, B220/APC ou FITC, CD4/APCCy7, CD43/PE, CD25/PECy7, 

IgD/APC, IgM/PerCPCy5.5, CD44/APC. Le marqueur de viabilité Sytox en Pacifique Blue 

(PB) a été utilisé. Une fois marquées, les cellules sont analysées par cytométrie en flux au 

FACS Canto II. 

Pour étudier les progéniteurs lignage négatif, un kit de déplétion physique est utilisé (Mouse 

Hematopoietic Progenitor Stem Cell Enrichment Set, BD Biosciences). Pour cela, un 

mélange d’anticorps monoclonaux biotinylés (3µl pour 106 cellules) comprenant des 

anticorps monoclonaux anti-CD3, anti-B220, anti-CD11b, anti-Gr1, anti-Ter119, marque les 

cellules matures (pendant 30min). Ensuite, la streptavidine couplées à des billes 

magnétiques (5µl pour 106 cellules) reconnait les anticorps biotinylés et cela permet, après 

action d’un aimant, d’enlever les cellules matures Lin+. Les cellules souches et progénitrices 

récupérées sont marquées à l’aide des anticorps : CD150/PE, Sca-1/PECy7, CD41/APC, 
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Kit/APCCy7, CD16/32/PerCPCy5.5, CD34/FITC et Strepta/PB puis analysées au FACS 

Canto II. 

f) Analyses de la ploïdie des mégacaryocytes 

La ploïdie des mégacaryocytes peut être analysée sur cellules directement issues de la 

souris ou sur cellules mises en culture liquide.  

Pour l’analyse in vivo, un fémur est récupéré et « flushé » dans du tampon CATCH (PBS 1X 

EDTA 10%, Albumine 10%, Hepès 25mM) à 4°C. Le culot cellulaire est marqué au 

CD41/APC pendant 30min. Puis, après lavage, le culot est incubé toute la nuit (ou 4h au 

minimum) dans une solution de 0.1% de citrate de sodium et 50µg/ml d’iodure de propidium 

(Invitrogen). Les cellules sont ensuite traitées à la RNAse (50µg/ml) puis analysées au FACS 

Canto I. 

Pour l’analyse sur cellules en culture, 4*106 de cellules de moelle sont placées en culture 

pendant 5 jours dans du milieu RPMI-10%SVF avec de la glutamine, des antibiotiques 

(pénicilline et streptomycine), 50ng/ml de TPO et 10ng/ml de SCF. À l’issue des 5j, les 

cellules sont récupérées et marquées au CD41/APC pendant 30min à 4°C. Après rinçage, 

les cellules sont incubées 30min dans une solution de 0.1% de citrate de sodium, 50µg/ml 

d’iodure de propidium et 50µg/ml de RNAse puis analysées directement au FACS. 

g) Cultures in vitro 

Pour analyser la clonogénicité des progéniteurs Lin- et des progéniteurs lymphoïdes B des 

cultures semi-liquides en méthylcellulose ont été réalisées, respectivement en 

méthylcellulose M3434 (supplémentée de mTPO et contenant les cytokines 

IL6/IL3/SCF/EPO) et M3630 (contenant de l’IL7) (StemCell Technologies). Pour cela, 5000 

cellules Lin- sont mélangées à la M3434 avec 10ng/ml de TPO et étalées dans des boîtes de 

culture de 35mm. Concernant les méthylcelluloses M3630, 0.3*106 de cellules de moelle 

totale sont mixées à celles-ci puis étalées. Les colonies obtenues au bout de 7 jours sont 

comptées au microscope puis repiquées.  

h) Analyses de la cytométrie et des statistiques 

Les résultats obtenus au FACS ont été analysés grâce au logiciel FlowJo. Les graphiques et 

les tests statistiques (t test de Student) ont été faits à l’aide du logiciel GraphPad et la 

significativité des différences est définie par la p-value (*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001).  
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3) Résultats  

Seuls les résultats obtenus à partir des souris issues des croisements entre les souris 

transgéniques Vav-Cre et les souris arhgap19 floxées sont présentés ci-après. 

a) Vérification de l’excision 

Afin d’étudier les souris ARHGAP19 KO et WT dans le système hématopoïétique, j’ai 

vérifié la conformité des génotypes attendus par PCR sur l’ADN du sang des souris après 

sélection des souris homozygotes Cre+ WT (arhgap19 +/+) ou Cre+ Lox (arhgap19 fl/fl) à 

partir de l’ADN extrait des queues de souris (Figure 24). Une vérification a également été 

faite une fois sur de l’ADN extrait des cellules de moelle osseuse des différentes souris. 

Figure 24: Gel d'agarose de résultats de génotypage des souris et oligonucléotides utilisés pour les PCR. 
Une première PCR est réalisée sur l’ensemble de l’ADN extrait des queues de souris générées pour ne garder 
que les souris qui expriment la Cre recombinase avec les oligonucléotides 2for/3rev et vavcrefor/vavcre433rev. 
La présence d’arhgap19 wt ou floxé est vérifié et nous donne un premier génotypage. Ensuite, une deuxième 
PCR est réalisée à partir de l’ADN extrait du sang des souris Cre

+ 
pour vérifier l’excision du gène arhgap19 dans 
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le système hématopoïétique (ici le sang) et confirmer le génotypage obtenu, WT ou KO pour arhgap19, en 
utilisant les trois oligonucléotides 1for/2for/4rev.  

 Par la suite, j’ai analysé le niveau d’expression d’arhgap19 dans les souris 

homozygotes WT et KO à partir d’ARN extrait de leur moelle osseuse par PCR quantitative  

(Figure 25). Pour cela deux PCR quantitatives ont été réalisées avec une souris WT et trois 

souris KO en triplicata. L’expression d’arhgap19 a été normalisée par rapport à l’expression 

du gène de ménage gapdh. Nous pouvons remarquer que l’expression d’arhgap19 dans les 

souris KO est très fortement diminuée, mais il reste 20% d’expression résiduelle. 

