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Étude de la régulation de p190RhoGAPs : Implication dans le cancer 
 
Au cours du développement tumoral, les cellules acquièrent des capacités migratoires et invasives leur 
permettant de se disséminer dans l’organisme et de créer des métastases à distance. Les GTPases de 
la famille Rho sont les principaux régulateurs du remodelage du cytosquelette d’actine. Une fine 
régulation spatio-temporelle des GTPases Rho est nécessaire dans la formation et le maintien des 
structures riches en actine impliquées notamment lors de la migration et l’invasion cellulaires. Les 
protéines p190RhoGAP (p190A et p190B) sont les principaux régulateurs négatifs de la GTPase RhoA. 
Les gènes ARHGAP35 et ARHGAP5, codant p190A et p190B respectivement, sont retrouvés mutés dans 
le cancer. L’objectif de ce travail de thèse vise à mieux comprendre le rôle et la régulation des protéines 
p190RhoGAP dans le cancer.  
Tout d’abord, nous avons identifié le domaine nécessaire et suffisant pour la localisation de p190A aux 
invadosomes, structures d’actine impliquées dans l’invasion cellulaire. Nous montrons que ce même 
domaine, nommé PLS, est impliqué dans la régulation de la conformation de p190A. Par l’analyse de 
l’impact de mutations retrouvées dans les tumeurs, nous proposons un modèle de régulation de 
p190RhoGAPs. Ce modèle combine une interaction auto-inhibitrice intramoléculaire et une interaction 
intermoléculaire. Parallèlement, nous avons initié une étude conjointe de p190A et p190B, dans des 
modèles cellulaires et des échantillons de patientes de cancer de l’endomètre, cancer présentant un 
fort taux de mutations des gènes ARHGAP35 et ARHGAP5.  
Ainsi, ce travail de thèse propose un nouveau mécanisme de régulation de p190RhoGAPs. Moduler ce 
mécanisme pourrait être une piste thérapeutique pour contrer l’impact des mutations dans les cellules 
tumorales. 
 
Mots clés : GTPases Rho, Cytosquelette, Mutations, Structure, Endomètre 
 
 
 
Study of p190RhoGAPs regulation: involvement in cancer 
 
During tumor development, cells acquire migratory and invasive capacities in order to invade surrounding 
tissues and promote metastasis. RhoGTPases are the main regulators of actin cytoskeleton remodeling. A 
tight spatio-temporal regulation of RhoGTPases is required for the formation and the maintenance of actin-
based structures, especially those regulating cell migration and invasion. P190RhoGAP proteins (p190A and 
p190B) are the major negative regulators of RhoA GTPase. ARHGAP35 and ARHGAP5 genes, encoding 
p190A and p190B respectively, are mutated in cancer. My thesis project aims to better understand the role 
and the regulation of p190RhoGAP in cancer. 
First, using a structure/function analysis, we identified the domain necessary and sufficient to localize 
p190A at invadosomes. We revealed that the same domain, named PLS, is required for regulating the 
folding and, thereby, the activity of the protein. Thanks to the study of cancer-associated mutations, we 
propose a new regulatory model for p190RhoGAPs. This model combines both intramolecular auto-
inhibitory interaction and intermolecular interaction. Then, as ARHGAP35 and ARHGAP5 genes are mutated 
in a high percentage of endometrial cancers, we initiated a combined study of p190A and p190B, in cellular 
models and patient samples of endometrial cancer. 
Altogether, this work reveals a new regulatory mechanism of p190RhoGAP. Modulating this mechanism 
could be a therapeutic target to counteract the impact of cancer-associated mutations in tumor cells. 
 
Keywords: RhoGTPases, Cytoskeleton, Mutations, Structure, Endometrium 
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En France, selon les informations données par l’INCa (Institut National du Cancer), 

depuis plus de 30 ans, le nombre annuel de nouveaux cas de cancer augmente allant jusqu’à 

380 000 nouveaux cas diagnostiqués en 2018. L’incidence est variable selon le type de cancer 

mais les plus fréquents sont le cancer de la prostate chez l’homme et le cancer du sein chez la 

femme. Depuis le début des années 2000, le cancer est devenu la première cause de mort 

prématurée, devançant les morts violentes et les pathologies cardio-vasculaires.  

 

Cependant, avec l’amélioration de la prise en charge et du diagnostic et l’apparition de 

nouveaux traitements, la mortalité par cancer diminue année après année. En effet, un cancer 

diagnostiqué à un stade précoce et traité rapidement aura de meilleures chances de 

disparaitre. Les campagnes de dépistage, notamment pour les cancers du sein, colorectaux et 

du col de l’utérus, permettent de déceler plus précocement ces cancers. Si 60% des cancers 

sont jugés inévitables, 40% des cas sont évitables, c’est pour cette raison que des campagnes 

de prévention de facteurs de risques sont réalisées. Les principaux facteurs de risques de 

développer un cancer sont la consommation d’alcool (plus d’une unité par jour) et de tabac, 

les mauvaises habitudes alimentaires (manger « trop gras, trop salé, trop sucré ») et la 

sédentarité. Une bactérie comme Helicobacter pylori (cancer de l’estomac), des virus comme 

le papillomavirus humain (HPV - cancer du corps de l’utérus), les virus des hépatites B et C 

(HBV et HCV - cancer du foie) sont des exemples d’agents infectieux capables de provoquer 

ou de permettre le développement d’un cancer. Des expositions environnementales sont à 

l’origine de cancers à l’instar des rayonnements UV (ultraviolet), des particules fines de diesel 

ou encore de l’utilisation de certains produits chimiques ou insecticides. Enfin, l’âge et 

l’hérédité peuvent également engendrer des prédispositions au développement de cancers. 

 

Ces deux dernières années marquées par la pandémie causée par le coronavirus ont 

permis de mettre en évidence l’importance de la recherche, notamment la recherche 

fondamentale, avec l’exemple des vaccins à ARNm (acide ribonucléique messager) utilisés 

pour la première fois pour lutter contre la propagation du COVID-19 mais découverts (et testés 

chez la souris) dès le début des années 1990.  
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De ce fait, la recherche, notamment la recherche contre le cancer, est primordiale de 

façon à proposer de nouveaux moyens pour accélérer et améliorer le diagnostic et le 

traitement de ces patients. La compréhension des mutations affectant l’ADN (acide 

désoxyribonucléique) dans nos cellules, des modifications des protéines ainsi que des 

mécanismes cellulaires engendrés permettent de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Ces cibles, parfois déjà connues pour une autre pathologie, peuvent alors être modulées de 

façon à influencer le devenir des cellules.  

 

Qu’est-ce que le cancer ?  
 

Le cancer est une pathologie résultant de la transformation progressive de cellules 

saines en cellules anormales qui est causée par une succession de modifications génétiques.  

Ces mutations peuvent être dites « gain de fonction » en favorisant l’expression ou 

l’hyper-activation de protéines oncogéniques comme la petite GTPase K-Ras (Kirsten rat 

sarcoma viral oncogene homolog), mutée dans 95% des cancers du pancréas (Waddell et al. 

2015). K-Ras est l’une des 4 isoformes de la protéine Ras qui va activer les voies de signalisation 

en aval comme la voie MAPK (mitogen activated protein kinase) par exemple, voie impliquée 

dans la prolifération cellulaire via l’activation de la transcription de nombreux gènes 

nécessaires à l’initiation du cycle cellulaire (P. J. Roberts and Der 2007).  

À l’inverse, des mutations peuvent être dites « perte de fonction » via l’inactivation de 

suppresseurs de tumeurs comme le facteur de transcription p53 qui est inactivé dans près de 

50% des tumeurs (Kastenhuber and Lowe 2017). TP53 (tumor protein 53) est le gène codant 

pour p53 dont le rôle est de se lier à l’ADN et de réguler l’expression de gènes contrôlant le 

cycle cellulaire. Lorsqu’une cellule est endommagée, p53 induit un blocage du cycle cellulaire 

de façon à réparer le dommage ou bien initier l’apoptose de la cellule, si le dommage est trop 

important.  

 

La transformation maligne des cellules tumorales est accompagnée d’une prolifération 

anarchique de ces cellules qui échappent ainsi aux mécanismes de régulation contrôlés par 

l’organisme : le maintien des signaux en faveur de la prolifération, la perte de sensibilité vis-

à-vis des signaux anti-prolifératifs, la capacité de prolifération cellulaire illimitée ainsi que 



 
 

7 

l’échappement de la cellule à la mort cellulaire programmée (apoptose). L’induction de 

l’angiogenèse et des processus d’invasion sont également représentatifs de la cellule 

cancéreuse et sont décrits ci-dessous. Ces différentes caractéristiques, appelées « Hallmarks 

of Cancer », ont été définies par Hanahan et Weinberg comme nécessaires au développement 

tumoral (Figure 1) (Hanahan and Weinberg 2000). Plus récemment, se sont ajoutés à ces 

critères protumorigéniques : l’instabilité génomique, la reprogrammation métabolique, 

l’activation de signaux pro-inflammatoires ainsi que l’échappement immunitaire (Figure 1) 

(Hanahan and Weinberg 2011).  

 
Figure 1 : Caractéristiques des cellules cancéreuses. 
Représentation sous forme de diagramme des 10 caractéristiques du cancer : « Hallmarks of cancer ». 
Adapté de Hanahan et Weinberg 2000 & Hanahan et Weinberg 2011. 
 
 

Associées à d’autres stimuli extracellulaires, certaines mutations acquises au cours de 

la tumorigenèse confèrent à la cellule des propriétés invasives. Les cellules devenues 

tumorales envahissent alors la matrice extracellulaire (MEC), les tissus et se disséminent dans 

l’organisme afin de former des métastases à distance (Figure 2). Le développement de 

métastases est la cause d’environ 90% de la mortalité par cancer.  

 

 

 

 

 

 

Activation de l’inflammation pro-tumorale

Activation des processus d’invasion et de métastasesInduction de l’angiogenèse

Instabilité génomique & mutations

Résistance à la mort cellulaire programmée Acquisition de l’immortalité réplicative

Échappement de la destruction par le système immunitaire

Insensibilité aux signaux anti-prolifératifsMaintien des signaux prolifératifs

Dérégulation du métabolisme énergétique
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Figure 2 : Représentation schématique des étapes du développement tumoral. 
(1) La tumeur primitive, via le phénomène d’EMT, va acquérir des propriétés d’invasion de la MEC des 
tissus avoisinants.  
(2) L’étape d’intravasation consiste au franchissement d’une première barrière endothéliale de façon à 
rejoindre la circulation sanguine. 
(3) Au cours de cette étape, les cellules tumorales vont migrer à travers les vaisseaux sanguins et ainsi 
se disséminer dans l’organisme. 
(4) L’étape d’extravasation consiste au passage d’une 2ème barrière endothéliale afin de sortir de la 
circulation sanguine. 
(5) Les cellules dans la MEC vont former par étape la niche pré-métastatique puis une micrométastase 
avant de coloniser un tissu distinct de celui de la tumeur primitive, on parle alors de métastase. 
Figure réalisée avec BioRender. 

 
Activation des processus d’invasion et de 
métastases 

 

La MEC est un réseau complexe, organisé qui remplit l’espace entre les cellules et les 

relie. Bien que principalement constituée par une fraction soluble (eau et molécules solubles), 

la MEC comprend également des polysaccharides (protéoglycanes, glycosaminoglycanes), des 

protéines fibreuses (comme les collagènes ou l’élastine) et des protéines d’adhérence 

(fibronectine, laminine) capables d’activer, via des récepteurs transmembranaires, des 

cascades de signalisation intracellulaire (Sala, Ros, and Saltel 2020). Enfin, la MEC est 

composée de protéines membranaires ou secrétées, ayant une activité enzymatique de 

dégradation des protéines de la matrice. Ces protéases sont particulièrement impliquées lors 

des phénomènes de migration et d’invasion des cellules cancéreuses (Pickup, Mouw, and 

Weaver 2014).  
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La première phase de la cascade métastatique correspond au phénomène de 

transformation épithélio-mésenchymateuse ou EMT (Epithelial to Mesenchymal Transition) 

qui se caractérise par la perte d’adhésion cellulaire, l’augmentation de la motilité cellulaire et 

l’expression/activation de protéases spécifiques entrainant l’invasion par dégradation de la 

matrice environnante. Les cellules subissent un changement de phénotype pour passer de 

cellules épithéliales à cellules mésenchymateuses et acquérir une résistance à l’apoptose, des 

capacités migratoires et invasives et entrainer un remodelage de la MEC. Ce changement 

phénotypique est progressif et consiste en la perte de marqueurs épithéliaux (les protéines E-

cadhérine, occludine, claudine ou encore ZO-1) combinée avec l’expression de marqueurs 

mésenchymateux (les facteurs de transcription Snail, Slug, Twist et les protéines N-cadhérine, 

vimentine, α-SMA) (Gonzalez and Medici 2014 ; Krebs et al. 2017 ; Yang et al. 2004). Ceci 

entraine une inversion de la polarité apico-basale et la perte de la cohésion cellulaire via le 

désassemblage des jonctions intercellulaires.  

Les cellules ayant acquis un caractère mésenchymateux vont se détacher de la tumeur 

primitive puis migrer et franchir une première barrière endothéliale au cours de 

l’intravasation. Lors de cette étape, les cellules tumorales rejoignent les circulations sanguine 

ou lymphatique grâce auxquelles les cellules cancéreuses pourront ainsi se disséminer dans 

l’ensemble de l’organisme.  

Lors de l’étape d’extravasation, les cellules se retrouvent dans la MEC, colonisent un 

nouveau tissu ou organe distinct de celui de la tumeur primaire et forment ainsi une métastase 

en cas de prolifération (Figure 2). Après extravasation, les cellules peuvent subir un blocage 

dans le cycle cellulaire en phase G0 et entrer en dormance. Les cellules sont alors 

indétectables et peuvent réactiver leur cycle cellulaire des années plus tard (Páez et al. 2012). 

 

L’ensemble de ce processus implique des capacités de prolifération, de migration et 

d’invasion des cellules tumorales notamment. Au sein de la cellule, ces différentes 

fonctions sont régies par le cytosquelette. 
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Le cytosquelette 

d’actine 
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1. Le squelette de la cellule 
 

Notre corps est composé d’une multitude d’organes et de tissus les entourant. Les 

organes sont eux-mêmes constitués de différents tissus qui correspondent à un ensemble de 

cellules ayant une même fonction. Les cellules sont les plus petites entités vivantes de notre 

organisme capables de se reproduire en autonomie.  

 

Chaque cellule est constituée d’une membrane plasmique renfermant un milieu 

intracellulaire appelé cytoplasme où se retrouvent des acides nucléiques et des protéines 

compartimentés en organites. L’organite le plus volumineux de la cellule est le noyau, protégé 

par une membrane nucléaire. Le noyau contient notre information génétique située dans les 

chromosomes (en nombre de 46 soit 23 paires chez l’Homme) qui sont des structures 

composées de l’ADN et de protéines, les histones, organisées en fibre de chromatine repliées. 

Un réseau de filaments est présent dans toute la cellule, le cytosquelette, lui conférant 

principalement son ossature mais également de nombreuses fonctions, dès le développement 

embryonnaire avec la division cellulaire et la mise en place progressive des organes (Booth et 

al. 2014).  

 

Le cytosquelette est composé des trois types de polymères : les filaments d’actine, les 

microtubules et les filaments intermédiaires (FIs), qui se répartissent différemment dans la 

cellule et qui confèrent des propriétés distinctes (Figure 3). En plus de donner sa forme à la 

cellule, le cytosquelette assure la motilité cellulaire et des fonctions de transport des 

composés intracellulaires mais aussi de transport de la cellule dans son microenvironnement. 

De par ses fonctionnalités, une dérégulation du cytosquelette ou des protéines associées 

résulte en l’apparition de nombreuses pathologies, comme par exemple des myopathies , des 

neurodégénérescences ou encore le cancer (Pollard 2003). 
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Figure 3 : Les principaux composants du cytosquelette. 
Les filaments d’actine (vert), les microtubules (bleu) et les filaments intermédiaires (rouge) constituent 
le cytosquelette conférant sa morphologie et une partie de ses propriétés mécaniques et fonctionnelles 
à la cellule.  
Figure réalisée avec Servier Medical Art. 
 

1.1. Les microtubules 
 

Les microtubules sont des filaments de 24 nm de diamètre, résultant de l’assemblage 

de monomères d’α-tubuline et de β-tubuline en hétéro-dimères et de leur polymérisation de 

façon à former des filaments. Ces filaments sont polarisés avec une extrémité négative (-), 

plutôt instable mais stabilisée par MTOC (centre d’organisation des microtubules), au centre 

de la cellule. L’extrémité positive (+) en périphérie, très dynamique où la polymérisation et la 

dépolymérisation sont rapides (Bodakuntla et al. 2019).  

 

Dans la cellule, ces filaments sont présents soit isolés, soit en réseau. Les microtubules 

isolés, de plus petite taille, sont notamment retrouvés dans les cils et les flagelles permettant 

à la cellule de se déplacer ou de déplacer le milieu environnant.  

 

Les microtubules s’étendent à partir du centrosome dans la quasi-totalité du 

cytoplasme pour participer à différentes fonctions (transport intracellulaire, migration 

cellulaire ou guidance axonale par exemple). La localisation du centrosome, à proximité du 

noyau, lui confère un rôle primordial au cours de la mitose et plus particulièrement lors de la 

division cellulaire en intervenant au niveau des microtubules du fuseau mitotique. Une 

Microtubule
α-tubuline β-tubuline

Filament d’actine
Monomères d’actine

Filament intermédiaire
Protofilament
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altération de la localisation du centrosome modifie la dynamique des microtubules et donc 

l’alignement des chromosomes et la séparation du matériel génétique entre les deux cellules 

filles (Gemble et al. 2019).  

 

1.2. Les filaments intermédiaires 
 

Les FIs, dont le diamètre est estimé à 10 nm, présentent une structure hélicoïdale qui 

leur confère de l’élasticité pour participer à la dynamique du cytosquelette en intégrant les 

forces mécaniques produites par les microtubules et les filaments d’actine. Ces filaments se 

localisent notamment au niveau périnucléaire où ils régulent la taille, la forme ou encore la 

position du noyau.  

 

Par leur localisation sous-membranaire, les FIs participent au maintien de l’intégrité 

tissulaire en interagissant avec des structures d’adhésion comme les desmosomes et les 

hémidesmosomes (permettant les jonctions cellule-cellule et jonctions cellule-matrice 

respectivement). Les FIs cytoplasmiques sont classés en trois catégories selon le type de 

cellules : la vimentine et protéines apparentées dans les fibroblastes, les cellules gliales ou les 

cellules musculaires ; les cytokératines dans les cellules épithéliales et les neuro-filaments 

dans les neurones (Etienne-Manneville 2018). Les FIs sont également retrouvés au sein du 

noyau où ils forment un réseau grillagé de lamines intervenant lors de la transcription mais 

aussi nécessaire au contrôle de la rigidité du noyau lors de la migration cellulaire (Harada et 

al. 2014). 

 

1.3. Les microfilaments d’actine 
 

L’actine est l’une des protéines les plus conservées et abondantes chez les eucaryotes, 

après le collagène et l’hémoglobine. Il s’agit donc de la plus abondante protéine du 

cytosquelette (Pollard 2017). L’actine est présente sous deux formes dans la cellule : l’actine 

monomérique globulaire (ou actine G) et l’actine filamenteuse (ou actine F). Un cycle continu 

se réalise entre ces deux états de l’actine ce qui en fait des structures très dynamiques. 

L’actine F est formée par la polymérisation dépendante de l’ATP et réversible de monomères 
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d’actine G dont la structure est hélicoïdale et polarisée. À l’extrémité (-), la polymérisation est 

lente et la dépolymérisation est possible alors qu’à l’extrémité (+) se produit une 

polymérisation rapide (Dominguez and Holmes 2011).  

 

Les filaments d’actine, dont le diamètre est d’environ 8 nm, s’organisent en de 

multiples structures, comme l’anneau contractile de cytokinèse, les filopodes ou encore les 

microvillosités, les lamellipodes et les fibres de stress par exemple. Ces structures ont des 

fonctionnalités variées au sein de la cellule (Figure 4) (Chhabra and Higgs 2007). Bien que la 

plupart de ces fonctions nécessitent une localisation cytoplasmique, depuis plusieurs années, 

la présence d’actine nucléaire a été étudiée lui conférant un rôle dans l’activation de la 

transcription, la progression du cycle cellulaire mais aussi dans la réparation des dommages à 

l’ADN (Kelpsch and Tootle 2018 ; Venit et al. 2020 ; Schrank et al. 2018). 

 

Figure 4 : Structures d’actine dans une cellule eucaryote. 
Représentation schématique de la variété de structures d’actine pouvant se trouver dans une cellule 
en vue dorsale et en vue latérale. 
Adapté de Chhabra et Higgs 2007. 
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2. Protéines associées au cytosquelette d’actine 
 

Chez les eucaryotes pluricellulaires, il existe 6 isoformes d’actine codés par 6 gènes 

différents. Ces 6 isoformes sont classés en 3 groupes : α, β et γ. Deux isoformes sont exprimées 

de façon ubiquitaire dans les cellules non musculaires (actine β et actine γ1) et 4 sont 

spécifiques des cellules musculaires (actine α1 dans le muscle squelettique ; actine α2 et 

actine γ2 dans le muscle lisse ; actine αC dans le muscle cardiaque) (Pollard 2016). En 

revanche, de nombreuses protéines sont nécessaires à l’assemblage et au fonctionnement 

des filaments d’actine, ce sont les protéines associées à l’actine ou ABPs (Actin-Binding 

Proteins).  

 

2.1. La polymérisation de l’actine 
 

L’actine est une molécule dynamique, dynamisme acquis par un cycle de 

polymérisation/dépolymérisation. En effet, l’actine G et l’actine F cyclent au sein de la cellule. 

La polymérisation est dépendante de la fixation de l’ATP aux monomères d’actine G libres et 

entraine ainsi une polymérisation spontanée afin de former les filaments d’actine F (Nürnberg, 

Kitzing, and Grosse 2011). Ce phénomène comprend trois étapes : une phase de nucléation, 

une phase d’élongation puis une phase d’équilibre (Figure 5). 

 

Au cours de la phase de nucléation, les monomères d’actine G, liés à une molécule 

d’ATP, forment un « noyau » de 2 ou 3 monomères d’actine G. Cette étape est, d’un point de 

vue thermodynamique, très défavorable et lente. La phase d’élongation correspond à 

l’assemblage de ces noyaux en filaments, cette étape est plus rapide. Au cours de cette étape, 

les monomères d’actine vont s’additionner au niveau de l’extrémité (+). Lorsque le 

monomère, lié à l’ATP, est ajouté, l’ATP est hydrolysée en ADP et l’actine subit un changement 

conformationnel.  

 

Enfin, lorsque les filaments d’actine sont polarisés, la phase d’équilibre est atteinte, on 

parle de phénomène de « tread-milling » en référence au tapis roulant (Wegner 1982). En 

effet, le filament se trouve dans un état où l’extrémité (+) ou barbée (« barbed-end ») est 

constituée de monomères d’actine liés à de l’ATP et à l’extrémité (-) pointue (« pointed-
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end »), les monomères d’actine liés à l’ADP sont déstabilisés et le filament se dépolymérise. 

L’équilibre association-dissociation est alors atteint et la longueur du filament d’actine sera 

constante.  

 
Figure 5 : Polymérisation ATP dépendante des filaments d’actine. 
La polymérisation de l’actine se déroule en trois étapes. 
(1) Les monomères d’actine liés à l’ATP (rouge) constituent un noyau d’actine lors de la nucléation. 
(2) Au cours de l’élongation, le filament d’actine s’allonge et se polarise. 
(3) Après l’hydrolyse de l’ATP en ADP, la phase d’équilibre est atteinte. La polymérisation se fait à 
l’extrémité (+), l’actine est liée à l’ATP alors qu’à l’extrémité (-), les monomères d’actine liés à l’ADP 
(bleu) se dissocient. 
Adapté de Nürnberg, Kitzing, et Grosse 2011. 

 

2.2. Protéines de nucléation 
 

La nucléation de l’actine est stimulée par des signaux extracellulaires ou par des 

cascades de signalisation intracellulaires (Papalazarou and Machesky 2021). Les principaux 

nucléateurs sont le complexe Arp2/3, les formines et les protéines Spire (Figure 6) (Pollard 

2016) (Hohmann and Dehghani 2019). La nucléation de l’actine est une étape lente et 

thermodynamiquement peu favorable qui nécessite des facteurs supplémentaires, les NPFs 

(Nucleation Promoting Factors) afin d’accélérer cette étape.  
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Figure 6 : Comparaison des mécanismes de nucléation de l’actine. 
Trois familles de protéines régulent la nucléation des monomères d’actine (violet). 
(1) Nucléation spontanée des monomères d’actine en dimère ou trimère, phénomène instable 
nécessitant des facteurs de nucléation. Les filaments sont polarisés avec une extrémité barbée (B) et 
une extrémité pointue (P). 
(2) Le complexe Arp2/3 miment les « noyaux » d’actine et forme un réseau d’actine branchée. 
(3) Les dimères de formines stabilisent les monomères d’actine en les dimérisant et forment un réseau 
de filaments parallèles.  
(4) Les protéines Spire recrutent 4 monomères d’actine et allongent le filament d’actine. 
Adapté de Chhabra et Higgs 2007. 

 

Comme nous le verrons dans le chapitre 2, les RhoGTPases Rho, Rac et Cdc42 agissent 

en amont de ces principaux régulateurs de la nucléation de l’actine et, par ce biais, régissent 

ainsi toute l’organisation du cytosquelette d’actine. 
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2.2.1. Le complexe Arp2/3 
 

La première famille de protéines impliquées dans l’accélération du processus de 

nucléation de l’actine est le complexe Arp2/3 qui comprend 5 protéines ARPC (ARPC1-5) ainsi 

que les protéines Arp2 et Arp3. Le complexe Arp2/3 se lie à un filament d’actine « mère » afin 

d’initier la polymérisation d’un nouveau filament « fille » en formant un angle de 70° entre 

ces deux filaments (Figure 6). La répétition de ces branchements forme un réseau de filaments 

d’actine dit branché. A l’extrémité (+) du filament d’actine, le complexe allonge le filament en 

mimant un noyau d’actine tandis qu’il reste associé à l’extrémité (-) du filament (Fujiwara et 

al. 2002).  

De ce fait, le complexe Arp2/3 permet de structurer, d’organiser les filaments d’actine 

en une structure précise. Cependant son activité de nucléation n’est pas efficace s’il agit seul, 

le complexe doit être activé par l’un des facteurs favorisant la nucléation, les NPFs qui sont 

classés en deux familles (Blanchoin et al. 2014).  

 

2.2.1.1. NPFs de classe I 
 

La superfamille des protéines WASP est composée de 8 membres : WASP et N-WASP ; 

WAVE1, WAVE2 et WAVE3 (WASP-family verprolin homolog) ; WASH (WASP/Scar homolog) ; 

WHAMM (WASP Homolog associated with Actin, Membranes and Microtubules) et JMY 

(Junction-Mediating regulatorY protein). 

En N-terminal, les protéines WASP et N-WASP possèdent un domaine WH1 (Wasp 

Homology 1) de liaison aux protéines WIP (WASP Interacting Proteins) de façon à stabiliser les 

protéines. Ces deux protéines ont également un domaine de liaison aux RhoGTPases 

(présentées dans le chapitre 2), le domaine CRIB (Cdc42/Rac-Interactive Binding). 

En C-terminal, l’ensemble de ces protéines contient un domaine WA (W pour motif 

WH2 et A pour région Acide) entrainant l’activation de la nucléation et la formation d’un 

réseau d’actine branchée. Ce domaine comprend un ou plusieurs motifs WH2 (Wasp 

Homology 2) lui permettant de lier les monomères d’actine : un domaine A capable de lier 

l’extrémité (+) du filament et un motif de liaison au complexe Arp2/3.  
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Les fonctions cellulaires associées aux NPFs de classe I sont multiples et dépendent de 

la localisation des protéines. En effet, les protéines WAVEs et JMY participent à la 

polymérisation de l’actine lors de la formation du lamellipode en activant le complexe Arp2/3. 

Au cours de l’endocytose, la protéine N-WASP est impliquée alors que les protéines WASP et 

WAVE2 le sont lors de la phagocytose. Les NPFs participent au trafic intracellulaire comme 

WASH (endosome) N-WASP (vésicules) ou WHAMM (transport RE-Golgi). De plus, des agents 

pathogènes comme les bactéries Salmonella, Listeria ou Escherichia Coli peuvent induire un 

remodelage du cytosquelette d’actine via N-WASP, WAVE1, WAVE2 et WASH (Rottner, 

Hänisch, and Campellone 2010 ; Campellone and Welch 2010).  

 

2.2.1.2. NPFs de classe II 
 

La cortactine est le principal membre des NPFs de classe II accompagnée de HS1 

(Hematopoetic-Specific protein-1) qui est son homologue présent dans les cellules 

leucocytaires. Ces protéines ne possèdent pas de motifs WH2 donc n’interagissent pas avec 

les monomères d’actine.  

Cependant, elles peuvent recruter le complexe Arp2/3 et réguler la polymérisation de 

l’actine au niveau de l’actine corticale. De la même manière, les NPFs de classe II agissent au 

niveau des structures d’actine que sont les lamellipodes et les invadosomes, et au niveau de 

la synapse immune, pour, respectivement, la cortactine et HS1 (Campellone and Welch 2010 ; 

Markwell et al. 2019 ; Bryce et al. 2005). 

 
2.2.2. Les formines 

 

Une deuxième famille de nucléateurs de l’actine a été découverte, la famille des 

formines, qui est composée de 15 isoformes chez les mammifères. Contrairement au 

complexe Arp2/3, ces protéines possèdent plusieurs domaines et forment un réseau, non 

branché, de filaments d’actine disposés parallèlement. Ces protéines dimérisent via deux 

domaines FH2 (Formin Homology 2) qui interagissent avec l’extrémité barbée du filament 

d’actine (Figure 6) (Campellone and Welch 2010).  

Un autre domaine d’interaction à l’actine est présent pour toutes les formines, le 

domaine FH1 (Formin Homology 1). Le domaine FH1 est riche en prolines et permet la liaison 

de la profiline ce qui va accélérer l’élongation en fixant les monomères d’actine liés à l’ATP. 
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En se fixant au filament d’actine, les formines conduisent à l’élongation du filament en 

protégeant l’accès de l’extrémité barbée aux protéines de coiffage (Romero et al. 2004).  

 

2.2.3. Les autres nucléateurs 
 

La troisième famille de nucléateurs de l’actine regroupe les protéines Spire, Cordon 

Bleu et les Léiomodines. Le point commun de ces protéines est la présence de motifs WH2 qui 

leur confèrent leur activité nucléatrice, chaque domaine étant capable de fixer un monomère 

d’actine (Chhabra and Higgs 2007). Pour cette famille, comme pour les formines, les filaments 

d’actine formés ne sont pas branchés (Figure 6) (A. O. Bradley et al. 2020 ; Campellone and 

Welch 2010). 

 

Les protéines Spire 1 et 2 possèdent 4 domaines WH2 et peuvent donc fixer et 

stabiliser un tétramère d’actine G. Les protéines Spire se dissocient du filament rapidement 

après la nucléation. Ces protéines ont un rôle dans le transport entre l’appareil de Golgi et la 

membrane plasmique et peuvent médier une interaction entre les filaments d’actine et les 

microtubules.  

La protéine Cordon Bleu présente 3 domaines WH2, pouvant chacun fixer un 

monomère d’actine, et agit sur la polymérisation de l’actine au niveau des axones et dendrites 

dans les neurones hippocampiques (Husson et al. 2011).  

Enfin, les Léiomodines 1, 2 et 3 jouent leur rôle de nucléateur de l’actine dans les 

cellules musculaires squelettiques par la présence d’un domaine WH2 qui interagit avec la 

tropomoduline (Chereau et al. 2008). 

 

2.3. Autres protéines régulant la polymérisation  
 

Après l’initiation de la polymérisation grâce aux différents nucléateurs de l’actine, les 

ABPs régulent la polymérisation des filaments d’actine et leur organisation en les assemblant, 

les coiffant, en les fragmentant ou les stabilisant (Figure 7). Certaines ABPs ont également un 

rôle dans l’ancrage de l’actine, notamment à la membrane plasmique de la cellule. Au niveau 

des cellules musculaires, la myosine confère des capacités motrices par glissement sur les 
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filaments d’actine. Les principales ABPs sont présentées ci-dessous et les fonctions associées 

à ces protéines seront décrites (dos Remedios et al. 2003).  

 
Figure 7 : Les protéines de liaison à l’actine (ABPs). 
L’actine (sous forme monomérique ou filamenteuse) interagit avec de nombreuses protéines, les ABPs. 
Ces protéines ont différents rôles comme la séquestration de l’actine G, sa polymérisation. Elles 
peuvent favoriser la dépolymérisation spontanée ou la fragmentation des filaments et à l’inverse, la 
prévenir de ces phénomènes par stabilisation ou par coiffage de ces extrémités. Enfin, certaines ABPs 
permettent un ancrage entre cellules ou à la MEC. 
Adapté de SlideToDoc.com. 
 

2.3.1. Les protéines de coiffe 
 

En se fixant aux deux extrémités des filaments d’actine, les protéines de coiffe 

ralentissent le processus de polymérisation/dépolymérisation. Sans ces protéines, une dizaine 

de secondes suffisent à l’épuisement du stock d’actine G (De La Cruz et al. 2000). Afin de 

maintenir un pool constant de monomères d’actine, ces protéines bloquent l’ajout ou la perte 

des monomères par un encombrement stérique autour du filament d’actine.  

La tropomoduline bloque la dépolymérisation en se fixant à l’extrémité pointue autour 

de trois monomères d’actine contrairement à la protéine CapZ qui se lie à l’extrémité barbée 

(Lewis et al. 2014 ; Y. Bao et al. 2012).  

 

Actine G

Protéines d’ancrage

Protéines de séquestration

Protéines de coiffe
Protéines de stabilisation 

(réseau)

Protéines de stabilisation 
(faisceau)

Protéines de fragmentation
Dépolymérisation

Actine F polymériséeNucléateurs



 
 

24 

2.3.2. Les protéines de séquestration 
 

Dans le but de contrôler l’équilibre entre polymérisation et dépolymérisation, les 

protéines de séquestration limitent la polymérisation en se fixant aux monomères d’actine les 

empêchant ainsi de s’intégrer au filament d’actine. Ces protéines permettent de constituer un 

pool d’actine G utilisable pour la polymérisation de nouveaux filaments. 