L’invalidation de ce gène est globalement validée. L’expression restante détectée peut 

provenir d’une sous-population non délétée ou d’ARN tronqué instable (l’absence de la 

séquence oligonucléotidique commerciale utilisée nous empêche de conclure). Il aurait été 

intéressant de vérifier la délétion du gène dans chaque sous-population hématopoïétique. 

Figure 25: Expression du gène arhgap19 dans les souris à analyser. L’ARN des cellules de moelle d’une 
souris WT et de trois souris KO a été extrait et analysé par deux qPCR en triplicata. 

b) Analyse phénotypique globale 

Depuis l’âge de 1 mois jusqu’à 10 mois le sang des souris ARHGAP19 WT et KO a été 

prélevé et les cellules ont été analysées quantitativement. On observe que le nombre de 

globules blancs est significativement diminué ce qui semble dû à une diminution du nombre 

de lymphocytes. En revanche, cette diminution reste peu importante. De plus, on remarque 

que la quantité de globules rouges n’est pas modifiée. Enfin, les souris ARHGAP19 KO 

présentent à partir de l’âge de 6 mois une thrombocytose accompagnée d’une augmentation 

du volume plaquettaire moyen (Figure 26). 
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Figure 26: Analyse et comparaison de la numération et de la formule sanguine des souris arhgap19
-/-

 par 
rapport aux souris arhgap19

+/+
. Pour 162 souris KO par rapport à 129 souris WT de 1 à 10 mois, les globules 

blancs sont diminués à cause d’une diminution des lymphocytes, les globules rouges ne sont pas atteins. À partir 
de 6 mois, le nombre de plaquettes des souris KO (35 souris) est augmenté, mais leur volume moyen est 
diminué.   

La survie des animaux KO est intacte, aucune dysplasie n’a été mise en évidence ainsi 

qu’aucune leucémie. Des analyses plus précises sont nécessaires afin de révéler le rôle 

d’ARHGAP19. 

Après extraction des cellules de la moelle osseuse et de la rate, j’ai observé une différence 

du nombre de ces cellules entre les souris exprimant arhgap19 et les souris où l’expression 

de ce gène est réprimée dans le système hématopoïétique. En effet, sans distinction de l’âge 

des souris, nous pouvons remarquer une hypercellularité médullaire significative et une 

hypocellularité splénique non significative des souris KO par rapport aux souris WT (Figure 

27). Étant donné cette différence, l’ensemble des résultats seront par la suite présentés en 

nombre absolu de cellules et non en pourcentage. 
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Figure 27: Nombre absolu de cellules dans la moelle osseuse et dans la rate des souris WT et KO. Analyse 
sur des souris de 2 à 8 mois. Pour la moelle n=24 pour les souris WT et KO. Pour la rate n=23 pour les souris WT 
et n=28 pour les souris KO. 

Pour chaque groupe de souris WT et KO (au minimum 5 souris par groupe) de 2, 4, 6, 8 et 

10 mois, j’ai réalisé une analyse globale des cellules matures dans la moelle osseuse (MO) 

et dans la rate : les lymphocytes T exprimant le CD8 ou CD4, les lymphocytes B 

B220+CD19+, les myélocytes Mac-1+Gr1+, les mégacaryocytes CD41+CD42+ et les 

érythrocytes Kit-Ter119+. On observe une tendance à une augmentation des cellules matures 

dans la moelle osseuse, mais non significative sauf pour les souris KO âgées de 6 mois qui 

présentent un nombre significativement augmenté de LB (Figure 28). En revanche, dans la 

rate, le nombre de l’ensemble des populations matures est significativement diminué dans 

les souris KO âgées de 6 mois (Figure 29 et Figure 30). Mais cette diminution drastique est 

compensée après 6 mois. 

 

 

 

 



90 
 

Figure 28: Nombre absolu de cellules matures dans la moelle osseuse des souris WT et KO. 
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Figure 29: Nombre absolu de lymphocytes matures dans la rate des souris WT et KO en fonction de l'âge. 
Pour l’étude à 2 mois, n=7WT/7KO ; à 4 mois n= 3WT/6KO ; à 6 mois n=6WT/6KO ; à 8 et 10 mois n=5WT/5KO. 

 

Figure 30: Nombre absolu de myélocytes, mégacaryocytes (MKs) et érythrocytes dans la rate des souris 
WT et KO en fonction de l'âge. Pour l’étude à 2 mois, n=7WT/7KO ; à 4 mois n= 3WT/6KO ; à 6 mois 
n=6WT/6KO ; à 8 mois n=5WT/5KO. 
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Pour comprendre le rôle d’ARHGAP19 et découvrir les phénomènes à l’origine des résultats 

observés, j’ai réalisé des analyses plus précises en étudiant les cellules souches et 

progéniteurs hématopoïétiques dans la moelle osseuse, la différenciation lymphocytaire T 

dans le thymus, B dans la moelle osseuse, l’érythropoïèse et la mégacaryopoïèse. 

c) Analyse des progéniteurs 

J’ai analysé en cytométrie en flux la proportion des progéniteurs hématopoïétiques grâce aux 

marqueurs d’immaturité Kit et Sca-1 à partir des cellules n’exprimant pas les marqueurs de 

surface de maturité (lignage négatif). Les progéniteurs sont eux-mêmes divisés en 

progéniteurs GMP, CMP et MEP à l’aide des marqueurs de surface CD16/32 et CD34. Les 

progéniteurs mégacaryocytaires (MkPs) sont distingués à l’aide de l’expression du CD150 et 

CD41 (Figure 31). 

Figure 31 : Analyse représentative de la différenciation des HSCs dans la moelle osseuse obtenue par 
cytométrie en flux. 

Nous avons remarqué que le nombre absolu de progéniteurs (lignage négatif) est augmenté 

dans les souris KO de 4 mois par rapport aux souris WT, mais non significativement. Cette 

différence est par la suite compensée et disparaît lorsque les souris ont 8 mois. (Figure 32) 
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Figure 32 : Nombre absolu de progéniteurs lignage négatif dans la moelle osseuse des souris WT et KO 
de 4 à 8 mois. Pour l’étude à 4 mois n= 4WT/6KO ; à 6 mois n=6WT/6KO ; à 8 mois n=6WT/4KO. 