La profiline va activer l’échange de nucléotides ADP-ATP au niveau des monomères 

d’actine. Au niveau de son interaction à l’actine, la profiline est en compétition avec une autre 

protéine de séquestration, la thymosine β4 qui, à l’inverse, se fixe préférentiellement aux 

monomères d’actine liés à l’ATP (Xue et al. 2014).  

 
2.3.3. Les protéines de fragmentation 

 
Afin d’assurer une concentration constante d’actine G disponible pour la 

polymérisation des filaments, une fragmentation des filaments déjà formés s’opère. Au niveau 

de l’extrémité barbée du filament, des protéines comme la famille des ADF-H (Actin 

Depolymerization Factor Homology domain) ou la gelsoline bloquent la polymérisation et 

favorisent la dépolymérisation.  

Le membre fondateur des ADF-H est ADF/cofiline qui engendre un détachement des 

branchements d’actine au niveau du complexe Arp2/3 (Wioland et al. 2017). La twinfiline est 

un autre membre de la famille des ADF-H. En fixant l’actine G et l’empêchant de se fixer au 

filament, la twinfiline bloque la polymérisation (Johnston et al. 2018). De façon calcium-

dépendante, la gelsoline va fragmenter les filaments en coiffant l’extrémité (+). En effet, la 

gelsoline peut agir en coopération avec la myosine capable de courber un filament d’actine 

par ses deux extrémités jusqu’à la rupture (Vemula et al. 2021).  

 

2.4. Autres protéines de liaison à l’actine  
 

2.4.1. Les protéines de stabilisation 
 

L’organisation des filaments d’actine est finement régulée et conditionne les 

propriétés notamment mécaniques des structures mises en place comme les lamellipodes ou 

les invadosomes. Les protéines de stabilisation ou de pontage sont impliquées dans la 

stabilisation des filaments d’actine sous forme de réseaux de maillage.  
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L’actine s’organise également sous forme de faisceaux, plus ou moins serrés, pouvant 

être parallèles (faisceaux serrés) ou antiparallèles (faisceaux larges). La fascine, la villine et la 

fimbrine permettent la formation de faisceaux parallèles qui n’ont pas de propriétés 

contractiles. Ces protéines sont présentes en majorité au niveau des structures d’actine telles 

que les filopodes (fascine et fimbrine), les invadosomes (fascine) ou encore au niveau des 

microvillosités (villine) (Blanchoin et al. 2014). La filamine permet la formation d’un réseau de 

mailles en croisant deux filaments d’actine (Winder and Ayscough 2005). 

A l’inverse, les faisceaux antiparallèles sont doués d’une propriété contractile. Dans les 

cellules musculaires, la dystrophine organise les filaments d’actine en sous-membranaire afin 

de lier le cytosquelette d’actine à la lame basale ce qui participe à la solidité et la résistance 

du tissu musculaire. Un déficit de cette protéine, causé par une altération génétique, est à 

l’origine la dystrophie musculaire de Duchenne (Norwood et al. 2000). L’α-actinine permet la 

liaison via la titine entre l’actine et la myosine II au sein du complexe acto-myosique 

responsable de la contraction musculaire dépendante du calcium. La présence de l’α-actinine 

n’est pas limitée aux cellules musculaires. En effet, l’α-actinine se retrouve également au 

niveau des adhésions focales en se liant aux récepteurs membranaires, les intégrines (Pinotsis 

et al. 2020).  

La caldesmone, la calponine ou encore la tropomyosine sont également des protéines 

de stabilisation des filaments d’actine qui se lient le long du filament et le protège de la 

dépolymérisation spontanée (Winder and Ayscough 2005).  

 

2.4.2. Les protéines d’ancrage 
 

L’ancrage des filaments d’actine à la membrane plasmique de la cellule est primordial 

pour que son ossature soit maintenue et que ses propriétés contractiles soient mises en place. 

Les zones d’ancrage sont présentes au niveau de points focaux d’adhésion entre la cellule et 

la MEC et au niveau des jonctions cellule-cellule.  

La spectrine, la vinculine, la paxilline ou encore la taline sont présentes au niveau des 

adhésions focales et permettent le lien entre la lame basale et le pôle basal de la cellule 

épithéliale. Des protéines de stabilisation déjà citées précédemment comme l’α-actinine, la 

dystrophine ou la filamine interviennent également dans l’ancrage des filaments d’actine. 

Enfin, la famille ERM (Ezrine, Radixine et Moésine) permet la réunion des filaments d’actine 
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avec la membrane plasmique en se fixant aux lipides par l’intermédiaire des domaines ERMAD 

(ERM Association Domains) (Fiévet, Louvard, and Arpin 2007).   

Les jonctions intercellulaires font intervenir l’α-caténine qui permet l’ancrage de 

l’actine au niveau de la jonction adhérente grâce au complexe composé notamment de l’E-

cadhérine et de la β-caténine. Dans les jonctions serrées, l’ancrage se fait via la protéine ZO-1 

(Zonula Occludens 1) à l’aide du complexe composé des protéines claudine et occludine 

(Cerutti and Ridley 2017).  

 

2.4.3. Les protéines motrices 
 

La dernière catégorie de protéines de liaison à l’actine est composée des protéines 

motrices, les myosines, nécessaires à la génération de la contraction musculaire mais 

également à la division et la motilité cellulaire. Parmi les différentes familles de myosine, la 

myosine II comprend 3 isoformes et est formée d’un ensemble de 6 chaines : 2 chaines lourdes 

et 4 chaines légères dont 2 sont dites essentielles et 2 régulatrices. Ces protéines permettent 

la contraction que ce soit dans les cellules musculaires ou non musculaires.  

 

L’hydrolyse de l’ATP en ADP apporte l’énergie nécessaire à la contraction par 

glissement des filaments d’actine organisés en faisceaux antiparallèles. La libération d’énergie 

engendrée par l’hydrolyse de l’ATP est régulée par l’état de phosphorylation de la chaine 

légère de la myosine régulatrice. La phosphorylation est activée par la MLCK (Myosin Light 

Chain Kinase) et inactivée par la MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase). MLCK est régulée 

directement par les RhoGTPases lors de la formation des fibres de stress (Unbekandt and 

Olson 2014). 

La myosine I quant à elle, est capable de se lier à la membrane plasmique et de générer 

des vésicules comme les vésicules d’endocytose, phénomène faisant intervenir également la 

myosine VI. La myosine V permet le transport de cargos au sein de vésicules dans la cellule.  

Une multitude de protéines interagissent avec l’actine qu’elle soit monomérique ou 

filamenteuse, interviennent dans les différentes étapes de polymérisation ou de 

dépolymérisation ainsi que dans la formation et la régulation des différentes organisations 

des filaments d’actine. Ces organisations en faisceaux ou en réseaux ont pour conséquence la 

formation de structures d’actine responsables de fonctions cellulaires variées.  
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3. Structures et fonctions physiopathologiques de 
l’actine  

 

Les tissus sont composés de cellules et de MEC qui interagissent en permanence. Le 

remodelage de la MEC est permanent, adaptatif et nécessite une régulation de la synthèse et 

de la dégradation de ses composants. Un déséquilibre de cette régulation entraine une 

augmentation ou une diminution de la synthèse de ces composants voire une absence de 

dégradation ce qui conduit à différentes pathologies. Les fonctions de la MEC sont liées au 

microenvironnement des cellules. La MEC participe à de multiples processus biologiques tels 

que l’adhérence, la motilité et la migration ou encore la prolifération des cellules. La MEC 

intervient dans l’étirement et la compression de tissus via ses propriétés mécaniques mais 

aussi dans la signalisation cellulaire par le biais de récepteurs et la régulation de diffusion de 

molécules comme les facteurs de croissance ou les métabolites (Sala, Ros, and Saltel 2020).  

 

Le cytosquelette d’actine a un rôle dans ces différentes fonctions cellulaires ce qui 

implique que les filaments d’actine adoptent des organisations structurales différentes. Les 

principales structures impliquant l’actine sont détaillées et leurs fonctions physiologiques et 

pathologiques décrites dans cette partie.  

 

3.1. Cortex/Jonctions cellulaires : Armature et 
communication cellulaires 

 

Un rôle majeur de l’actine est de maintenir l’ossature de la cellule et à une plus grande 

échelle la cohésion tissulaire. Afin de parvenir à ces deux objectifs, l’actine forme une 

couronne sous la membrane plasmique cellulaire et forme, à l’aide de protéines annexes, des 

jonctions pour lier les cellules entre elles ou avec la matrice environnante. 

 

L’actine corticale est observable dans la région sous-membranaire où elle forme une 

couronne (Figure 3). En premier lieu, cette localisation donne la morphologie de la cellule. 

Cela permet également de polariser la cellule, notamment avec la présence des microvillosités 
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au pôle apical des cellules épithéliales, la formation de jonctions en position latérale et 

l’interaction du pôle basal de la cellule avec la lame basale (Chhabra and Higgs 2007).  

L’actine sous-membranaire permet à la cellule d’acquérir une cohésion avec ce qui 

l’entoure à savoir une autre cellule ou la MEC. L’actine est impliquée dans les jonctions 

intercellulaires comme les jonctions serrées et adhérentes et aussi dans les jonctions cellules 

matrice comme les contacts focaux. Les protéines impliquées dans la formation de ces 

jonctions ont été décrites dans le paragraphe « Protéines d’ancrage » et sont rassemblées 

dans le tableau 1.  

 
Tableau 1 : Les jonctions cellulaires impliquant le cytosquelette d’actine. 
Dans ce tableau, sont listées les types de jonctions cellulaires impliquant l’actine ainsi que leurs 
fonctions et les protéines intervenant dans ces jonctions. 
 

Au pôle apical, les jonctions serrées « Zonula Occludens » des cellules endothéliales et 

des cellules épithéliales forment une jonction étanche pour empêcher le passage de molécules 

entre les cellules. Les jonctions adhérentes « Zonula Adherens » interviennent dans la 

cohésion intercellulaire de la cellule. Enfin, au pôle basal, les contacts focaux interviennent 

dans l’ancrage de la cellule à la MEC où la taline permet l’activation des récepteurs 

membranaires, les intégrines (Cerutti and Ridley 2017).  

Cette cohésion tissulaire est altérée dans le cadre du cancer, lors de l’EMT. Un switch 

entre la perte d’expression de marqueurs épithéliaux et l’acquisition de l’expression de 

marqueurs mésenchymateux déstabilise les jonctions intercellulaires, l’ancrage à la matrice et 

la polarité apico-basale fragilisant ainsi l’intégrité du tissu et favorisant l’échappement de 

cellules cancéreuses. 

 

Type de jonctions Fonctions Molécules 
transmembranaires

Molécules 
cytoplasmiques

Serrée 
Zonula Occludens

Etanchéité intercellulaire Claudine
Occludine
JAM

ZO-1 & ZO-2
Spectrine

Adhérente 
Zonula Adherens

- Ancrage intercellulaire
- Cohésion tissulaire

Cadhérines α-caténine
β-caténine

Contact focal - Ancrage de la cellule à la MEC
- Cohésion tissulaire

Intégrines Taline
Vinculine
α-actinine
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3.2. Structures impliquées dans la migration cellulaire 
 

La migration cellulaire intervient dès le stade embryonnaire au cours de la 

morphogenèse. Puis de façon physiologique, elle assure la cicatrisation après une blessure et 

le maintien de l’intégrité des tissus en cas de mort cellulaire. Au cours de l’EMT, les cellules 

acquièrent des propriétés migratoires et invasives favorisant la progression tumorale. Dans 

les années 1970, Abercrombie et al. définissent les différentes étapes de la migration cellulaire 

ainsi que les structures d’actine impliquées (Figure 8) (Abercrombie, Heaysman, and Pegrum 

1970a ; Abercrombie, Heaysman, and Pegrum 1970b ; Abercrombie, Heaysman, and Pegrum 

1970c). 

 
Figure 8 : La migration cellulaire nécessite la combinaison de diverses structures d’actine. 
(1) Le lamellipode se forme au niveau du front de migration par extension de la membrane plasmique, 
structure à partir de laquelle les filopodes s’allongent. 
(2) Des récepteurs et molécules permettent l’adhésion de la cellule à son milieu environnant à 
l’extrémité des filopodes. 
(3) Le complexe actine-myosine entraine la contraction de la cellule et le mouvement du corps cellulaire 
vers le front de migration. 
(4) Des fibres des rétraction détachent l’arrière de la cellule par perte d’adhésion au substrat et 
dépolymérisation de l’actine. 
Adapté de Mattila et Lappalainen 2008. 

Front de migrationDirection du mouvement

3

1

2

4

Lamellipode Filopode

Points d’adhésion
Fibres de stress
Fibres de rétraction

Réseau d’actine
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Dans un premier temps, la cellule s’étale sur quelques micromètres avec une structure 

très dynamique d’actine branchée, le lamellipode. Située au niveau du front de migration, 

cette structure est dépourvue d’organelles et la polymérisation de l’actine dépendante du 

complexe Arp2/3 permet l’extension de la membrane plasmique. En effet, lorsque le 

complexe Arp2/3 est délété, cela entraine une absence de lamellipode chez la souris et une 

diminution significative de l’étalement des cellules chez la drosophile (Rogers et al. 2003 ; 

Steffen et al. 2006).  

A partir du lamellipode, à l’aide du complexe Ena/VASP (de formines et de la myosine 

X), les filaments d’actine se réorganisent et s’allongent pour former des filopodes capables de 

créer des points focaux d’adhésion entre la cellule et la MEC. Au sein des filopodes, l’actine 

est organisée sous forme de faisceaux parallèles au niveau desquels des récepteurs 

transmembranaires comme les intégrines recrutent des molécules d’adhésion, des kinases ou 

des GTPases afin de réguler ces structures (Jacquemet, Hamidi, and Ivaska 2015).  

Le complexe acto-myosique, par glissement des fibres de tension d’actine (ou fibres de 

stress) sur les molécules de myosine, entraine la contraction de la cellule vers le front de 

migration. La GTPase RhoA intervient en régulant d’une part la myosine, via l’activation de 

ROCK, et d’autre part, la polymérisation de l’actine, via l’activation de la formine mDia 

(Burridge and Guilluy 2016). 

Enfin, lors de la dernière étape de la migration cellulaire, l’arrière de la cellule se 

rétracte et se détache du substrat par perte des contacts focaux, dépolymérisation ou 

fragmentation des filaments d’actine, recyclage des intégrines et des protéines associées à 

l’actine (Cramer 2013). 

 

Une double organisation du réseau d’actine est donc nécessaire à la migration 

cellulaire impliquant de nombreux partenaires protéiques. A chaque étape, une ou plusieurs 

protéines de la famille des GTPases interviennent dont RhoA, Rac1 et Cdc42. Ces protéines 

font l’objet du chapitre 2 où leurs fonctions et leurs régulations seront détaillées.  
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3.3. Structures impliquées dans l’invasion cellulaire  
 

Les invadosomes sont des structures d’actine impliquées dans l’invasion cellulaire. Ce 

terme « invadosome » regroupe les podosomes et les invadopodes, différant selon le type de 

cellules où ils se forment. Les podosomes sont présents dans les cellules normales telles que 

les cellules endothéliales, les ostéoclastes ou les macrophages tandis que les invadopodes 

sont retrouvés dans les cellules tumorales. Comme les lamellipodes, les invadosomes sont 

présents dès le stade embryonnaire où ils vont réguler la migration des cellules lors de la 

gastrulation (D. A. Murphy and Courtneidge 2011). Dans la cellule, ces structures de 

dégradation s’organisent de différentes façons et peuvent être présentes dans la cellule de 

façon constitutive mais ils peuvent aussi apparaitre suite à un stimulus interne ou externe 

(Figure 9) (Di Martino et al. 2016). 

 
Figure 9 : Différentes organisations des invadosomes. 
Les invadosomes sont des structures d’actine F (rouge) pouvant s’organiser différemment selon le type 
de cellules et les stimuli auxquelles ces structures répondent. 
(1) Invadosomes sous forme d’agrégats.  
(2) Invadosomes organisés en points. 
(3) Invadosomes de type rosette. 
(4) Invadosomes linéaires, formés le long des fibres de collagène de type I (gris). 
En haut, sont représentés schématiquement les différentes organisations d’invadosomes 
accompagnées, en dessous, par des images de microscopie confocale ainsi que les types cellulaires 
associés aux structures. Échelle : 10μm. 
Adapté de Di Martino et al. 2016. 
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Plusieurs types cellulaires forment des invadosomes de façon constitutive, sans besoin 

de stimulation, les cellules cancéreuses présentent des invadosomes constitutifs tout comme 

les cellules de la lignée hématopoïétique. De nombreux stimuli permettent de former des 

invadosomes comme l’activation de la GTPase Cdc42 induisant la formation d’invadosomes 

de type point dans les cellules endothéliales (Moreau et al. 2003). L’activation de la GTPase 

RhoA et de la kinase Src permettent la formation des invadosomes de type rosette dans des 

fibroblastes (Berdeaux et al. 2004). Des cytokines et des facteurs de croissance tels que VEGF, 

EGF, TGFβ, TNFα stimulent la formation d’invadosomes aussi bien dans des cellules 

endothéliales que dans des cellules tumorales (Osiak, Zenner, and Linder 2005 ; Mandal, 

Johnson, and Wheelock 2008 ; Varon et al. 2006). Des éléments de la MEC participent à la 

formation d’invadosomes. En effet, des travaux de l’équipe ont montré que le collagène de 

type I favorise la formation d’invadosomes linéaires, le long de la fibre de collagène via 

l’activation de la voie Cdc42-Tuba (Juin et al. 2012 ; Juin et al. 2014). D’autres éléments de la 

MEC comme la fibronectine et la vitronectine induisent la formation de podosomes, 

respectivement, dans les ostéoclastes et dans les fibroblastes (Destaing et al. 2010). 