L’étude des progéniteurs a été poursuivie et nous observons que l’origine de l’augmentation 

de cellules immatures des souris KO de 4 mois est due à une augmentation globale de tous 

les progéniteurs : les LSK (GMP et CMP) et les LK sont en quantité plus importante chez les 

souris KO. Les progéniteurs mégacaryocytaires sont eux aussi plus présents (Figure 33). 

Cette différence observée devient non significative lorsque les souris ont 6 mois et s’égalise 

à 8 mois. 

Figure 33 : Nombre absolu des différents progéniteurs présents dans la moelle osseuse chez des souris 
WT et KO de 4 mois. n=4WT/6KO. 
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Les études réalisées sur la clonogénicité des progéniteurs ne m’ont pas permis de conclure 

à cause d’une grande hétérogénéité entre les souris. En effet, des cellules issues des 

colonies provenant d’une souris KO se sont différenciées majoritairement en érythroblastes 

au détriment des myélocytes. Alors que les cellules issues des colonies provenant d’une 

autre souris KO se sont différenciées dans des proportions équivalentes à celles des souris 

WT, mais leur capacité d’autorenouvellement était plus longue.  

Ces résultats laissent suggérer l’implication d’ARHGAP19 dans la différenciation 

hématopoïétique c’est pourquoi j’ai étudié en détail l’impact de l’absence d’ARHGAP19 dans 

les différents lignages. 

d) Analyse de la lymphopoïèse 

Pour analyser et différencier les différentes populations lymphocytaires B, j’ai tout d’abord 

utilisé le marqueur d’immaturité CD43 et le marqueur spécifique des LB, le B220. Les 

progéniteurs lymphocytaires B expriment à la fois le CD43 et le B220. Les PreProB 

(CD43+B220+) n’expriment pas le CD19 contrairement aux ProB permettant alors de les 

distinguer (Figure 34). Ensuite, pour les populations plus matures, il suffit de sélectionner les 

populations B220+CD19+ puis CD25+ pour isoler les PreB ou IgM+ pour isoler les LB les plus 

matures. En fonction de l’expression du B220, les populations IgM+ peuvent être séparées 

en deux : les immatures n’exprimant pas les IgD (B220med) et les matures (B220high) qui 

expriment l’IgD (Figure 34). 
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Figure 34: Analyse représentative de la différenciation des lymphocytes B dans la moelle osseuse 
obtenue par cytométrie en flux. 

Les résultats obtenus pour les souris analysées de 4 et 6 mois présentent une augmentation 

du nombre absolu de l’ensemble des populations lymphocytaires B pour les souris KO par 

rapport aux souris contrôles, avec beaucoup d’hétérogénéité à 4 mois qui s’estompe à l’âge 

de 6 mois, mais qui reste non significative. 

Les analyses faites en méthylcellulose sur la capacité de différenciation des progéniteurs 

vers le lignage lymphocytaire B suggèrent qu’ARHGAP19 limite la prolifération vers ce 

lignage. En effet, les progéniteurs des souris KO pour arhgap19 présentent une 

clonogénicité plus importante et une capacité d’autorenouvellement plus longue. Mais les 

résultats sont très hétérogènes d’une souris KO à l’autre.  

L’étude de la différenciation des lymphocytes T a été faite sur des souris de 4 et 6 mois, 

dans le thymus. Pour cela, les populations sont différenciées en fonction de leur expression 

du CD8 et CD4. Les populations négatives sont les populations DN, celles qui expriment le 

CD4 et le CD8 sont les DP et on retrouve les populations SP CD8+ et SP CD4+ (Figure 35). 

Les populations DN sont ensuite séparées grâce aux marqueurs de surface CD44 et CD25. 

Les populations qui expriment le CD44, mais pas le CD25 sont les DN1. Celles qui 

expriment le CD25 sont les DN2 et DN3 et celles qui n’expriment aucun des deux marqueurs 

sont les DN4 (Figure 35). 
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Figure 35: Analyse représentative de la différenciation des lymphocytes T dans le thymus obtenue par 
cytométrie en flux. 

Seulement à l’âge de 6mois, des différences sont observées. En effet, une augmentation 

significative de la fréquence des DN2-3 (non significative en nombre absolu) est observée 

chez les souris KO par rapport aux souris WT. Cette augmentation est suivie d’une 

diminution significative de la fréquence des DN4 dans les souris KO suggérant un blocage 

de la différenciation à la transition entre les populations doubles négatives 3 et 4. Une 

compensation a ensuite lieu rétablissant une part égale des DP et des SP entre les souris 

WT et KO (Figure 36). 

Figure 36: Fréquence des populations lymphocytaires T dans le thymus à 6 mois chez les souris WT et 
KO. n=2WT/4KO. 

e) Analyse de l’érythropoïèse 

Les différentes populations qui entrent en jeu dans l’érythropoïèse peuvent être singularisées 

grâce aux marqueurs de surface CD71 et Ter119. Les populations n’exprimant pas le Ter119 

et peu le CD71 sont les BFU-E. Ensuite apparaissent les CFU-E qui expriment le CD71 de 
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façon intermédiaire et n’expriment toujours pas le Ter119. Les Pro-erythroblastes (ProEB) 

sont Ter119med et CD71high. Les populations suivantes expriment fortement le Ter119 et le 

CD71 de manière élevée (pour les érythroblastes basophiles), intermédiaire (pour les 

érythroblastes basophiles tardifs et les polychromatiques) ou faible (pour les érythroblastes 

orthochromatiques et les réticulocytes) (Figure 37). 

Figure 37: Analyse représentative de la différenciation des érythrocytes dans la moelle osseuse,  obtenue 
par cytométrie en flux. 1=BFU-E, 2=CFU-E, 3=ProEB, 4=EB basophiles, 5=EB basophiles tardifs et 
polychromatiques, 6=EB orthochromatiques et réticulocytes. 

L’analyse des populations issues de la différenciation érythrocytaire révèle une augmentation 

du nombre absolu d’érythroblastes basophiles dans la moelle osseuse des souris KO à l’âge 

de 6 mois, par rapport aux souris contrôles (Figure 38). 

Figure 38: Nombre absolu d'érythroblastes basophiles dans la moelle des souris WT et KO de 2 à 8 mois. 
Pour l’étude à 2 mois, n=7WT/7KO ; à 4 mois n= 6WT/6KO ; à 6 mois n=6WT/6KO ; à 8 mois n=5WT/5KO. 
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f) Analyse de la mégacaryopoïèse 

Les progéniteurs mégacaryocytaires (MkPs) sont augmentés dans les souris KO à l’âge de 4 

mois, mais aucune différence significative du nombre de mégacaryocytes matures n’est 

observée avec les marqueurs CD41 et CD42 dans la moelle, quelque soit l’âge des souris.  

La ploïdie globale ainsi que la haute ploïdie définie par les mégacaryocytes >4N des souris 

KO commencent à diminuer à l’âge de 4 mois et cette différence devient significative à 6 

mois (Figure 39). En revanche, cette diminution disparaît lorsque les souris ont 10 mois. Elle 

reste présente sur des cellules mises en culture liquide, mais est non significative. 

Figure 39 : Analyse de la ploïdie des mégacaryocytes matures issus des souris WT et KO de 6 mois. n=2 
pour les WT et n=6 pour les KO. La haute ploïdie correspond à la ploïdie des MKs de 8, 16, 32 et 64N. 

4) Conclusion et discussion 

Afin d’étudier le rôle d’arhgap19 dans l’hématopoïèse murine, nous avons généré un modèle 

murin d’inactivation conditionnelle de ce gène reposant sur le système Cre/Lox dans lequel 

l’expression de la recombinase est sous la dépendance du promoteur hématopoïétique Vav. 

Les souris inactivées pour arhgap19 dans le système hématopoïétique sont viables et 

aucune atteinte physiologique n’est détectée. L’étude détaillée des différentes populations 

impliquées dans le système hématopoïétique ne nous a pas permis de mettre en évidence 

une fonction claire d’ARHGAP19. En effet, les résultats obtenus suggèrent qu’ARHGAP19 

est capable d’agir aux différents stades de la différenciation hématopoïétique et de toucher 

l’ensemble des populations de ce système.  
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C’est vers l’âge de 4 mois que les souris KO pour arhgap19 présentent leurs premières 

anomalies. À ce stade, la proportion des populations les plus immatures est atteinte. En 

absence d’ARHGAP19, le nombre de progéniteurs médullaires et thymiques est augmenté 

(augmentation significative des LSK, LK, CMP, GMP, MkP, thymocytes DN2-3 et des pro-

érythroblastes). Ce phénomène est transitoire, disparaît ensuite, mais se répercute dans les 

étapes plus tardives de la différenciation hématopoïétique à l’âge de 6 mois des souris. Les 

souris KO de 6 mois présentent une augmentation significative du nombre de lymphocytes B 

avancés dans la différenciation (B220+CD19+), un nombre de plaquettes significativement 

supérieur à celui des souris WT avec une diminution du volume plaquettaire probablement 

justifiée par une diminution importante de la ploïdie des mégacaryocytes. Enfin, l’ensemble 

des populations matures est drastiquement diminué dans la rate. Ce phénomène pourrait 

être la conséquence d’un blocage des cellules dans la moelle, mais leur nombre n’est pas 

fortement augmenté. De même que pour les progéniteurs, l’ensemble des anomalies mis en 

évidence à 6 mois est compensé par la suite. 

En plus des analyses phénotypiques, les études de clonogénicité réalisées, suggèrent un 

rôle polyvalent d’arhgap19 qui semble être individu dépendant. Cette hétérogénéité 

individuelle et fonctionnelle pourrait expliquer l’absence d’évidence quant à la spécificité 

cellulaire d’arhgap19.  

ARHGAP19 a donc un rôle transitoire dans l’hématopoïèse murine. Cette protéine intervient 

à la fois dans des stades précoces, mais également en fin de différenciation 

hématopoïétique, que ce soit dans la moelle osseuse, le thymus et la rate. Les variations 

interindividuelles ne nous ont pas permis, avec ce modèle, de définir clairement l’implication 

du gène arhgap19 dans le système immunitaire, mais n’exclut pas néanmoins sa 

contribution. En revanche, ARHGAP19 ne semble pas jouer un rôle majeur sans doute parce 

qu’elle n’est pas la seule RhoGAP impliquée. 
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Introduction 

La protéine ARHGAP19 a été mise en évidence par le laboratoire comme étant une GAP de 

RhoA contrôlant les changements de forme cellulaire et la ségrégation des chromosomes 

lors de la mitose des LT. Le niveau d’expression de cette protéine fluctue au cours de la 

division cellulaire suggérant une fine régulation de celle-ci. Nous nous sommes donc 

intéressés à la phosphorylation d’ARHGAP19, modification post-traductionnelle classique 

pouvant modifier l’activité, la localisation ou la fonction d’une protéine.  

D’autre part, ARHGAP19 est une GAP exprimée spécifiquement dans le système 

hématopoïétique. Cette expression tissu-spécifique suggère un rôle particulier de cette 

protéine dans ce système, c’est pourquoi nous avons entrepris d’identifier sa fonction. Pour 

cela, nous avons étudié les conséquences de l’absence d’expression du gène arhgap19 

dans l’hématopoïèse dans des souris KO pour arhgap19 par rapport à des souris WT. 

Partie I – Régulation d’ARHGAP19 par phosphorylation 

La phosphorylation est un phénomène régulateur qui touche un grand nombre de protéines 

et en particulier celles impliquées dans la division cellulaire. Cette modification post-

traductionnelle permet de contrôler la localisation subcellulaire des protéines, leur activité et 

parfois leurs interactions protéiques. Les protéines kinases mitotiques généralement 

impliquées sont : CDK1, Aurora et Polo kinases. Ces kinases subissent elles-mêmes des 

phosphorylations qui régulent leurs activités (Archambault and Glover 2009, Petsalaki, 

Akoumianaki et al. 2011, Schmidt, Rohe et al. 2017). Les régulateurs des RhoGTPases 

intervenant dans la division cellulaire sont également des cibles importantes de ces kinases. 