 

Les invadosomes sont des structures d’actine F combinant la polymérisation de l’actine 

et une activité protéolytique conférée par le recrutement des métalloprotéases matricielles 

(MMPs) (Di Martino et al. 2016 ; Markwell et al. 2019).Ces activités se reflètent dans la 

composition moléculaire des invadosomes, un cœur d’actine F entouré de protéines de liaison 

à l’actine et de protéines d’échafaudage ainsi que les MMPs sécrétées ou membranaires 

(Figure 10).  

Parmi les protéines de liaison à l’actine sont retrouvées le complexe Arp2/3 et les NPFs, 

N-WASP et la cortactine, permettant la polymérisation de l’actine au sein de ces structures. 

Des protéines d’échafaudage, comme Tks4 et Tks5, composent les invadosomes et sont 

nécessaires à leur formation (Buschman et al. 2009 ; Diaz et al. 2009). Une signature 

moléculaire minimale a été démontrée avec la présence de Tks5 et l’activation de Cdc42 

nécessaires à la formation de structures fonctionnelles (Di Martino et al. 2014). 
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Figure 10 : Composition moléculaire des invadosomes. 
Représentation schématique d’un invadosome avec un cœur d’actine filamenteuse entouré de 
protéines de liaison à l’actine, d’échafaudage ainsi que des récepteurs transmembranaires et des 
protéases dégradant la MEC. 
Adapté de Paterson et Courtneidge 2018. 
 

La formation des invadosomes se déroule en plusieurs étapes : initiation, assemblage 

et maturation. Les facteurs de croissance (PDGF, EGF ou TGFβ) initient la formation des 

invadosomes en activant via leurs récepteurs, PI3K (Phosphoinositide 3-kinase). Src 

phosphorylé par PI3K lie Tks5 et se localise au niveau de la membrane plasmique. La phase 

d’initiation nécessite l’adhésion de la cellule à la MEC via des contacts focaux et des récepteurs 

transmembranaires. Plusieurs familles de récepteurs sont impliquées dans la liaison entre la 

cellule et la MEC selon la composition de la matrice entourant la cellule : les intégrines, CD44 

et les récepteurs à domaine discoïdine (DDRs) et sont responsables de la formation de 

différents types d’invadosomes (D. A. Murphy and Courtneidge 2011). Le récepteur au 

collagène DDR1 est nécessaire à la formation des invadosomes linéaires (Juin et al. 2014) 

tandis que les intégrines (majoritairement β1, β2 et β3) et CD44 régulent la formation des 

autres formes d’invadosomes (Beaty et al. 2013 ; Chabadel et al. 2007).  

Au cours de l’étape d’assemblage, le recrutement et l’activation des protéines 

régulatrices de l’actine comme le complexe Arp2/3, la phosphorylation de facteurs clés des 

invadosomes tels que Tks5, la cortactine ou la fascine ainsi que la production de ROS (espèces 

Intégrines

DDRs

MMPs

Protéines d’échafaudage

Composants dégradés de la MEC

Filaments d’actine

Protéines de liaison à l’actine 
(Arp2/3, cofiline, cortactine, WASP)
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réactives de l’oxygène) se déroulent en parallèle et conduisent à la polymérisation de l’actine 

et à l’agrandissement de la structure. 

Lorsque l’invadosome est formé, son activité protéolytique est mise en place par la 

sécrétion ou la présentation à la membrane de protéases impliquées dans la dégradation de 

la matrice, principalement les MMPs. Chez l’Homme, il existe 23 MMPs qui sont exprimées 

sous une forme inactive dans la cellule et qui nécessitent un clivage afin de les rendre matures.  

Les principales MMPs retrouvées au sein des invadosomes sont MMP-2 et MMP-9, protéases 

sécrétées ainsi que MT1-MMP (ou MMP-14) qui est une protéase transmembranaire pouvant 

cliver et activer MMP-2. Ces MMPs, capables de dégrader les différents composants de la MEC 

(collagènes, gélatine, fibronectine, laminine, …), sont surexprimées dans de nombreux types 

de cancers et sont associées à la formation de métastases et à un mauvais pronostic (Jacob 

and Prekeris 2015). 

 

3.4. Anneau de cytokinèse et actine nucléaire : Division et 
prolifération cellulaires 

 

Le cycle cellulaire comprend plusieurs phases : une phase G1, une phase S de 

croissance et de préparation à la réplication de l’ADN, puis une phase G2, phase de croissance 

et de préparation à la phase M ou mitose et enfin la mitose (Lemmens and Lindqvist 2019). À 

la fin du cycle cellulaire, une cellule mère se divise en deux cellules filles au cours de la mitose. 

Ce processus comprend plusieurs étapes (Figure 11).  

 

Lors de l’interphase, le matériel génétique est sous forme de chromatine formant des 

chromosomes non individualisés. Les chromosomes sont constitués de 2 chromatides reliées 

par un centromère (ou kinétochore) et ils s’individualisent au cours de la prophase. Le 

centrosome se duplique et les centrosomes se séparent et débutent leur migration vers les 2 

pôles de la cellule. L’enveloppe nucléaire disparait et les microtubules forment le fuseau 

mitotique. Les chromosomes se retrouvent alignés au niveau de la plaque équatoriale et sont 

attachés aux microtubules, c’est la métaphase.  
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Figure 11 : Formation d’un anneau d’actine lors de la mitose. 
Représentation schématique des différentes étapes de la mitose : interphase, prophase, métaphase, 
anaphase et télophase montrant la division d’une cellule mère en deux cellules filles (et de son matériel 
génétique, en violet). Au cours de l’anaphase, un anneau d’actine se forme (en rouge) et se contracte 
lors de la télophase pour séparer les deux futures cellules.  
Figure réalisée avec Servier Medical Art.  
 

Lors de l’anaphase, les 2 chromatides se séparent et migrent vers les pôles de la cellule, 

qui se dépolymérisent. De par sa localisation corticale, l’actine a un rôle au cours de l’anaphase 

lorsque la cellule s’allonge avec un contrôle de la rigidité de la cellule (Field and Lénárt 2011).  

Cette étape marque le début de formation de l’anneau d’actine et de myosine autour 

de la cellule, au niveau de la plaque équatoriale. Cet anneau d’actine se contracte créant un 

sphincter jusqu’à la reconstitution des enveloppes nucléaires et la décondensation des 

chromosomes au cours de la télophase (cytokinèse ou cytodierèse).  

Les deux cellules filles sont alors séparées, chacune avec une chromatide, et 

poursuivent leur cycle cellulaire en phase G1. Une cellule peut sortir du cycle cellulaire, dans 

Interphase

Prophase

Métaphase

Anaphase
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Deux cellules filles
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une phase G0, de quiescence ou dormance, et ainsi ne pas proliférer. Après le stimuli d’un 

agent mitogène, la cellule quiescente rejoint un état prolifératif en rentrant dans le cycle 

cellulaire. 

 

L’actine se localise également dans le noyau où elle est présente sous forme de 

monomères d’actine G ou sous forme de polymères sans structure filamenteuse stricte ou 

sous forme de larges polymères dont la structure est similaire au filament d’actine 

cytoplasmique (Kelpsch and Tootle 2018).  

Une des fonctions de l’actine nucléaire concerne le remodelage de la chromatine et la 

ségrégation des chromosomes mimant les rôles de l’actine nucléaire chez les procaryotes. En 

effet, MreB (actine bactérienne) est nécessaire à la migration des chromosomes lors de la 

division bactérienne (Soufo and Graumann 2003). De plus, de l’actine est retrouvée au niveau 

du fuseau mitotique chez le Xénope et la drosophile (Woolner et al. 2008 ; Wineland, Kelpsch, 

and Tootle 2018). Par ailleurs, l’actine régule également la réplication de l’ADN par inhibition 

de l’activité de la formine empêchant le transport nucléo-cytoplasmique et favorisant 

l’initiation de la réplication (Parisis et al. 2017).  

 

De ce fait, l’actine présente dans le noyau et dans le cytoplasme a un rôle primordial 

au cours de plusieurs étapes de la progression du cycle cellulaire. Ce processus est dérégulé 

dans le cancer et favorise l’échappement à la quiescence et la prolifération anarchique des 

cellules cancéreuses. 

 

 

Le cytosquelette d’actine est donc un constituant majoritaire de nos cellules et, par le 

biais d’une multitude de structures, régule de nombreuses fonctions cellulaires. Ces structures 

d’actine sont finement régulées afin de maintenir l’homéostasie tissulaire mais une 

dérégulation des composants de ces structures entraine un remodelage du cytosquelette 

d’actine aboutissant à l’apparition de phénomènes pathologiques comme le développement 

d’un cancer. Cette régulation est principalement établie par les GTPases de la famille Rho.  

 
 

 



 
 

37 

 

  



 
 

38 

 

  



 
 

39 

 

 
 
 
 
 

 

Chapitre 2  

- 

Les GTPases Rho 

  



 
 

40 



 
 

41 

Comme démontré dans le premier chapitre, le cytosquelette d’actine régit la 

morphologie et la polarité de la cellule et, par ses propriétés dynamiques, permet à la cellule 

de se mouvoir, d’envahir et de se diviser. La compréhension des mécanismes de régulation du 

cytosquelette est essentielle au vu de son implication dans de nombreuses fonctions 

cellulaires. Cette compréhension est d’autant plus importante que des dérégulations de ces 

mécanismes sont à l’origine de multiples pathologies. Les petites GTPases de la famille Rho 

sont les régulateurs majeurs du remodelage du cytosquelette d’actine. À travers leur 

régulation, leur activation, les interactions avec des protéines cibles, les GTPases Rho 

contrôlent des processus biologiques tels que la migration cellulaire, le cycle cellulaire ou 

encore la transcription des gènes (Hall 1998).  

 

1. Introduction sur les GTPases 
 

Lors de la transduction d’un signal au sein de la cellule, les GPCRs (Récepteurs Couplés 

aux Protéines G) activent les protéines G trimériques (composées des sous-unités α, β et γ) 

mais la transduction du signal peut également se faire via les petites protéines G, 

monomériques. Leur structure est proche de celle de la sous-unité α des protéines G 

trimériques et sont appelées les petites GTPases (Small Guanosine Triphosphatase) de la 

superfamille Ras. Plus de 150 membres composent cette superfamille dont la majorité 

possède une séquence très conservée au cours de l’évolution de S. cerevisiae à l’Homme, en 

passant par C. elegans ou la drosophile (Colicelli 2004). Les membres fondateurs des petites 

GTPases, découverts dans les années 1960, sont les protéines oncogéniques Ras codées par 

les gènes RAS identifiés chez des rats développant une leucémie et des sarcomes après une 

infection par un virus leucémogène chez la souris (Harvey 1964).  

Les fonctions associées aux petites GTPases dépendent de l’activation d’effecteurs en 

aval et sont régulées en amont par plusieurs familles de protéines (activatrices ou 

inactivatrices). Cette régulation très fine a lieu en jouant notamment sur la localisation 

subcellulaire des GTPases. En effet, les GTPases se localisent au niveau de structures riches en 

actine pour réguler et contrôler des fonctions associées au cytosquelette d’actine.  

 

Les GTPases possèdent des caractéristiques structurales communes. Elles présentent 

ainsi un domaine G d’environ 20 kDa (kiloDaltons) contenant un feuillet β entouré de 6 hélices 
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α. Ce domaine G comporte 5 motifs G ou « G box » partagés par les membres de la 

superfamille Ras (Figure 12). Ce sont des motifs conservés permettant la liaison des 

nucléotides guanine et l’hydrolyse du GTP en GDP (Bourne, Sanders, and McCormick 1991 ; 

Wennerberg, Rossman, and Der 2005).  

 

Figure 12 : Séquence et sites consensus des petites protéines G monomériques. 
La présence de 5 motifs G conservés constitue le domaine G des petites GTPases et lui permet de lier 
le GTP et de l’hydrolyser en GDP. Les domaines Switch I et II modifient la structure de la protéine selon 
la liaison avec du GTP ou du GDP. En C-terminal, le domaine de liaison à la membrane via les lipides 
permet un ancrage de la protéine après des modifications post-traductionnelles.  

 

Au niveau N-terminal, le motif G1 (GXXXXGKS/T) forme une boucle P permettant la 

liaison au phosphate-α et au phosphate-β du GTP ou du GDP. Le motif G2 contient une 

thréonine conservée. La thréonine T35 localisée dans le domaine Switch I va, selon la liaison 

du GTP ou du GDP, changer la conformation de la boucle (Figure 13). Le motif G3 (DXXGQ/H/T) 

contient un résidu capable de fixer un ion Mg2+ et de former une liaison avec le phosphate-γ 

du GTP afin d’hydrolyser le GTP. La conformation de ce motif G3 est modifiée lorsque la 

GTPase est liée au GTP ou au GDP par une ouverture du domaine Switch II (Figure 13). Enfin, 

en C-terminal, le motif G4 (T/NKXD) forme une boucle hydrophile afin de stabiliser la liaison 

du nucléotide guanine. Le motif G5 (C/SAK/L/T) interagit de façon indirecte avec le nucléotide 

en stabilisant le motif G4 (Bourne, Sanders, and McCormick 1991).  
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Figure 13 : Changement de conformation des GTPases. 
Sous leur forme active, les GTPases lient le GTP (en rouge sur la figure de gauche) par une interaction 
forte via des liaisons hydrogène entre le phosphate γ du GTP et les acides aminés Thr35 et Gly60 des 
domaines Switch I et Switch II respectivement (en bleu et violet). Après inactivation de la GTPase par 
hydrolyse du GTP en GDP (en orange) et libération du phosphate γ, les domaines Switch se relâchent 
(en bleu foncé et vert) et adoptent une conformation différente. 
(1) Représentation du changement de conformation par une vue en 3D de la structure d’une GTPase.  
(2) Représentation du changement de conformation par une vue en 2D de la GTPase. 
Adapté de Gasper et Wittinghofer 2020. 
 

1.1. La régulation cyclique des petites GTPases 
 

Les petites protéines G agissent, pour la plupart, comme des interrupteurs 

moléculaires dans la cellule en étant présent sous deux formes : un état actif lié au GTP et un 

état inactif lié au GDP (Bourne, Sanders, and McCormick 1990). En amont, ces interrupteurs 

moléculaires peuvent être activés par plusieurs signaux extracellulaires ou intracellulaires tels 

que les facteurs de croissance, les molécules de la MEC ou encore les hormones. Leur 

régulation fait intervenir 3 familles de protéines : les GEFs, les GAPs et les GDIs (Figure 14).  

 

En absence de signal, les GTPases sont reliées au GDP et inactives. Les GTPases sont 

séquestrées dans le cytosol par les GDIs (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) par le 

masquage des sites de modifications par les lipides. Un signal va libérer la GTPase du GDI et 

permettre le recrutement à la membrane de la protéine par une modification lipidique. Des 

modifications post-traductionnelles de farnésylation ou de géranylgéranylation ont été mises 

en évidence. Ces modifications leur permettent d’interagir avec les lipides membranaires 

(Figures 12 & 14) (Patrick J. Roberts et al. 2008). En effet, au niveau du domaine CAAX, des 
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farnésyl-transférases ou des géranylgéranyl-transférases entrainent l’ajout de groupement 

farnésyl (15 carbones) ou géranyl (20 carbones). Le domaine CAAX est situé en C-terminal de 

la protéine, et contient une cystéine, deux acides aminés aliphatiques et un acide aminé 

terminal. 

 
Figure 14 : Cycle des membres de la superfamille Ras. 
Les petites GTPases oscillent entre deux états : actif lié au GTP et inactif lié au GDP via l’intervention 
de protéines régulatrices. Les GEFs permettent l’échange du GDP en GTP tandis que les GAPs 
catalysent l’hydrolyse du GTP en GDP. Les GDIs permettent de maintenir le GDP lié à la GTPase. Sous 
sa forme activée, la protéine permet l’activation d’effecteurs allant réguler de nombreuses fonctions 
biologiques. 

 

Les GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) interviennent dans l’activation de la 

GTPase. La liaison entre le GDP et la GTPase est forte. L’échange du GDP en GTP nécessite 

l’aide d’une protéine GEF. La GTPase active déclenche alors la signalisation en aval. 

L’inactivation des GTPases se produit par hydrolyse du GTP en GDP par la GTPase elle-même. 

Cependant, l’activité d’hydrolyse intrinsèque de la GTPase est faible. Les GAPs (GTPase-

Activating Proteins) sont responsables de l’inactivation de la GTPase en catalysant la réaction 
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d’hydrolyse du GTP en GDP (Figure 14). La GTPase inactive pourra alors être séquestrée de 

nouveau par un GDI ou de nouveau recrutée à la membrane de façon à continuer le cycle 

(Wennerberg, Rossman, and Der 2005 ; Cherfils and Zeghouf 2013). 

 

Le changement de liaison au GTP et au GDP s’effectue au niveau d’une boucle P de 

liaison au phosphate avec de part et d’autre de la boucle, les domaines Switch I et Switch II 

correspondant aux acides aminés 30-38 et 59-67 respectivement, en se basant sur la 

nomenclature de la GTPase Ras. Ces deux domaines sont responsables de la notion 

d’interrupteurs moléculaires en permettant le changement de conformation entre la GTPase 

liée au GTP ou au GDP. Ces domaines Switch correspondent aux régions entourant la boîte G2 

et la boîte G3 (Figure 12). Dans la forme liée au GTP, deux résidus sont notamment essentiels 

pour la liaison du phosphate γ du GTP : la thréonine en position 35 du domaine Switch I et la 

glycine en position 60 du domaine Switch II (d’après la séquence de Ras) (Herrmann et al. 

1998 ; Ford et al. 2005). Par la formation de deux liaisons hydrogène, ces deux acides aminés 

permettent une forte affinité de la GTPase active avec ses effecteurs. Sous cette conformation 

active, la GTPase sera reconnue par les protéines régulatrices GAPs (Figure 14) (Gasper and 

Wittinghofer 2020).  

Deux résidus sont importants pour l’hydrolyse du GTP en GDP, médiée par les 

protéines GAPs. La glycine en position 60 du domaine Switch II (motif G3) active une molécule 

d’eau qui libère le phosphate γ par attaque nucléophile (Figure 14) (Ford et al. 2005). La 

glutamine en position 63 du motif G3 est également essentielle dans l’hydrolyse du GTP 

catalysée par les protéines GAPs. En effet, la toxine CNF1 (cytotoxic necrotizing factor 1) agit 

par déamidation de cette glutamine et maintient la GTPase constitutivement active en 

rendant impossible l’hydrolyse du GTP (Schmidt et al. 1997 ; Cherfils and Zeghouf 2013). 

Après hydrolyse du GTP, les deux domaines Switch présentent une conformation 

relâchée. Ce changement de conformation rend l’interaction de la GTPase inactive avec ses 

effecteurs impossible. Ce changement permet la reconnaissance de protéines régulatrices 

comme les GDIs avant un nouveau signal entrainant le recrutement et l’activation de la 

GTPase (Biou and Cherfils 2004). 

 

 
 



 
 

46 

1.2. Les différentes familles des petites GTPases 
 

Les différents membres de la superfamille Ras ont été répartis en 5 familles : Ras, Rho, 

Rab, Ran et Arf, selon l’analyse des séquences des gènes, les structures et les fonctions 

associées aux petites GTPases (Figure 15). Pour certains membres, il n’existe pas de données 

concernant leur structure ou leur fonction permettant de les affilier à une famille, ils sont donc 

« non classés ». De plus, de nombreux pseudogènes sont présents dans le génome humain 

ainsi que des gènes codant pour des protéines présentant des séquences similaires à certaines 

GTPases (Wennerberg, Rossman, and Der 2005). 

 
Figure 15 : Arbre phylogénétique des membres de la superfamille Ras. 
Les petites GTPases de la superfamille Ras sont réparties en 5 familles selon leurs séquences et leurs 
fonctions : Ras, Rho, Rab, Ran, Arf et une famille regroupant des membres non classés. 
Adapté de Colicelli 2004. 

 

1.2.1. Ras 
 

La famille Ras (Rat Sarcoma) correspond au premier groupe découvert, raison pour 

laquelle le nom Ras est donné à l’ensemble des petites protéines G monomériques. Il existe 

39 protéines Ras (Figure 15). Ces protéines sont responsables d’activation de voies de 

signalisation cytoplasmiques dont les majoritaires sont (1) la voie des MAPK impliquée dans 

la prolifération et la survie cellulaires ou encore l’EMT et (2) la voie PI3K/Akt/mTOR régulant 

la synthèse des protéines, la prolifération et la migration cellulaire (Simanshu, Nissley, and 

McCormick 2017).  
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Des mutations des gènes RAS ou des régulateurs de Ras rendent constitutivement 

actives ces protéines et favorisent le développement de pathologies comme le cancer, des 

troubles neurologiques ou des RASopathies (ensemble d’affections dès le développement 

embryonnaire causé par des mutations au sein de gènes RAS dans les cellules germinales).  

Des mutations ponctuelles des gènes RAS sont retrouvées dans environ 20% des 

tumeurs humaines, avec 85% sur le gène KRAS, 15% sur NRAS et moins de 1% sur HRAS.  Le 

gène KRAS est notamment muté dans 90% des cancers du pancréas et plus de 40% des cancers 

colorectaux. NRAS est muté dans près d’un mélanome sur quatre et HRAS, bien que plus rare, 

est muté dans 5% des cancers de la vessie. Des mutations sur les gènes codant la protéine 

RasGAP p120RasGAP et la RasGEF SOS1 (Son of Sevenless 1) sont retrouvées dans 6 à 8% des 

cancers de l’endomètre. Parmi les effecteurs des protéines Ras, le gène codant pour la sous-

unité catalytique de PI3K présente au moins une mutation dans plus de 50% des cancers de 

l’endomètre tandis que la sous-unité régulatrice l’est dans un tiers de ces cancers. Les gènes 

BRAF (60% des mélanomes) ou MAP3K1 (6% des cancers du sein) sont également fortement 

mutés, activant ainsi les voies de signalisation en aval et permettant le développement et la 

progression tumorale (M. S. Lawrence et al. 2014).  

En parallèle, quelques membres de la famille Ras agissent comme suppresseurs de 

tumeurs comme D-Ras, Noey2 ou Rerg (Ras-related and Estrogen-Regulated Growth inhibitor) 

dont l’expression est corrélée avec une augmentation de la survie de patientes atteintes de 

cancer du sein (Finlin et al. 2001). 

 

1.2.2. Rho 
 

La famille Rho (Ras homologous) comprend 22 membres. Certaines de ces GTPases 

Rho sont les régulateurs clés du remodelage du cytosquelette d’actine (Figure 15). Les 

membres les plus étudiés de cette famille sont RhoA qui favorise la formation des fibres de 

stress et des adhésions focales, Rac1, la formation des lamellipodes et Cdc42, la formation des 

filopodes et d’invadosomes.  

Ainsi, les GTPases de la famille Rho contrôlent la polarité cellulaire, la motilité cellulaire 

tout comme les phénomènes d’invasion de la MEC ou le trafic intracellulaire (Wennerberg, 

Rossman, and Der 2005). Les GTPases Rho régulent de multiples fonctions cellulaires dans 
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lesquelles interviennent de nombreux effecteurs. De plus, les protéines Rho sont finement 

régulées en réponse à des stimuli extérieurs par des GEFs et des GAPs.  

 

La régulation et l’activation d’effecteurs des GTPases de la famille Rho seront 

expliquées de façon plus détaillée dans la partie 2 de ce chapitre. 

 
1.2.3. Rab 

 

La famille Rab (Ras-like proteins in the brain) est la famille de petites GTPases 

comprenant le plus de membres : 63 protéines (Figure 15). Les GTPases Rab se localisent dans 

différents compartiments intracellulaires en lien avec leurs rôles dans le transport vésiculaire 

et le trafic intracellulaire des protéines : RE, appareil de Golgi ou encore endosomes mais aussi 

au niveau de la membrane plasmique et du noyau. Selon leur localisation, les protéines Rab 

interviennent lors de différentes étapes de la formation de la vésicule d’un compartiment 

donneur, à son relargage dans le compartiment accepteur en passant par le transport des 

vésicules et la fusion des membranes (Zerial and McBride 2001).  

La présence des GTPases Rab au niveau de compartiments endomembranaires est 

dépendante de la prénylation de la protéine en C-terminal qui, une fois recrutée à la 

membrane, va s’activer via l’intervention de RabGEFs. Lorsque la protéine Rab a effectué son 

rôle au cours d’une étape du transport vésiculaire, des RabGAPs l’inactivent et des RabGDIs 

séquestrent la protéine Rab-GDP dans le cytoplasme jusqu’à son recrutement à la membrane 

et un nouveau cycle de transport (Schwartz et al. 2007).  

Certaines protéines Rab sont impliquées dans le cancer comme par exemple Rab25 qui 

participe au recyclage des membranes internalisées à la membrane plasmique. Sa 

surexpression dans des cas de cancers du sein ou de l’ovaire est corrélée à un mauvais 

pronostic en favorisant la prolifération cellulaire et en diminuant l’apoptose (Cheng et al. 

2005).  

 

1.2.4. Ran 
 

La famille Ran ne comprend qu’un seul gène codant pour la protéine Ran (Ras-like 

nuclear) dont le rôle principal est de réguler le transport nucléocytoplasmique des ARNs et de 

protéines (Figure 15) (Hahn and Schlenstedt 2011).  
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La protéine Ran est la petite GTPase la plus abondante de nos cellules et malgré des 

homologies de séquences avec la famille Rab, elle se différencie par son fonctionnement 

dépendant d’un gradient spatial de Ran-GTP nucléaire et de Ran-GDP cytoplasmique. Le cycle 

d’activation/inactivation de Ran est régulé par des RanGAPs cytoplasmiques et une RanGEF 

nucléaire, RCC1 (Regulator of Chromosome Condensation 1). RCC1 interagit avec Ran et la 

chromatine, catalyse l’échange du GTP en GDP, créant un gradient de concentration de Ran-

GTP/Ran-GDP (Bischoff and Ponstingl 1991). La liaison du cargo à transporter dans le noyau 

se lie à une importine α via une séquence NLS (signal de localisation nucléaire) et une 

importine β. Ce complexe protéique interagit avec un complexe de pore nucléaire afin de 

diffuser du cytoplasme vers le noyau. Une fois dans le noyau, le complexe s’associe à Ran-GTP 

induisant sa dissociation et donc la libération du cargo. Les importines forment un complexe 

avec Ran-GTP et une exportine pour retourner dans le cytoplasme. Ran-GTP sera alors 

hydrolysé dans le cytoplasme et les importines seront recyclées (Ding and Sepehrimanesh 

2021). 

Dans le noyau, Ran actif induit l’assemblage du fuseau mitotique et de l’enveloppe 

nucléaire ainsi que la réplication de l’ADN (Carazo-Salas et al. 2001 ; H.-Y. Li, Cao, and Zheng 

2003).  

Ran a été reportée comme dérégulée dans plusieurs types de tumeurs. Une 

augmentation de l’expression de Ran est retrouvée dans des cancers du foie, du sein ou 

encore de l’ovaire et cette augmentation est corrélée avec un mauvais pronostic en favorisant 

la prolifération des cellules ainsi que l’invasion des tissus et donc le développement de 

métastases (Boudhraa et al. 2020).  

 

1.2.5. Arf 
 

La famille Arf (ADP Ribosylation Factors) comprend 30 membres, impliqués dans le 

transport intracellulaire mais aussi le remodelage du cytosquelette (Figure 15). Les GTPases 

Arf ne possèdent pas de modification de leur séquence au niveau C-terminal comme pour les 

familles Ras, Rho et Rab mais la modification post-traductionnelle intervient en N-terminal 

avec une myristoylation qui permet à Arf-GTP de se lier à la membrane (Colicelli 2004). 
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Certaines GTPases Arf sont dérégulées dans le cancer, comme par exemple les 

protéines Arf1 ou Sar1 surexprimées dans des cas de cancer du foie ou de la peau (He et al. 

2002 ; H.-M. Chang et al. 2014). L’activation/inactivation de la protéine Arf1 est essentielle à 

la formation de vésicules dépendante du complexe COPI au niveau de l’appareil de Golgi. 

L’activation par la protéine ArfGEF GBF1 (Golgi Brefeldin A resistant guanine nucleotide 

exchange Factor 1) permet la formation de la vésicule par courbure de la membrane (Sager et 

al. 2021). 

Sar1 est un membre du sous-groupe SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) 

impliqué dans l’export des protéines nouvellement synthétisées dans le RE vers l’appareil de 

Golgi. Sar1 prend part au complexe COPII en contrôlant la formation de la vésicule après son 

activation par la GEF Sec12 et son recrutement à la membrane du RE (Kurokawa, Suda, and 

Nakano 2016). 

 

2. Les GTPases de la famille Rho 
 

Environ 1% du génome humain code pour des protéines régulant ou régulées par les 

GTPases Rho. Ces protéines régissent la plupart des fonctions cellulaires fondamentales chez 

les eucaryotes via le remodelage du cytosquelette d’actine (Jaffe and Hall 2005 ; 

Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021).  

 

Tout d’abord, je vous présenterai brièvement les différentes sous-familles de GTPases Rho 

puis les protéines régulant le cycle d’activation/inactivation des GTPases Rho. Ensuite, je 

détaillerai les effecteurs et les fonctions associées aux principaux régulateurs du cytosquelette 

d’actine que sont RhoA, Rac1 et Cdc42. Enfin, je terminerai avec les rôles physiologiques ainsi 

que les dérégulations pathologiques des GTPases Rho. 

 

Les membres de la famille des GTPases Rho sont répartis en sous-familles selon leur 

structure ou le mécanisme de régulation de leur activité enzymatique (Figure 16) (Zubor et al. 

2020). Les sous-familles Rho, Rac et Cdc42 sont les 3 sous-familles qui agissent en tant 

qu’interrupteurs moléculaires, ce sont les RhoGTPases dites classiques ou typiques. Cinq 

autres sous-familles complètent les GTPases Rho et diffèrent notamment par leur présence 
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préférentielle sous forme GTP. Ce sont les RhoGTPases « atypiques » : Rnd, RhoD/F, RhoH, 

RhoU/V et RhoBTB. Chez l’Homme, la plupart des GTPases Rho ont une expression ubiquitaire 

mais il y a des exceptions comme Rac2 ou RhoH exprimées préférentiellement dans les cellules 

de la lignée hématopoïétique (Wennerberg and Der 2004).  

 
Figure 16 : Arbre phylogénétique des membres de la famille des RhoGTPases. 
Selon leur mécanisme de régulation et leur structure, les GTPases de la famille Rho sont divisées en 8 
familles. Les sous-familles Rho, Rac ainsi que Cdc42 sont les RhoGTPases « typiques » et fonctionnent 
comme des interrupteurs moléculaires. A l’inverse, les RhoGTPases « atypiques » Rnd, RhoD/RhoF, 
RhoU/RhoV, RhoH et RhoBTB sont présentes principalement sous leur forme active, liée au GTP. 
Adapté de Zubor et al. 2020.  
 

2.1. La sous-famille Rho 
 

La sous-famille Rho est composée de 3 protéines : RhoA, RhoB et RhoC. Ces protéines 

possèdent un fort degré d’homologie avec près de 90% d’homologie de séquence. Bien que 

ces 3 protéines contrôlent la contraction acto-myosique et le remodelage du cytosquelette 

d’actine, des différences de localisation (et donc de fonctions) surviennent par la divergence 

de séquence au niveau C-terminal de ces GTPases (Figure 16). Bien que RhoA, B et C 

s’associent, toutes les trois, à la membrane plasmique, RhoA et RhoC sont en plus retrouvées 

dans le cytosol. RhoB est présente au sein du système endomembranaire, notamment aux 
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membranes des vésicules et RhoC au niveau de structures périnucléaires (L. Wang et al. 2003 ; 

Michaelson et al. 2001).  

 

Les principaux effecteurs de RhoA, RhoB et RhoC sont les kinases ROCKs (Rho-

associated protein Kinase) et les formines mDia (Mammalian Diaphanous) impliquées dans la 

formation des adhésions focales et des fibres de stress (Narumiya and Thumkeo 2018). 

 

2.2. La sous-famille Rac 
 

La formation des lamellipodes et des replis membranaires est régulée par Rac1, Rac2, 

Rac3 et RhoG qui forment la sous-famille Rac (Figure 16). Rac2 et Rac3 partagent une très 

forte homologie de séquence avec Rac1, d’environ 88%, tandis que RhoG n’est homologue à 

Rac1 qu’à 72%. Rac1 et Rac3 se localisent au niveau de la membrane plasmique tandis que 

Rac2 est présent au niveau des membranes des compartiments intracellulaires dans les 

cellules de la lignée hématopoïétique (Mira et al. 2000 ; Tao et al. 2002).  

 

De manière intéressante, RhoG et Rac1 collaborent : RhoG régule Rac1 en l’activant 

via la régulation de Cdc42 et ainsi, agit sur la formation du lamellipode. Par l’intervention de 

la RhoGEF DOCK180, RhoG active Rac1 et assure l’étalement de la cellule. C’est le cas par 

exemple dans les neurones où le signal donné par le NGF (Nerve Growth Factor) favorise la 

croissance des axones neuronaux (Katoh and Negishi 2003 ; El Atat, Fakih, and El-Sibai 2019). 

Rac1 active principalement les kinases PAKs (p21-Activated Kinases) et le complexe 

WAVE intervenant dans la régulation du cytosquelette d’actine ou JNK (c-Jun N-terminal 

Kinase) en amont de la voie des MAPK.  

 

2.3. La sous-famille Cdc42 
 

Cdc42, RhoJ (ou TCL) et RhoQ (ou TC10) composent la sous-famille Cdc42 (Cell Division 

Cycle 42). Ils régulent le remodelage du cytosquelette d’actine et agissent sur la motilité ou la 

division des cellules (Figure 16). Cdc42 présente deux isoformes, résultat d’un épissage 

alternatif, qui diffèrent dans leur séquence C-terminale ainsi que dans leur expression. En 
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effet, Cdc42a est exprimée chez l’Homme de façon ubiquitaire tandis que le variant Cdc42b 

est retrouvé dans le cerveau.  