En effet, la GEF Ect2 et la GAP MgcRacGAP sont phosphorylées sur un grand nombre de 

leurs résidus au cours de la mitose, par les trois protéines kinases citées précédemment. 

Cela permet de contrôler leur localisation, mais également leurs conformations, leurs 

activités et leurs interactions protéiques (David, Petit et al. 2012). Compte tenu des 

changements de localisation et du rôle au cours de la mitose des lymphocytes T, la protéine 

ARHGAP19 semble également sujette à ce type de régulation. 

D’après la spectrométrie de masse réalisée au début du projet, ARHGAP19 est 

potentiellement phosphorylée sur différents résidus situés majoritairement en C-terminal. 

L’équipe s’est tout d’abord concentrée sur les phosphorylations potentiellement effectuées 

par des kinases impliquées dans la division cellulaire étant donné la fonction d’ARHGAP19 

dans la mitose des lymphocytes T. ARHGAP19 étant une GAP de RhoA, il nous a paru 

intéressant d’étudier également les sites potentiels de phosphorylation par ROCK, protéine 
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kinase activée par RhoA, pour mettre en évidence une éventuelle boucle de rétrocontrôle. 

Nous nous sommes donc concentrés sur l’étude des phosphorylations des résidus 

Thréonines 404 et 476 et de la Sérine 422 d’ARHGAP19. Nous avons ensuite confirmé que 

les Thréonines 404 et 476 sont phosphorylées par la protéine kinase mitotique CDK1 et la 

Sérine 422, par l’effecteur de RhoA, la protéine kinase ROCK. La première question 

soulevée fut : les phosphorylations étudiées ont-elles un impact direct sur l’activité GAP? 

D’après le test GAP in vitro réalisé, l’absence de phosphorylation sur T404/476 et S422 n’a 

pas d’effet sur l’activité RhoGAP d’ARHGAP19. Ce résultat n’est pas surprenant car les 

modifications post-traductionnelles de ce type qui provoquent une perturbation de l’activité 

GAP de la protéine, ont générallement lieu sur des résidus situés dans le domaine GAP. 

C’est par exemple le cas de la phosphorylation de la Sérine 387 présente dans le domaine 

RhoGAP de MgcRacGAP par la protéine kinase Aurora B (Minoshima, Kawashima et al. 

2003). Mais il n’est pas impossible de voir qu’une phosphorylation hors du domaine GAP 

peut modifier l’activité GAP de la protéine. En effet, la phosphorylation par ERK de la 

protéine CdGAP dans un domaine riche en proline non localisé dans le domaine GAP, 

entraîne une augmentation de son activité GAP envers Rac1 (Tcherkezian, Danek et al. 

2005). La phosphorylation de DLC1 par la protéine kinase A (PKA), provoque une 

dimérisation de la GAP et améliore l’activité GAP envers RhoA (Ko, Chan et al. 2013). En 

revanche, la phosphorylation peut avoir un effet indirect sur l’activité. La phosphorylation de 

la protéine p190RhoGAP par ROCK n’affecte pas en soi son activité GAP, mais empêche la 

liaison avec la protéine Rnd ce qui inactive son domaine RhoGAP (Mori, Amano et al. 2009). 

De même pour la protéine GEF AKAP-Lbc, la phosphorylation de la Sérine 1565 permet une 

interaction avec la famille de protéines 14-3-3 qui entraîne une inhibition de son activité GEF 

envers RhoA (Diviani, Abuin et al. 2004). ARHGAP19 est phosphorylée avant l’entrée en 

mitose par ROCK sur la Sérine 422 et cette modification entraîne également une interaction 

avec la famille de protéines 14-3-3. Mais cette interaction ne semble pas avoir d’effet sur 

l’activité RhoGAP car le mutant non phosphorylable qui ne se lie pas à 14-3-3, hydrolyse le 

GTP lié à RhoA de la même manière que la protéine WT. Il a été souvent décrit que les 

interactions avec les protéines 14-3-3 provoquent une séquestration des protéines liées. 

L’interaction de la protéine GAP DLC1 avec la famille de protéines 14-3-3 la bloque dans le 

cytoplasme (Scholz, Regner et al. 2009). L’étude de l’interaction d’ARHGAP19 avec 14-3-3 

au cours de la division cellulaire montre que cette liaison a lieu tout au long du cycle avec 

une augmentation lorsque la Sérine 422 est fortement phosphorylée en début de mitose. En 

parallèle, l’analyse de la localisation d’ARHGAP19 pendant le cycle cellulaire en microscopie 

indique que la protéine est nucléaire en interphase, puis cytoplasmique en début de mitose 

et devient membranaire à partir de l’anaphase. Cette variation de localisation ne corrèle pas 

avec la liaison avec 14-3-3, donc l’interaction avec 14-3-3 ne séquestre pas ARHGAP19 
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dans un endroit donné. Lorsqu’ARHGAP19 ne peut plus interagir avec 14-3-3 (quand la 

Sérine est mutée en site non phosphorylable), la phosphorylation des Thréonines 404 et 476 

est fortement diminuée voir absente. Donc soit 14-3-3 permet d’apporter la kinase CDK1 

pour phosphoryler les Thréonines, soit elle protège de la déphosphorylation. Nous avons mis 

en évidence que cette liaison empêche les protéines phosphatases de déphosphoryler 

ARHGAP19, phénomène déjà décrit pour d’autres protéines (Hausser, Link et al. 2006). 