 

RhoQ et RhoJ induisent la formation des filopodes tout comme Cdc42 en interagissant 

avec les protéines WASP, N-WASP et le complexe WAVE et en régulant le complexe Arp2/3. 

De plus, RhoJ, RhoQ et Cdc42 participent à la formation des podosomes dans un contexte de 

cellules endothéliales en réponse au VEGF notamment. Via l’activation de PKC (Protéine 

Kinase C), de LIMK (LIM domain Kinase) ou de PAK, les membres de la sous-famille Cdc42 

interviennent dans l’angiogenèse en régulant la formation de nouveaux vaisseaux (Billottet et 

al. 2008 ; Shi, Li, and Xiao 2016).  

Dans le cadre de la neurogenèse, les deux isoformes de Cdc42 ont un rôle. En effet, 

Cdc42a induit la formation des progéniteurs neuronaux par stimulation de l’activité du 

complexe mTORC1 et Cdc42b favorise la différenciation des neurones en diminuant 

l’expression de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Endo, Druso, and Cerione 2020).   

 

Les membres de la sous-famille Cdc42 partagent de nombreux effecteurs mais leurs 

mécanismes de régulation divergent. En effet, Cdc42 subit une géranylgéranylation alors que 

RhoJ et RhoQ peuvent également être farnésylés au niveau du motif CAAX en C-terminal de 

leur séquence (Wennerberg and Der 2004). 

 

2.4. Les GTPases Rho atypiques 
 

Parmi les RhoGTPases atypiques, une distinction est à faire entre les RhoGTPases ayant 

une activité GTPasique défectueuse : Rnd, RhoH et RhoBTB et les RhoGTPases cyclant 

rapidement : RhoD/RhoF et RhoU/RhoV (Figure 16). Ces dernières sont majoritairement 

présentes sous une forme inactive tandis que les précédentes sont considérées comme 

constitutivement actives (Aspenström, Ruusala, and Pacholsky 2007). Ces RhoGTPases ne sont 

pas régulées par les 3 familles de protéines (GDI, GEF et GAP) comme les RhoGTPases 

classiques. Les GTPases atypiques seront l’objet de régulation d’expression principalement au 

niveau de la transcription.  
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 Les membres de la sous-famille Rnd (pour « round ») ont une homologie de séquence 

proche de 60%. En activant la RhoGAP p190RhoGAP, Rnd1 et Rnd3 s’opposent aux fonctions 

associées à RhoA dans la contractilité cellulaire et sur la formation des fibres de stress et des 

adhésions focales (Wennerberg et al. 2003). Les Rnd sont présentes majoritairement à la 

membrane plasmique car elles sont constitutivement liées au GTP, leurs séquences 

présentent des mutations au niveau des sites de liaison du nucléotide guanidine ce qui 

empêche l’hydrolyse du GTP en GDP.  

 Au niveau du domaines CAAX, alors que les GTPases Rho sont majoritairement 

géranylgéranylées, les protéines Rnd sont farnésylées. Les GTPases Rnd sont également 

phosphorylées à proximité du motif C-terminal CAAX, engendrant des altérations de 

localisation et de fonction de ces GTPases atypiques (Mouly et al. 2019 ; Basbous et al. 2020). 

Les formes phosphorylées de Rnd1 et de Rnd3 interagissent avec la protéine 14-14-3 et la 

translocation de la membrane plasmique vers le cytoplasme.  

 

3. Régulateurs des GTPases Rho 
 

Le cycle GTP/GDP des GTPases de la famille Rho dites classiques est contrôlé par 3 

familles de protéines régulatrices (GEFs, GAPs et GDIs). De plus, les RhoGTPases font l’objet 

de modifications post-traductionnelles pouvant réguler leur activité. Ainsi, plus de 150 

protéines régulatrices agissent sur les RhoGTPases. Chacune des RhoGTPases peut donc être 

régulée par plusieurs de ces protéines. Des analyses structure/fonction ou de BioID (proximity-

dependent biotin identification) couplée à de la spectrométrie de masse ont permis de mieux 

comprendre la régulation des GTPases Rho (Jaiswal, Dvorsky, and Ahmadian 2013 ; Amin et 

al. 2016 ; Bagci et al. 2020).  

 

3.1. Les RhoGEFs 
 

La libération du GDP est un processus très lent qui est accéléré afin d’atteindre un 

niveau d’activation des RhoGTPases. L’échange du GDP en GTP est accéléré par les protéines 

régulatrices GEFs qui sont au nombre de 85 chez les eucaryotes. Ces protéines forment un 

complexe avec la RhoGTPase couplée au GDP en interagissant avec son domaine Switch II 

(Arrington et al. 2020). Le mécanisme d’action utilisé par les GEFs fragilise la liaison entre le 
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GDP et la GTPase Rho. Ensuite, la GEF entraine le remplacement du GDP en GTP (Guo, 

Ahmadian, and Goody 2005). Il existe donc un état intermédiaire où la RhoGTPase est libre de 

tout nucléotide mais cette étape est très rapide du fait de la concentration intracellulaire 

importante en GTP et de l’affinité plus importante de la GTPase libre avec le GTP qu’avec la 

GEF. Il existe deux familles de GEFs : DOCK (Dedicator Of CytoKinesis) et DBL (Diffuse B-cell 

Lymphoma). 

 
3.1.1. La famille DOCK 

 

La famille DOCK comprend 11 membres (DOCK1-11) qui comportent deux domaines 

conservés (Figure 17). Un domaine de liaison aux phospholipides permet la localisation au 

niveau des membranes : DHR-1 (DOCK homology region 1) et un domaine catalytique 

induisant l’échange GDP-GTP : DHR-2 (DOCK homology region 2) (Côté et al. 2005). En N-

terminal, les DOCK1-5 contiennent un domaine SH3 auto-inhibiteur capable d’interagir avec 

le domaine DHR-2. L’activation est engendrée par l’interaction avec la protéine ELMO 

(Engulfment and cell MOtility) qui change la conformation de la protéine DOCK et lui permet 

de jouer son rôle de GEF (Liu et al. 2013 ; L. Chang et al. 2020).  

 
Figure 17 : Les protéines RhoGEFs de la famille DOCK. 
(1) Représentation de la séquence multi-domaine des protéines DOCK et sa répartition en 4 sous-
familles. Les domaines DHR-1 et DHR-2 sont conservés pour les différentes sous-familles des DOCK, 
HDR-1 se lie aux phospholipides et HDR-2 confère l’activité GEF. En N-terminal, le domaine SH3 
permet l’auto-inhibition des DOCK-A et DOCK-B par la liaison avec la protéine ELMO. 
(2) Arbre phylogénétique des RhoGEFs de la famille DOCK. Les DOCK-A et DOCK-B régulent 
spécifiquement les protéines Rac alors que les DOCK-C et DOCK-D activent également les protéines 
Cdc42. 
Adapté de Kukimoto-Niino et al. 2021. 
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Quatre sous-familles composent les DOCK : DOCK-A, DOCK-B, DOCK-C et DOCK-D. Les 

GEFs DOCK-A et DOCK-B activent préférentiellement les protéines Rac alors que les DOCK-C 

et DOCK-D activent les RhoGTPases Cdc42 mais pas les autres RhoGTPases (Figure 17) (Côté 

and Vuori 2002 ; Kukimoto-Niino et al. 2021).  

 

Les protéines DOCK interviennent dans différents processus biologiques (de façon 

dépendante ou indépendante de leur activité GEF) comme au cours du développement 

cérébral ou dans la polymérisation de l’actine. DOCK1 se coordonne avec Rac1, Rac2 et ELMO 

pour former un complexe capable d’induire la polymérisation de l’actine, la migration et 

l’invasion dans un contexte cellulaire de cancer du sein (H. Li et al. 2013). DOCK2 et DOCK8, 

par l’activation des RhoGTPases Rac et Cdc42 respectivement, induisent notamment la 

polymérisation de l’actine et la migration des cellules dendritiques, la production de ROS dans 

les neutrophiles. L’activation de Rac dans des lymphocytes T permet également la polarisation 

de la cellule. La polarisation favorise la formation de la synapse immunologique pour 

transmettre et contrôler l’activation du lymphocyte T (Kunimura, Uruno, and Fukui 2019).  

 

3.1.2. La famille DBL 
 

La seconde famille de RhoGEFs comprend 74 membres : elle constitue la famille DBL. 

La première protéine de cette famille a été isolée au cours d’un criblage d’oncogènes dans des 

cellules issues de lymphome diffus à grandes cellules B (Srivastava et al. 1986 ; Cook, Rossman, 

and Der 2014). Cette famille de RhoGEFs est caractérisée par la présence d’un domaine DH 

(DBL Homology) qui catalyse l’échange du GDP en GTP (Figure 18) (Rossman, Der, and Sondek 

2005 ; Jaiswal, Dvorsky, and Ahmadian 2013). Le domaine DH est suivi d’un domaine PH 

(Pleckstrin Homology), pour la majorité des protéines DBL. Le domaine PH est responsable de 

son auto-inhibition par masquage du site d’interaction avec la GTPase. Par un ancrage à la 

membrane des RhoGEFs, le domaine PH favorise l’interaction avec la RhoGTPase et donc son 

activation (Rossman, Der, and Sondek 2005).  

En plus de ce tandem DH-PH, les protéines DBL possèdent différents domaines 

responsables de différentes fonctions et de la régulation spatio-temporelle de ces protéines 

(Figure 18). Par exemple, les domaines SH2, SH3, CH, RGS, PDZ et IQ sont des domaines 

d’interaction protéique. D’autres domaines comme les domaines BAR, PH FYVE, CC et C2  
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Figure 18 : Organisation multi-domaine des protéines RhoGEFs de la famille DBL. 
Les protéines DBL sont des RhoGEFs composées de plusieurs domaines fonctionnels pouvant conférer 
des réactions croisées entre les protéines Rho et d’autres voies de signalisation. Un tandem DH-PH, 
deux domaines conservés permettant la liaison au substrat et son activité GEF pour le domaine DH 
(vert) et un domaine PH d’ancrage à la membrane (bleu) est présent dans la plupart des protéines DBL. 
D’autres domaines fonctionnels interviennent dans l’interaction avec la membrane ou les lipides (bleu), 
avec des protéines (vert clair). Certains domaines confèrent des activités enzymatiques (rouge et 
orange). En bas, une barre d’échelle incrémentée tous les 200 acides aminés est présente.  
Adapté de Mosaddeghzadeh et Ahmadian 2021.  
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favorisent l’interaction avec les phospholipides membranaires. Enfin, des domaines 

possèdent des activités enzymatiques de phosphorylation des Thréonines/Sérines, une 

activité GAP vis-à-vis des RhoGTPases ou même des activités GEF envers d’autres GTPases (Ras 

ou Ran) (Rossman, Der, et Sondek 2005 ; Cook, Rossman, and Der 2014 ; Mosaddeghzadeh 

and Ahmadian 2021). Ainsi, ces différents domaines participent à l’autorégulation des 

RhoGEFs et leur confèrent des modifications de localisation, d’activation ou de fonction. 

Les protéines DBL sont divisées en plusieurs sous-familles selon leur spécificité vis-à-

vis des RhoGTPases avec notamment 35 DBL mono-spécifiques d’une RhoGTPase classique, 6 

bispécifiques pour les GTPases et 4 multi-spécifiques de plusieurs RhoGTPases classiques 

(Figure 19) (Jaiswal, Dvorsky, and Ahmadian 2013 ; Müller et al. 2020). 

 

Figure 19 : Spécificité des substrats des protéines RhoGEFs de la famille DBL. 
Diagramme de Venn représentant la spécificité des protéines DBL vis-à-vis des RhoGTPases. 16 DBL 
sont spécifiques de RhoA (vert), 7 de Rac1 (bleu) et 12 de Cdc42 (rouge), 6 sont spécifiques de 2 
RhoGTPases et 4 sont multi-spécifiques. 
Adapté de Müller et al. 2020. 

 

3.1.3. Régulation des protéines RhoGEFs 
 

Il existe plus de RhoGEFs que de RhoGTPases à activer, ce qui suggère que l’activation 

des RhoGTPases par les RhoGEFs constitue un niveau de régulation. La régulation des RhoGEFs 

intervient à plusieurs niveaux : par leur expression, par translocation dans un compartiment 

spécifique où est présente la GTPase à activer. La régulation des RhoGEFs peut également se 

faire par libération de leur auto-inhibition découvrant leur site de liaison à la GTPase ou en 

induisant des modifications structurales dans le domaine catalytique (Bos, Rehmann, and 

Wittinghofer 2007). L’expression de ces protéines ainsi que leur localisation subcellulaire 

régulent les voies de signalisation pouvant se différencier ou se coordonner vis-à-vis de 

l’activation spatio-temporelle des RhoGTPases.  

 

Des seconds messagers comme l’AMP cyclique ou bien le calcium, intervenant dans la 

transduction du signal, sont des régulateurs des RhoGEFs. En effet, le calcium a un rôle dans 
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la signalisation de RhoA en induisant la phosphorylation de PDZ-RhoGEF par Pyk2 (Pyruvate 

Kinase 2) et donc son activation conduisant à l’activation de RhoA (Derewenda et al. 2004). La 

liaison de PIP (Phosphatidylinositol phosphates) au domaine PH contribue en partie à 

l’ancrage à la membrane de SOS et influe sur son activité catalytique alors que cela ne modifie 

pas l’activité GEF de Dbs ou Tiam1 (Innocenti et al. 2003 ; Bos, Rehmann, and Wittinghofer 

2007). 

De manière intéressante, l’analyse des structures des RhoGEFs DBL pointe le fait que 

les domaines PH-DH puissent se replier différemment tout en ayant une forte homologie de 

séquence et la capacité d’interagir avec le domaine G des protéines Rho. Ainsi, le domaine PH 

de SOS a une fonction auto-inhibitrice en masquant le domaine DH d’interagir avec la GTPase 

et l’empêchant d’effectuer son rôle de GEF, tandis que le domaine PH de Dbs, PDZ-RhoGEF, 

Trio ou LARG (Leukemia-Associated RhoGEF) catalyse le déplacement du GDP (Rossman, Der, 

and Sondek 2005). Les protéines GEFs SOS régulent différentiellement l’activation de Ras et 

de Rac. L’activité GEF de SOS est auto-inhibée par le masquage du site d’interaction à la 

GTPase par le domaine PH de SOS et nécessite l’intervention de protéines pour lever cette 

inhibition. La région d’interaction de SOS étant la même pour Ras et Rac, les activations de 

Rac et de Ras sont donc mutuellement distinctes (Innocenti et al. 2002). L’activation de Ras 

demande l’interaction de SOS avec Grb2 tandis que l’activité Rac-GEF requiert l’interaction de 

SOS avec le complexe Abi1/E3B1, Eps8 et PI3K (Innocenti et al. 2003).  

 

Enfin, les modifications post-traductionnelles de phosphorylation et d’ubiquitination 

des protéines RhoGEFs font varier leur activité enzymatique, c’est le cas des protéines Vav. 

Dans leur partie N-terminale, les protéines Vav présentent un domaine acide (Ac) contenant 

des tyrosines conservées qui s’auto-inhibent par interaction avec le domaine DH.  

La phosphorylation de la tyrosine en position 174 (nomenclature de Vav1) par Lck ou 

Src déstabilise l’interaction Ac-DH, dévoile et active le domaine catalytique (Rodríguez-Fdez 

and Bustelo 2019). Ce domaine Ac n’est pas présent dans toutes les RhoGEFs mais des régions 

phosphorylables similaires sont retrouvées dans les RhoGEFs.  

Les protéines Vav sont également la cible d’ubiquitination, notamment par la protéine 

Cbl (E3 ubiquitin ligase Casitas B Lymphoma). Cbl intervient dans la dégradation de Vav2 en 

favorisant son ubiquitination soit en formant un complexe avec Vav2 et EGFR phosphorylés 

ou directement en ciblant la tyrosine 700. Dans un contexte de cellules épithéliales de sein, la 
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dégradation de Vav2 a pour effet de diminuer l’activation de Rac1 et Cdc42 et ainsi de 

déstabiliser le cytosquelette d’actine au niveau des jonctions adhérentes et de diminuer la 

migration cellulaire (Duan et al. 2011 ; Hodge and Ridley 2016). La régulation des 

modifications post-traductionnelles de ces protéines est donc une cible dans le traitement de 

cancer.   

 

3.2. Les RhoGAPs 
 

Les petites GTPases ayant une activité GTPasique intrinsèque lente, les protéines GAP 

agissent pour catalyser cette réaction d’hydrolyse du GTP en GDP. Les GAPs sont des 

régulateurs négatifs des GTPases et 66 protéines sont dénombrées au sein de cette famille. La 

première RhoGAP identifiée p50 (ou p50RasGAP) a été mise en évidence dans des extraits de 

cellules humaines de rate par analyse biochimique utilisant une protéine recombinante RhoA 

(Garrett et al. 1989). Les RhoGAPs, comme les RhoGEFs, sont des protéines à multi-domaines. 

Le domaine conservé RhoGAP leur confère leur activité catalytique. Ce domaine RhoGAP (ou 

GAP) permet la régulation des RhoGTPases, en interagissant avec la RhoGTPase liée au GTP 

(Figure 20).  

 

Le domaine RhoGAP des différentes protéines RhoGAPs présente un fort degré 

d’homologie de séquences et comprend deux résidus basiques essentiels à sa fonction : 

l’arginine en position 282 (appelée arginine catalytique) et la lysine en position 319 (d’après 

la nomenclature de p50RhoGAP).  