Donc la Sérine 422 permet à ARHGAP19 d’interagir avec 14-3-3 la protégeant d’éventuelles 

déphosphorylations en début de mitose. En début de mitose, apparaissent ensuite les 

phosphorylations des Thréonines par CDK1 active. Sans ces phosphorylations, ARHGAP19 

se localise prématurément à la membrane cellulaire. Il semblerait donc que la 

phosphorylation des Thréonines régule la localisation de la protéine. Ce phénomène a été 

observé pour la protéine FilGAP qui est relocalisée suite à sa phosphorylation sur la sérine 

402 (Morishita, Tsutsumi et al. 2015). Les Thréonines 404 et 476 d’ARHGAP19, 

phosphorylées, empêcheraient le recrutement membranaire en début de mitose. Une fois en 

anaphase, CDK1 n’étant plus active, T404-T476 ne sont plus phosphorylées et ARHGAP19 

devient membranaire. Les groupements phosphates par leurs charges négatives peuvent 

gêner les interactions ou bloquer des interactions avec les phospholipides. Il a été montré 

que la phosphorylation par la protéine kinase C (PKC) de la protéine p190RhoGAP, affecte 

son interaction avec les phospholipides (Levay, Settleman et al. 2009). Des expériences 

préliminaires suggèrent que seule la partie C-terminale d’ARHGAP19 contenant les résidus 

phosphorylés étudiés, permet une interaction avec les phospholipides membranaires. Il 

serait intéressant d’étudier plus en détail le mécanisme mis en place et analyser si ce sont 

les Thréonines non phosphorylées qui permettent l’interaction avec les phospholipides et 

donc qui sont responsables de la localisation membranaire d’ARHGAP19. Enfin, l’absence 

de phosphorylation d’ARHGAP19 sur les trois résidus étudiés conduit à des cellules 

multinucléées. Or, il a été montré qu’interférer avec l’activité de RhoA lors de la mitose 

entraîne la multinucléation. Ce n’est pas directement l’absence de phosphorylation qui atteint 

la fonction GAP d’ARHGAP19 (cf. Test GAP in vitro) ni l’interaction avec 14-3-3 (car le 

mutant T404A-T476A interagit toujours avec 14-3-3 et provoque la multinucléation). La seule 

différence entre les cellules exprimant ARHGAP19 contrôle et celles exprimant les mutants 

non phosphorylable est la localisation de la protéine. En effet, ARHGAP19 muté se retrouve 

prématurément à la membrane cellulaire et perdure jusqu’en télophase. La quantité 

d’ARHGAP19 mutée présente est supérieure lorsque la protéine colocalise avec RhoA et le 

phénomène d’inactivation de la GTPase est donc plus important. Lorsqu’ARHGAP19 n’est 

pas phosphorylée, un nombre plus important de protéines RhoA est inactivé conduisant donc 

à des défauts de cytodiérèse et provoque la multinucléation. Les phosphorylations 

d’ARHGAP19 ont donc un effet indirect sur son activité RhoGAP via la régulation de sa 
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localisation. Mais les défauts de la cytodiérèse conduisant à des cellules multinucléées n’ont 

pas encore été élucidés. Des résultats préliminaires obtenus par vidéomicroscopie sur les 

mutants d’ARHGAP19 suggèrent des défauts de ségrégation chromosomiques et une 

défaillance de l’ingression du sillon de clivage. En effet, des ponts de chromatines semblent 

se former en anaphase empêchant le sillon de clivage d’ingresser. Il serait intéressant de 

quantifier ce phénomène dans les différents mutants en vidéomicroscopie. De plus, il serait 

utile de se pencher sur les problèmes de ségrégation des chromosomes. Certaines 

immunoprécipitations réalisées au début du projet montrent qu’ARHGAP19 est capable 

d’interagir avec les protéines SMC1, SMC2 et CKAP5. Les protéines SMC sont nécessaires 

lors de la mitose pour assurer une ségrégation optimale du matériel génétique et CKAP5 est 

impliquée dans la régulation de la dynamique des MTs lors de la mitose. Ces interactions 

sont peut-être modifiées lorsque ARHGAP19 n’est pas phosphorylée et pourraient être une 

piste à explorer pour expliquer les phénomènes observés. On pourrait également étudier les 

protéines MAPs (microtubules associated proteins) cruciales pour un fonctionnement correct 

du fuseau mitotique. 

Pour aller plus loin sur la protéine ARHGAP19 endogène, il serait intéressant d’étudier la 

dégradation de la protéine. En effet, on observe que l’expression de la protéine endogène 

diminue au fur et à mesure de la division cellulaire et disparaît au bout de quelques heures. 

L’ajout de MG132 pour inhiber le protéasome bloque la dégradation d’ARHGAP19, mais cet 

inhibiteur a un impact non négligeable sur la division. En effet, les cellules traitées au MG132 

sont bloquées en mitose. Donc l’absence de dégradation d’ARHGAP19 peut être la 

conséquence de l’effet de l’inhibiteur sur le cycle et sur les protéines mitotiques ou sur le 

blocage du protéasome. Il serait donc intéressant de procéder à des tests d’ubiquitinylation 

in vitro et in cellulo comme réalisés par (Su, Agati et al. 2003). 

Enfin, notre modèle d’étude de la surexpression et des phosphorylations d’ARHGAP19 a 

aujourd’hui ses limites. En effet, à cause de problèmes techniques de transfection 

notamment, nous avons étudié la régulation d’ARHGAP19 grâce à une protéine exogène 

surexprimée dans des LT humains exprimant toujours la protéine endogène. Il aurait été plus 

rigoureux de supprimer l’expression d’ARHGAP19 endogène afin d’étudier exclusivement 

l’effet de la surexpression de la protéine. Pour cela, le système CRISPR/Cas9 aurait pu être 

utilisé. Cette technique développée récemment est un outil génétique permettant d’induire 

classiquement des cassures double brin dans l'ADN pouvant conduire à l'inactivation du 

gène cible. La deuxième limite de notre étude est un manque de corrélation d’expression 

entre la protéine exogène et endogène. En effet, la protéine surexprimée est synthétisée dès 

la phase G1 alors qu’ARHGAP19 endogène s’exprime qu’à partir de la phase G2. Il aurait 

été intéressant d’observer les conséquences phénotypiques engendrées par les mutants non 
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phosphorylables tout en conservant la régulation de la protéine au cours du cycle cellulaire. Il 

serait aujourd’hui possible de le faire à l’aide du système CRISPR-Cas9 amélioré qui peut 

induire la mutation voulue sur le gène d’intérêt sans passer par l’expression d’une protéine 

exogène.  

Partie II – Rôle d’ARHGAP19 dans l’hématopoïèse 

Par l’étude des conséquences de l’absence d’expression du gène arhgap19, nous 

souhaitions mettre en évidence le rôle de cette nouvelle RhoGAP dans le système 

hématopoïétique où elle est principalement exprimée. ARHGAP19 intervient dans les stades 

précoces de la différenciation hématopoïétique vers l’âge de 4 mois des souris puis joue un 

rôle en fin de différenciation à 6 mois qui disparaît ensuite. ARHGAP19 a donc un rôle 

transitoire dans l’hématopoïèse murine suggérant un ou des phénomènes de compensation 

comme précédemment observés pour les souris arhgap21+/- et les souris KO pour les GEFs 

Swap-70 et Def6 (Ripich, Chacon-Martinez et al. 2016, Xavier-Ferrucio, Ricon et al. 2017). 

Une autre GAP pourrait remplacer la fonction d’ARHGAP19 dans nos souris KO. Suite aux 

effets biologiques similaires observés entre ARHGAP19 et ARHGAP11A, nous nous 

sommes intéressés à l’expression de cette protéine dans nos souris. En effet, ARHGAP11A 

(ou MP-GAP) est une GAP de RhoA intervenant également dans la division cellulaire. 

Comme pour ARHGAP19, l’absence d’expression ou l’inactivation d’ARHGAP11A entraîne 

une suractivation de RhoA et des défauts majeurs lors de la cytodiérèse des cellules (Zanin, 

Desai et al. 2013). Nous avons donc regardé par qPCR dans nos souris KO si la protéine 

GAP ARHGAP11A dont le gène a une expression équivalente à celle d’arhgap19, était 

surexprimée dans la moelle osseuse des souris arhgap19 KO par rapport aux souris WT. 

Arhgap11A n’est pas surexprimée dans les souris arhgap19 KO et est même moins 

exprimée que dans la moelle des souris contrôles (Figure 40). Ce n’est sans doute pas 

ARHGAP11A qui joue le rôle de GAP à la place d’ARHGAP19 dans la moelle osseuse. Il 

serait intéressant d’analyser l’expression d’autres GAPs pour découvrir laquelle compense 

l’absence d’ARHGAP19 et d’invalider les deux gènes. 
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Figure 40: Expression du gène arhgap11A dans la moelle des souris WT et KO pour arhgap19 obtenue 
par qPCR. 

D’autre part, l’absence de résultats flagrants pourrait être dû à une absence de stress. En 

effet, le système hématopoïétique murin est plus robuste que celui de l’homme et les souris 

sont élevées dans des environnements bien plus protecteurs que les nôtres (absence de 

stress et de prédateur ; luminosité, humidité et température maîtrisées et constantes ; 

alimentation régulière et adaptée ; absence de contact avec des pathogènes, des bactéries 

ou des virus ni même avec des substances toxiques, alcool, tabac, pollution ...). C’est 

pourquoi il serait intéressant de se placer dans des conditions stressantes comme une 

irradiation partielle des souris ou de stimuler le système par des greffes compétitives. Pour 

tester les capacités fonctionnelles des cellules Arhgap19 KO in vivo, le travail effectué 

pourrait se poursuivre en réalisant des greffes compétitives de populations de progéniteurs 

enrichies en cellules souches hématopoïétiques. La greffe de cellules LSK provenant de 

souris arhgap19 KO (CD45.2+) en compétition avec des LSK de moelle sauvage 

(CD45.1+CD45.2+) dans des souris receveuses (CD45.1+) préalablement irradiées 

(irradiation létale) permettrait d’estimer leur capacité de reconstitution et un éventuel 

avantage compétitif. Dans ces expériences, le devenir des cellules WT et KO greffées 

seraient identifiées respectivement par les marqueurs CD45.1+CD45.2+ et CD45.1-

CD45.2+. Si l’absence d’ARHGAP19 n’a pas d’impact sur les capacités de reconstitution des 

LSK, les souris présenteront une proportion similaire de cellules CD45.1+CD45.2+ et 

CD45.1-CD45.2+ dans toutes les lignées hématopoïétiques identifiées par cytométrie en 

flux. En revanche, si l’absence d’ARHGAP19 a un effet sur la prolifération et le maintien des 

progéniteurs, nous observerions alors une contribution plus importante des cellules 

provenant des souris KO par rapport à celles des souris WT d’après les résultats 
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préliminaires. Dans le cas d’un effet sur la différenciation d’un lignage en particulier, les 

cellules KO montreraient un déséquilibre uniquement dans un type cellulaire. 

Étant donné l’implication d’ARHGAP19 dans la division des lymphocytes T humains 

préalablement étudiée in vitro, nous avons étudié in vivo en détail le lignage lymphoïde dans 

le thymus et la moelle osseuse par des analyses de cytométrie en flux. Suite aux résultats 

observés dans la différenciation lymphocytaire T, nous n’avons pas poursuivi l’étude. En 

revanche après induction d’un stress ou après greffe, il serait intéressant d’analyser le cycle 

cellulaire des différentes populations lymphocytaires T in vitro en marquant les cellules triées 

au BrDU. Les cellules pourraient être également mises en culture liquide pour un suivi de la 

prolifération par comptage. 

Concernant la mégacaryopoïèse, l’activation de RhoA est diminuée pour réaliser des 

endomitoses. Il a été décrit que l’expression des GEFs GEF-H1 et Ect2 est diminuée pour 

que RhoA soit moins active afin de permettre la polyploïdisation des MKs (Gao, Smith et al. 

2012). ARHGAP19 étant une GAP de RhoA, notre hypothèse fut qu’ARHGAP19 pourrait être 

impliqué dans ce phénomène, être plus actif afin d’inactiver RhoA lors des endomitoses. 

C’est pourquoi nous avons étudié la ploïdie des MKs en absence d’ARHGAP19 afin de 

mettre en évidence une importante diminution de la ploïdie. La diminution est visible 

seulement lorsque les souris ont 4 mois, mais elle n’est pas flagrante. Après stress des 

souris ou greffe de progéniteurs, il sera important de vérifier si ce phénomène n’est pas 

accentué. 