 

Une analyse de la séquence, de la structure et de la fonction des RhoGAPs et des 

protéines Rho a montré que le domaine GAP n’était pas sélectif de son substrat et que d’autres 

domaines interviennent dans cette spécificité et dans la régulation de l’activité GTPasique. 

Tout comme les RhoGEFs, il existe plus de RhoGAP que de RhoGTPases, 31 RhoGAPs sont 

spécifiques de RhoA ou Rac1, 12 sont bispécifiques et 7 d’entre elles peuvent réguler les 

différentes RhoGTPases (Figure 21) (Müller et al. 2020). 
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Figure 20 : Organisation multi-domaine des protéines RhoGAPs. 
Les RhoGAPs sont composées de plusieurs domaines fonctionnels pouvant conférer des réactions 
croisées entre les protéines Rho et d’autres voies de signalisation. Hormis le domaine catalytique GAP 
(rouge), d’autres domaines fonctionnels interviennent dans l’interaction avec la membrane ou avec les 
lipides (bleu), avec des protéines (vert clair). D’autres domaines confèrent des activités enzymatiques 
(rouge et orange). En bas, une barre d’échelle incrémentée tous les 200 acides aminés est présente. 
Les protéines soulignées sont des « GAP-like » et ne présentent pas d’activité RhoGAP. 
Adapté de Mosaddeghzadeh et Ahmadian 2021. 
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Figure 21 : Spécificité des substrats des protéines RhoGAPs. 
Diagramme de Venn représentant la spécificité des protéines RhoGAPs vis-à-vis des RhoGTPases. 13 
RhoGAPs sont spécifiques de RhoA (vert), 18 de Rac1 (bleu) et aucune de Cdc42 (rouge), 12 sont 
spécifiques de 2 RhoGTPases et 7 sont multi-spécifiques. 
Adapté de Müller et al. 2020. 
 

3.2.1. Mécanisme d’hydrolyse du GTP 
 

Un mécanisme d’hydrolyse du GTP similaire à celui présenté pour les petites GTPases 

au début de ce chapitre a été mis en évidence pour les RhoGAPs qui interagissent avec la 

boucle P et les domaines Switch des protéines Rho (Figures 13&22). En effet, l’activité RhoGAP 

engendre un changement de conformation des domaines Switch I et Switch II des RhoGTPases 

qui accélère l’hydrolyse du GTP.  

 

D’une part, le résidu arginine en position 282 (nomenclature de p50RasGAP) dans le 

domaine GAP s’insère directement au niveau du site actif de la RhoGTPase. Cela permet 

d’établir le lien avec la glycine 12 (nomenclature de Rac1) et de stabiliser l’étape de transition 

au cours de l’hydrolyse du GTP (Figure 22).  

 

Figure 22 : Mécanisme d’hydrolyse du GTP par les protéines RhoGAPs. 
(1) Représentation schématique de l’hydrolyse du GTP avec une étape de transition associative suivie 
d’une attaque nucléophile du amenant à la libération du phosphate γ du GTP. 
(2) L’hydrolyse de GTP en GDP catalysée par les protéines RhoGAPs (rouge) fait intervenir une arginine 
dans le domaine G, site actif de la GTPase (bleu). Des résidus tyrosine et glutamine présents dans les 
domaines Switch I et Switch II de la GTPase sont essentiels. 
Adapté de Bos, Rehmann, et Wittinghofer 2007.  
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D’autre part, cette interaction neutralise les charges négatives du phosphate γ du GTP 

au cours de cet état transitoire d’hydrolyse. L’interaction met en jeu une glutamine conservée, 

Gln63 (nomenclature de RhoA), qui peut coordonner l’attaque nucléophile libérant le 

phosphate γ (Figure 22).  

L’arginine catalytique, indispensable à l’activité GAP, n’est pas présente pour 

l’ensemble des RhoGAPs. Par exemple CNTD1, ArhGAP36, DEP1 ou encore OCRL1 ne 

possèdent pas cette arginine dans leur domaine GAP les rendant inactives d’un point de vue 

enzymatique (Müller et al. 2020). Cependant, ces RhoGAPs ont des fonctions 

indépendamment de leur domaine GAP. Par exemple, ArhGAP36 régule l’activation du facteur 

de transcription GLI (GLIoma-associated homolog) impliqué dans la voie de signalisation Sonic 

Hedgehog.  

 

3.2.2. Régulation des RhoGAPs 
 

Étant donné qu’une protéine RhoGAP régule plusieurs RhoGTPases, une fine 

régulation dans l’espace et dans le temps est nécessaire. La présence de nombreux domaines 

au sein des RhoGAPs confère des fonctions spécifiques aux protéines RhoGAPs. Ces domaines 

fonctionnels peuvent être classés en 3 groupes : domaines d’interaction à la membrane ou 

aux lipides (par exemple, les domaines PH, BAR, C1, C2 ou BAR, …), domaines de liaison aux 

protéines (comme les domaines SH2, SH3, PDZ, WW, FF, …) et domaines ayant une activité 

enzymatique GTPase ou kinase par exemple (Figure 20). Des modifications post-

traductionnelles comme la phosphorylation, l’ubiquitination ou la sumoylation entrent en jeu 

pour moduler l’activité GTPasique de ces protéines. 

 

Les protéines CNTD ou ARAP (Arf-GAP with Rho-GAP domain, ANK repeat, and PH 

domain-containing protein) sont des GAPs d’Arf6 mais également de RhoA. L’activation d’Arf6 

dépend de l’interaction avec des phospholipides au niveau du 1er domaine PH. L’activation de 

RhoA est dépendante de l’interaction du domaine PH de CNTD avec la petite GTPase Rap1-

GTP. Cette interaction CNTD/Rap1-GTP permet la levée de l’auto-inhibition de l’activité 

RhoGAP par le domaine PH. Les résidus arginine 942, l’arginine catalytique du domaine 

RhoGAP, et arginine 982 sont indispensables pour l’interaction de CNTD1 et CNTD3 avec les 

résidus Asp90 et Glu97 de RhoA. Pour CNTD2, RhoA-GTP peut se fixer mais l’activité RhoGAP 



 
 

64 

est perdue par l’absence de l’arginine 942 (catalytique) substituée par une glutamine (H. Bao 

et al. 2016).  

A l’instar des protéines CNTD, d’autres RhoGAPs sont capables de s’auto-inhiber par 

repliement intramoléculaire. C’est le cas pour les protéines GRAF (GTPase regulator 

associated with focal adhesion kinase) et OPHN1 (Oligophrenin-1), dont le masquage du 

domaine PH par le domaine BAR (Bin/amphiphysin/Rvs) entraine une diminution de l’activité 

GAP et donc un remodelage du cytosquelette d’actine (Eberth et al. 2009 ; Elvers et al. 2012).  

 

L’interaction de plusieurs RhoGAPs avec p120RasGAP, une GAP de Ras, modulent 

l’activité RhoGAP. En effet, le domaine SH3 de p120RasGAP diminue l’activité RhoGAP de DLC1 

en interagissant avec son domaine GAP et en masquant l’arginine catalytique (Jaiswal et al. 

2014). De la même manière, en réponse à l’adhésion cellulaire médiée par les intégrines, la 

kinase Arg (Abl-related gene) est activée et phosphoryle la tyrosine 1105 de p190RhoGAP-A. 

La phosphorylation de la tyrosine Y1105 permet l’interaction de p190RhoGAP-A avec 

p120RasGAP. Cette interaction est nécessaire au recrutement à la membrane plasmique de 

p190RhoGAP-A où elle régulera négativement RhoA (W. D. Bradley et al. 2006).  

 

3.2.3. Modifications post-traductionnelles des RhoGAPs 
 

Des modifications post-traductionnelles affectent les protéines RhoGAPs comme 

l’ubiquitination ou la phosphorylation. La protéine APC/C (anaphase-promoting 

complex/cyclosome) induit la dégradation par le protéasome des protéines MgcRACGAP et 

p190RhoGAP au cours du cycle cellulaire, en fin de mitose, par ubiquitination. L’expression de 

ces deux RhoGAPs est modulée au cours du cycle cellulaire de façon à réguler l’activation des 

RhoGTPases et permettre la progression du cycle cellulaire et une division correcte des 

cellules. L’absence de dégradation lors de la cytokinèse de ces RhoGAPs entraine un mauvais 

positionnement de l’anneau contractile et ainsi une division inégale des cellules filles 

(Nishimura et al. 2013 ; Su, Agati, and Parsons 2003). L’activateur d’APC/C, Cdh1, régule 

également la motilité cellulaire en favorisant l’ubiquitination de p190RhoGAP. La délétion de 

Cdh1 entraine un remodelage du cytosquelette d’actine dépendant de la voie 

p190RhoGAP/Rho/ROCK (Naoe et al. 2010). 
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La phosphorylation des RhoGAPs joue un rôle dans l’activité GTPasique de la protéine 

mais aussi dans des fonctions indépendantes des RhoGTPases. Ainsi, la phosphorylation de 

p190RhoGAP sur la tyrosine 308 par PDGFR induit la libération de son interaction avec le 

facteur de transcription TFII, ce qui provoque sa translocation dans le noyau et l’activation de 

la transcription de ses gènes cibles (Jiang et al. 2005). La kinase Erk cible plusieurs RhoGAPs 

avec des effets différents sur l’activité GAP. En effet, Erk augmente l’activité GAP de DLC1 par 

exemple tandis qu’Erk inhibe l’activité GAP de p190RhoGAP ou CdGAP (Ravi et al. 2015 ; 

Pullikuth and Catling 2010 ; Tcherkezian et al. 2005). 

 

 Les protéines RhoGAPs ont un rôle essentiel dans la régulation des RhoGTPases et sur 

la signalisation sous-jacente, notamment le remodelage du cytosquelette d’actine. Parmi 

elles, les deux isoformes p190RhoGAP, p190RhoGAP-A & p190RhoGAP-B, les principaux 

régulateurs négatifs de RhoA, feront l’objet d’une description plus détaillée dans le troisième 

chapitre de cette introduction. 

 

3.3. Les RhoGDIs 
 

A la différence des RhoGEFs et des RhoGAPs, les RhoGDIs sont peu nombreuses : 

seulement 3 sont codées par le génome humain. Les RhoGDIs ne sont pas exprimées de façon 

ubiquitaire hormis GDI1 (ou GDIα) (Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). GDI2 (ou GDIβ) 

est présente dans les cellules de la lignée hématopoïétique tandis que GDI3 (ou GDIγ) est 

exprimée préférentiellement dans le cerveau, les poumons et le pancréas (Guillemot et al. 

1996 ; Morin et al. 2010).  

 

Le rôle des GDIs est de séquestrer dans le cytoplasme les RhoGTPases en formant un 

complexe inhibiteur. La libération de cette interaction entraine le recrutement de la GTPase 

Rho au niveau des membranes (plasmique ou des compartiments intracellulaires). Les 

RhoGTPases, alors actives, activent les voies de signalisation en aval. Mais les RhoGDIs 

permettent de maintenir un pool de RhoGTPases, dans le cytosol, prêtes à être activées, par 

prévention de leur dégradation protéique (Boulter et al. 2010 ; Mosaddeghzadeh and 

Ahmadian 2021). Étant donné qu’il existe un nombre plus important de RhoGTPases que de 
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RhoGDIs, chaque GDI cible et interagit avec plusieurs RhoGTPases (Figure 23). Ainsi, GDI1 

interagit avec les GTPases de la sous-famille Rac, RhoA, RhoC ainsi que Cdc42 alors que GDI2 

régule directement RhoC, Rac1 et Rac3 (Ahmad Mokhtar et al. 2021).  

 
Figure 23 : Interactome des RhoGDIs. 
Les 3 RhoGDIs codées par le génome humain régulent les différentes RhoGTPases. GDI1 et GDI2 
régulent les RhoGTPases classiques tandis que GDI3 interagit également avec les RhoGTPases 
atypiques. 
Adapté de Ahmad Mokhtar et al. 2021. 
 

Les RhoGDIs ont une localisation cytosolique mais GDI3 est également retrouvée au 

niveau de la membrane des vésicules circulant de l’appareil de Golgi à la membrane plasmique 

(Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). La présence d’une hélice α dans la partie N-terminale 

de GDI3 explique cette localisation où GDI3 séquestre et délivre spécifiquement RhoG à la 

membrane Golgienne afin de contrôler le trafic vésiculaire (Brunet, Morin, and Olofsson 2002 ; 

Morin et al. 2010). En plus de réguler les GTPases de la sous-famille Rho et Rac, GDI3 interagit 

avec des RhoGTPases atypiques comme RhoH, Rnd2 ou encore RhoV ce qui le différencie des 

deux autres GDIs mais la fonction de ces interactions est peu connue (Figure 23) (Ahmad 

Mokhtar et al. 2021).  

 

3.3.1. Mécanisme d’action des RhoGDIs 
 

Deux sites d’interaction permettent la formation du complexe RhoGTPase/GDI. Une 

séquence dans la partie N-terminale de la GDI se lie aux domaines Switch des RhoGTPases et 

Cdc42
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empêche ainsi l’hydrolyse du GTP et la dissociation du GDP (Grizot et al. 2001 ; Dransart et al. 

2005). Les résidus Thr35 et Va36 dans le domaine Switch I et les résidus Ala59, Tyr64, Arg66, 

Leu67 et Leu70 dans le domaine Switch II sont conservés chez les RhoGTPases et impliqués 

dans l’interaction GTPase/GDI (nomenclature de Rac1) (Figure 24). Lorsque ces résidus sont 

mutés, l’interaction est inhibée (Ahmad Mokhtar et al. 2021). Une poche hydrophobe cible les 

RhoGTPases géranylgéranylées et libère l’interaction entre la membrane et la GTPase active 

(Figure 24) (Scheffzek et al. 2000). Les processus d’isoprénylation peuvent donc être régulés 

par les GDIs qui vont engendrer la dissociation de la GTPase avec la membrane et maintenir 

dans le cytosol une protéine inactive en les protégeant d’une activation par les RhoGEFs ou 

de la dégradation. La régulation de l’interaction RhoGTPase/GDI est donc nécessaire et 

implique différents mécanismes. 

 
Figure 24 : Interactions impliquées dans le complexe GTPase/RhoGDI. 
Vue d’ensemble des principales interactions identifiées entre les RhoGTPases (ici Rac1) et une RhoGDI. 
Une poche hydrophobe au sein de la GDI (gris) permet son interaction avec un motif géranylgéranyl 
associé à la GTPase. Les résidus polaires sont indiqués sur un fond blanc et les résidus hydrophobes 
sur un fond jaune. 
Adapté de Scheffzek et al. 2000. 
 

L’action des RhoGDIs est exclusive des RhoGEFs. En effet, les analyses de structure 3D 

de l’interaction des RhoGTPases avec les RhoGEFs et les RhoGDIs montrent que ces deux 

familles régulatrices interagissent avec les RhoGTPases au niveau des domaines Switch I et II. 

Ceci suggère que les deux types d’interaction ne peuvent pas être simultanées, elles sont 

GDI

GTPase Rho
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exclusives (Garcia-Mata, Boulter, and Burridge 2011). Par un phénomène de compétition, avec 

des interactions protéine-protéine, la dissociation du complexe RhoGDI/RhoGTPase peut être 

possible. Par compétition avec les RhoGTPases, notamment avec RhoA, les protéines 

d’ancrage de la famille ERM s’associent aux RhoGDIs et libèrent les RhoGTPases induisant leur 

activation (Takahashi et al. 1997). 

 

3.3.2. Régulation des RhoGDIs 

 

Plusieurs kinases ont été démontrées comme ayant une activité inhibitrice sur les 

RhoGDIs car la phosphorylation (majoritairement au niveau des deux domaines d’interaction 

avec les RhoGTPases) entraine une baisse de l’affinité de la RhoGDI pour la RhoGTPase. Ceci 

favorise ainsi la libération de la GTPase, ce qui permet son activation. Dans certains cas, la 

phosphorylation permet la séquestration et l’inactivation de la RhoGTPase dans le cytosol. La 

kinase PKCα phosphoryle GDI1 au niveau de la sérine 34, libérant et favorisant l’activation de 

RhoA tandis que l’affinité pour Rac1 ou Cdc42 n’est pas altérée (Dovas et al. 2010). Cette 

sérine est située dans la région régulatrice N-terminale des RhoGDIs qui interagit avec le 

domaine Switch II des RhoGTPases. La phosphorylation par PAK1 des sérines 101 et 174 de 

GDI1 diminue son affinité pour Rac1 promouvant sa libération et son activation alors que cela 

ne modifie pas l’affinité de GDI1 pour RhoA (DerMardirossian, Schnelzer, and Bokoch 2004). 

Ces deux sérines sont présentes dans la poche hydrophobique suggérant que leurs 

phosphorylations perturbent l’interaction au niveau de la région isoprénylée de la RhoGTPase 

(Hoffman, Nassar, and Cerione 2000). 