À terme, si les résultats sont satisfaisants après stress ou greffe, l'anti-phosphoS422 pourrait 

être testé en cytométrie en flux afin d’observer le niveau de phosphorylation d’ARHGAP19 

sur la sérine 422, dans les différentes populations hématopoïétiques. En effet, la 

phosphorylation sur la sérine 422 est retrouvée chez la souris (mais phospho-T404 et 

phospho-T476 n’ont pas encore été décrits). Un lien avec les résultats observés dans les 

lymphocytes T humains pourrait être mis en évidence. Le mutant non phosphorylable S422A 

pourrait être introduit dans les souris WT et KO pour arhgap19 afin d’identifier le rôle de la 

phosphorylation de la sérine 422 dans le système hématopoïétique. 

Si les résultats nous avaient permis d’identifier l’implication d’ARHGAP19 dans une voie de 

différenciation hématopoïétique spécifique, nous aurions pu étudier en détail cette voie en 

regardant l’expression du gène par qPCR après tri des cellules. 

Enfin, nous avons commencé l’analyse de l’effet d’ARHGAP19 et de son absence sur la 

sollicitation des LT lors d’une immunisation. Pour cela, nous avons injecté du sang de 

mouton par voie intrapéritonéale à J0 puis J28 aux souris WT et KO pour arhgap19. Nous 
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avons étudié par prélèvements sanguins à J14, J25 et J32 les différents lignages 

hématopoïétiques et nous avons sacrifié les animaux à J33. Au sacrifice, la rate a été 

récupérée et les cellules analysées. La proportion de cellules matures dans le sang des 

souris KO n’est pas ou peu différente de celle des souris contrôles. Les résultats obtenus 

sont significatifs seulement en pourcentage et indiquent qu’ARHGAP19 semble restreindre la 

proportion de  lymphocytes T CD4+ folliculaires TFH (T Follicular Helper) mis en jeu lors du 

phénomène d’immunisation.  

Le rôle d’ARHGAP19 dans l’hématopoïèse murine n’a certes pas été encore élucidé, mais 

ce travail a tout de même permis de mettre en évidence son implication. Il n’est pas exclu 

qu’une coopération génique entre arhgap19 et d’autres gènes se mettent en place et que la 

perturbation de l’expression de ces gènes soit à l’origine de leucémies. Il serait intéressant 

dans l’avenir d’étudier de manière plus poussée le rôle des régulateurs des RhoGTPases 

dans l’hématopoïèse murine en réalisant peut-être des doubles KO. C’est pourquoi, nous 

avons cryoconservé des embryons de souris arhgap19 Lox/Lox au centre de recherche 

Alexander Fleming en Grèce pour permettre à quiconque de générer et travailler sur les 

souris arhgap19 KO.  
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Abstract : The team identified a new GAP of RhoA, ARHGAP19, 

mostly expressed in the hematopoietic system. The project 

consisted in studying the regulation of this protein in human T 

lymphocytes. For this, the analyzes focused on the 

phosphorylation of ARHGAP19 and on its localization during the 

division of the T lymphocytes. ARHGAP19 is phosphorylated by 

the effector of RhoA, the protein kinase ROCK, on the Serine 422 

and by the protein CDK1 mitotic kinase on Threonines 404 and 

476. ROCK phosphorylation allows ARHGAP19 to interact with 

the 14-3-3 family of proteins that protects it from 

dephosphorylations that occur during cell division. All 

phosphorylations are essential for regulating the subcellular 

localization of ARHGAP19 and contribute to correct cell division. 

Indeed, in the absence of phosphorylation, defects are observed 

during cytokinesis resulting in the formation of multinucleate 

cells. 

In addition, deregulation of RhoGTPases, 

such as the absence of GAP, are now 

highlighted in cancers. This is why we 

generated arhgap19 KO mice to study the 

consequences of the absence of the gene 

coding for ARHGAP19, in the murine 

hematopoietic system. All progenitor and 

mature cells involved in murine 

hematopoiesis were analyzed. By this 

model of conditional invalidation of 

arhgap19, no major role of the protein 

has been demonstrated but the results 

suggest an involvement at different stages 

of hematopoietic differentiation and an 

impact on all cell sub-populations of this 

system. 
 

 

Titre Régulation d’une nouvelle GAP de RhoA, ARHGAP19, dans la division des lymphocytes T 
humains et rôle dans l’hématopoïèse murine 
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Résumé : L’équipe a identifié une nouvelle GAP de RhoA, 

ARHGAP19, majoritairement exprimée dans le système 

hématopoïétique. Le projet a consisté à étudier la régulation de 

cette protéine dans des lymphocytes T humains. Pour cela, les 

analyses se sont portées sur la phosphorylation d’ARHGAP19 et 

sur sa localisation au cours de la division des lymphocytes T. 

ARHGAP19 est phosphorylée par l’effecteur de RhoA, la protéine 

kinase ROCK, sur la Sérine 422 et par la protéine kinase 

mitotique CDK1 sur les Thréonines 404 et 476. La 

phosphorylation par ROCK permet à ARHGAP19 d’interagir avec 

la famille de protéines 14-3-3 qui la protège des 

déphosphorylations pouvant avoir lieu au cours de la division 

cellulaire. L'ensemble des phosphorylations est primordial pour 

la régulation de la localisation cellulaire d'ARHGAP19 et 

contribue à une division cellulaire correcte. En effet, en absence 

de phosphorylation, on observe des défauts lors de la 

cytodiérèse entrainant la formation de cellules multinucléées. 

De plus, des dérégulations de RhoGTPases 

comme l’absence de GAP, sont 

aujourd’hui mises en évidence dans les 

cancers. C’est pourquoi nous avons 

généré des souris arhgap19 KO pour 

étudier les conséquences de l’absence du 

gène codant pour ARHGAP19, dans le 

système hématopoïétique murin. 

L’ensemble des cellules progénitrices et 

matures intervenant dans l’hématopoïèse 

murine a été analysé. Par ce modèle 

d’invalidation conditionnelle d’arhgap19, 

aucun rôle majeur de la protéine n'a été 

mis en évidence mais les résultats 

suggèrent une implication aux différents 

stades de la différenciation 

hématopoïétique et un impact sur 

l'ensemble des populations de ce système. 
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