 

Un mécanisme lipidique régule l’interaction RhoGTPase/RhoGDI en favorisant 

l’ouverture des GDIs libérant ainsi la RhoGTPase. Ce mécanisme a notamment été montré 

pour Rac1. En effet, lors de l’adhésion cellulaire, les intégrines envoient un signal de 

dissociation du GDI. La GTPase Rac1 est alors recrutée au niveau d’un raft lipidique, au niveau 

du site de contact entre les intégrines et la MEC, afin que Rac1 s’associe à ses effecteurs et les 

activent. (Del Pozo et al. 2002 ; Del Pozo et al. 2004). Ainsi, les RhoGDIs régulent également 

les fonctions des RhoGTPases en contrôlant leur activité spatio-temporelle. 
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3.4. Modifications post-traductionnelles des GTPases Rho 
 

Des régulations post-traductionnelles régulent la localisation mais aussi l’activation (ou 

l’inactivation) et donc la fonction des RhoGTPases. Au niveau du motif CAAX des RhoGTPases, 

l’isoprénylation (ajout de groupement farnésyl ou géranyl) tout comme la carboxy-

méthylation, la palmitoylation ou l’endoprotéolyse (perte des 3 acides aminés terminaux) 

permettent leur recrutement à la membrane plasmique, crucial pour leur fonctionnement 

biologique (Figure 25) (Patrick J. Roberts et al. 2008 ; Mosaddeghzadeh and Ahmadian 2021). 

Mais d’autres modifications post-traductionnelles jouent un rôle dans l’activité et la fonction 

des GTPases Rho. Ces modifications post-traductionnelles peuvent avoir lieu au niveau de 

sites conservés et sont donc retrouvées pour différentes GTPases Rho. 

 

Figure 25 : Régulation post-traductionnelle des GTPases Rho. 
Les modifications post-traductionnelles modulant la localisation subcellulaire et/ou la fonction des 
GTPases Rho sont représentées. 
Adapté de Navarro-Lérida, Sánchez-Álvarez, et del Pozo 2021. 
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RhoA est la première RhoGTPase décrite phosphorylée (Tong et al. 2016). La tyrosine 

en position 34 (nomenclature de RhoA) située dans le domaine Switch I et conservée dans les 

différentes RhoGTPases est phosphorylée pour RhoA et Cdc42 (Olson 2016 ; Uezu et al. 2012). 

Cette phosphorylation est importante pour l’activation de ces deux protéines (Rafikov et al. 

2014). À l’inverse, la phosphorylation de la tyrosine Y66 (nomenclature de RhoA) dans le 

domaine Switch II augmente l’affinité de RhoA, Rac1 et Cdc42 avec les RhoGDIs, les 

séquestrant ainsi dans le cytoplasme (Navarro-Lérida, Sánchez-Álvarez, and del Pozo 2021). 

De ce fait, l’interaction de ces RhoGTPases avec leurs RhoGEFs ou leurs effecteurs est 

diminuée. La phosphorylation de la tyrosine 64 de Rac1 par Src ou FAK inhibe la formation du 

lamellipode et l’étalement de la cellule (F. Chang et al. 2011).  

L’activité de RhoA est inhibée par phosphorylation de la sérine 188 entrainant son 

interaction avec une RhoGDI, son détachement de la membrane et sa rétention cytoplasmique 

(Loirand, Guilluy, and Pacaud 2006). La sérine 188 est également la cible de la kinase PKA 

(Protéine Kinase A) qui, par interaction avec une RhoGDI, inhibe la voie de signalisation de 

RhoA en empêchant son interaction avec des RhoGEFs ou avec des effecteurs, notamment 

ROCK (Ellerbroek, Wennerberg, and Burridge 2003). 

 

Les RhoGTPases ont été démontrées comme pouvant être ubiquitinylées et/ou 

sumoylées. D’un point de vue biochimique, les mécanismes d’ubiquitination et de 

sumoylation sont proches car les structures de l’ubiquitine et des protéines SUMO (small 

ubiquitin-like modifier) sont similaires. En effet, l’ajout de l’ubiquitine et l’interaction avec des 

protéines SUMO se fait au niveau de résidus lysine. Alors que l’ubiquitine va favoriser la 

dégradation de la protéine cible par le protéasome, la sumoylation régule le transport 

intracellulaire de la protéine donc ces deux processus permettent la régulation de l’expression 

des RhoGTPases dans la cellule.  

La dégradation des RhoGTPases ubiquitinylées a des répercussions sur les fonctions 

associées à ces protéines comme son rôle au niveau des structures d’actine et dans la motilité 

cellulaire avec l’inhibition de l’EMT, la régulation de la migration de cellules épithéliales ou la 

régulation de l’expression de l’E-cadhérine dans des cellules issues de cancer œsophagien, 

respectivement (Navarro-Lérida, Sánchez-Álvarez, et del Pozo 2021 ; Ma et al. 2019).  

Après stimulation par l’HGF (hepatocyte growth factor), la sumoylation de Rac1 est 

présentée comme nécessaire à son activation afin de favoriser la formation de lamellipode et 
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d’induire la migration de la cellule (Castillo-Lluva et al. 2010). A l’inverse, dans un contexte 

cellulaire de cancer du sein, l’inhibition de la sumoylation de Rac1 diminue la capacité des 

cellules à migrer et envahir ainsi que la mort cellulaire médiée par l’autophagie (Lorente et al. 

2019). 

 

La régulation de l’activité des multiples RhoGTPases présentes dans les cellules est 

donc contrôlée par 3 familles de protéines (GEF, GAP et GDI) ainsi que par des modifications 

post-traductionnelles des RhoGTPases directement ou de leurs protéines régulatrices. Cette 

régulation très fine est spatiale mais aussi temporelle et permet la coordination de plusieurs 

GTPases de la famille Rho (ou d’autres GTPases) afin de contrôler de nombreux processus 

physiologiques. 

 

4. Fonctions des GTPases Rho 
 

4.1. Effecteurs des GTPases Rho 
 

La principale fonction des RhoGTPases est la régulation du cytosquelette notamment 

des multiples structures d’actine par la régulation de la polymérisation et de l’organisation 

des filaments d’actine. RhoA, Rac1 et Cdc42 sont les régulateurs majeurs impliqués dans de 

cette fonction et je vais me focaliser sur ces éléments au cours de cette partie.  

 

Comme indiqué dans le premier chapitre, la polymérisation de l’actine met en jeu 

principalement deux facteurs : le complexe Arp2/3 et les formines agissant en coordination 

avec des protéines de coiffe et des protéines de fragmentation (Campellone and Welch 2010). 

Rac1 et Cdc42 activent le complexe Arp2/3 de façon indirecte en interagissant avec des NPFs 

(Figure 26).  

Il a été montré que Cdc42 lié au GTP se lie au domaine C-terminal des protéines WASP 

et N-WASP et augmente leur activité de nucléation de l’actine dans un contexte de 

fibroblastes murins (Antón et al. 2020). Cette interaction entraine la levée de l’auto-inhibition 

par une ouverture de l’interaction intramoléculaire et libère le site de liaison au complexe 

Arp2/3. La protéine WIP stabilise la protéine N-WASP et maintient en conformation inactive 

fermée mais participe à son recrutement au niveau de régions où l’actine a besoin d’être 
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polymérisée (Donnelly et al. 2013). Le complexe Arp2/3/WASP/WIP est donc important pour 

la régulation spatio-temporelle de la polymérisation de l’actine. Cela permet la formation de 

comète d’actine induisant la mobilité de certains virus comme celui de la vaccine (V. Moreau 

et al. 2000 ; Donnelly et al. 2013).  

La liaison de Rac1 avec les protéines du complexe WAVE, in vivo, participe à l’activation 

du complexe Arp2/3 aboutissant à la polymérisation de l’actine et son organisation au 

lamellipode nécessaire à la motilité cellulaire (Schaks et al. 2018 ; Schaks et al. 2021).  

 

Les formines participent à la nucléation de l’actine et sont régulées par les 

RhoGTPases, notamment RhoA dont mDia est une des cibles (Figure 26). La formine mDia 

contient un domaine FH1 d’interaction avec un complexe formé de la profiline et d’un 

monomère d’actine. L’interaction de RhoA-GTP au niveau du domaine FH2 entraine une levée 

de l’auto-inhibition de mDia. mDia interagit avec l’extrémité barbée du filament d’actine et 

favorise la formation de fibres de stress (Sun et al. 2011).  

 
Figure 26 : Coordination entre les voies de signalisation de RhoA, Rac1 & Cdc42 dans le remodelage 
de l’actine. 
Des effecteurs des RhoGTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 impliqués dans la formation et la régulation de 
structures d’actine sont représentés dans cette figure avec les fonctions correspondantes. 
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Les GTPases Rho régulent donc directement ou indirectement l’activation des 

nucléateurs de l’actine et participent à l’organisation des filaments. Par l’intermédiaire de 

ROCK et de la phosphorylation de MLC, RhoA favorise l’association des filaments contractiles 

d’actine et de myosine. Une interaction entre la fascine et l’actine, identifiée dans des cellules 

musculaires et dans des cellules de carcinome du côlon, est permise par l’interaction de la 

fascine avec LIMK. Cette interaction régule la polymérisation de l’actine et stabilise le réseau 

d’actine au niveau des filopodes (Jaffe and Hall 2005 ; Jayo, Parsons, and Adams 2012) (Figure 

26).  

 

En plus des fonctions en lien avec le remodelage du cytosquelette, les RhoGTPases 

régulent des voies de signalisation intervenant dans la modulation de l’expression de gènes. 

Les protéines Rho sont notamment impliquées dans l’activation de la voie MAL/SRF (serum 

response factor). Dans un modèle de fibroblastes murins privés en nutriments, en réponse à 

l’activation de Rho, l’engagement de l’actine G dans les filaments d’actine, libère MAL de son 

interaction avec l’actine G et MAL est transloqué du cytoplasme vers le noyau. MAL étant le 

co-activateur du facteur de transcription SRF, il peut l’activer une fois dans le noyau et ainsi 

SRF activera la transcription de gènes cibles (Miralles et al. 2003 ; Tabuchi et al. 2005). 

 

 Des activités enzymatiques sont également régulées par les RhoGTPases. Rac1 

interagit dans le cytoplasme avec les NOX (NAPDH oxidases) conduisant la production de ROS 

(Acevedo and González-Billault 2018). De ce fait, la régulation de la localisation et la 

coordination des effecteurs en aval favorisera le remodelage de l’actine et des évènements 

d’oxydoréduction. Les RhoGTPases classiques interviennent également dans le métabolisme 

lipidique en régulant des kinases (PI4P5K, PI3K, DGK) ou des phospholipases (PLC, PLD) 

pouvant agir directement sur les activités de RhoA ou Rac1, notamment dans un contexte de 

cancer in vitro dans des cellules de cancer du pancréas, du côlon ou du sein (Fazio et al. 2020). 

 

De façon générale, les RhoGTPases interviennent dans des voies de signalisation 

intervenant dans le remodelage du cytosquelette d’actine régissant la morphologie, la 

polarité, l’invasion et la migration des cellules. Mais ces protéines contrôlent d’autres 

processus biologiques impliquant ou non le cytosquelette d’actine : transports intracellulaire 

et vésiculaire, contraction cellulaire, formation et dynamique des microtubules, prolifération 
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cellulaire mais aussi la régulation d’activités enzymatiques et de l’expression génique. Dans 

les paragraphes suivants, une attention particulière sera apportée à la régulation coordonnée 

des activités de RhoA, Rac1 et Cdc42 dans les processus de migration et d’invasion cellulaires. 

 

4.2. Coordination des GTPases Rho dans la migration 
cellulaire 

 

La migration cellulaire comprend plusieurs étapes mettant en jeu différentes 

structures d’actine : lamellipode, filopode, complexe actine-myosine et fibres de stress (Figure 

8) (Mattila and Lappalainen 2008). Pour chacune de ces étapes, des GTPases de la famille Rho 

interviennent dans la mise en place des structures d’actine et dans leur régulation spatio-

temporelle afin de contrôler la migration cellulaire (Figure 27). 

 

Figure 27 : Répartition spatiale des RhoGTPases impliquées lors de la migration cellulaire. 
RhoA, Rac1 et Cdc42 sont nécessaires à la mise en place des structures d’actine au cours de la 
migration cellulaire. Rac1 participe à la formation du lamellipode tandis que Cdc42 intervient dans la 
formation des filopodes et RhoA est essentielle à la formation des fibres de stress. 
Adapté du site www.mechanobio.info/. 
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Tout d’abord, la formation de protrusions membranaires d’actine est importante pour 

la directionalité de la migration. Au niveau du front de migration, lorsque la cellule se polarise 

et s’étale, elle forme un lamellipode faiblement adhérent au substrat sous-jacent, dans sa 

partie la plus distale (Figure 27). Les premiers points d’adhésion sont instables et peuvent se 

désassembler rapidement ou devenir des complexes focaux plus stables. Les complexes 

focaux se mettent en place à la frontière entre le lamellipode et le corps cellulaire, au niveau 

de la lamelle (ou lamellum) capable d’adhérer plus fortement au substrat. La lamelle intervient 

donc dans l’adhésion des cellules au substrat mais aussi dans la contraction dépendante de la 

myosine II par la présence des fibres de stress (Figure 27) (Jacquemet, Hamidi, and Ivaska 

2015 ; Burridge and Guilluy 2016).  

 

Au cours de la migration cellulaire, les activités de RhoA et de Rac1 se coordonnent en 

agissant de façon antagoniste (Figures 26&28) (Burridge and Wennerberg 2004 ; Ridley 2015). 

L’importance des protéines GEFs et GAPs dans le contrôle de l’activation et l’inactivation des 

GTPases est essentielle (Lawson and Burridge 2014). En effet, des signaux pro-migratoires 

comme les intégrines mais aussi les facteurs de croissance ou les cytokines permettent leur 

recrutement à la membrane plasmique afin de remodeler le cytosquelette d’actine (Lawson 

and Ridley 2018). 

 

Les étapes précoces de la migration cellulaire correspondent à l’étalement cellulaire et 

la formation du lamellipode dépendante de Rac1. Au niveau du front de migration, Rac1 active 

le complexe Arp2/3 par le complexe WAVE stimulant ainsi la polymérisation de filaments 

d’actine et la formation d’un réseau d’actine branchée, caractéristique du lamellipode (Figure 

27) (Steffen et al. 2006 ; Chen et al. 2010). Plusieurs études ont montré que l’activation de 

Rac1 dépend de l’implication de GEFs en réponse à l’engagement des intégrines dans des 

cellules épithéliales (Lawson and Burridge 2014). 

 

Les kinases FAK et Src sont recrutées à proximité de la partie intracellulaire des 

intégrines β et s’activent par l’intermédiaire d’une boucle de rétrocontrôle positive. Dans un 

modèle cellulaire exprimant une forme active de Src, l’interaction des intégrines et de FAK 

favorise l’interaction de FAK avec Src par autophosphorylation de FAK au niveau du résidu 
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Y397 (Mitra and Schlaepfer 2006). L’interaction FAK/Src augmente l’activité de Src capable de 

phosphoryler à son tour FAK (Schlaepfer, Mitra, and Ilic 2004 ; Ruest et al. 2000).  

En dehors de cette boucle de rétrocontrôle, FAK et Src phosphorylent des protéines 

adaptatrices des adhésions focales comme la paxilline et p130Cas. Des études montrent que 

la phosphorylation de ces protéines, dans un contexte de cellules épithéliales surexprimant 

Crk, favorise l’interaction avec Crk et GIT2, responsables du recrutement et de l’activité de 

GEFs (Turner et al. 1999 ; Lamorte et al. 2003).  

 

Les protéines GEFs de la sous-famille Vav se localisent aux lamellipodes dans des 

cellules épithéliales étalées sur fibronectine (Marignani and Carpenter 2001). Elles sont 

directement activées par Src conduisant au recrutement de GIT2 (GRK-interacting protein 2) 

et β-Pix (ou ArhGEF7). GIT2 en se fixant à β-Pix favorise la liaison entre le domaine C-terminal 

de Rac1 et le domaine SH3 de β-Pix (Figure 28). Ceci induit le recrutement et l’activation de 

Rac1 au niveau des sites d’adhésion et des replis membranaires. Rac1 activée directement par 

β-Pix contrôle l’étalement de la cellule en migration (ten Klooster et al. 2006). L’activation de 

la GEF DOCK180 par p130Cas et Crk est également impliquée dans la régulation de l’étalement 

de la cellule médiée par Rac1 (Figure 28) (Kiyokawa, Hashimoto, Kobayashi, et al. 1998 ; 

Kiyokawa, Hashimoto, Kurata, et al. 1998).  

 
Une autre GEF se localise dans les protrusions membranaires, Tiam1, dont l’activation 

dépend de la phosphorylation par Src (O’Toole et al. 2011 ; Garcia-Guzman et al. 1999). Il a 

été montré dans des cellules de cancer du col de l’utérus que l’activation de Tiam1 favorise le 

recrutement de la taline et 14-3-3ζ aux sites d’adhésion précoces (Arthur, Quilliam, and 

Cooper 2004). La kinase ILK (integrin linked kinase) intervient dans le contrôle de l’étalement 

cellulaire en formant un complexe avec les protéines PINCH, α-parvine et β-parvine 

(Rosenberger et al. 2003 ; Filipenko et al. 2005). Ce complexe, identifié au cours d’un criblage 

double-hybride chez la levure, est établi au contact avec les domaines intracellulaires des 

intégrines β1 et β3. Dans les cellules épithéliales, ArhGEF6 est recrutée par la β-parvine afin 

d’activer Rac1 et d’induire la migration des cellules sur fibronectine (Boulter et al. 2006). 

L’activation de Rac1 par des GEFs est caractéristique de l’adhésion précoce et elle est couplée 

à l’inhibition de RhoA par les GAPs (Figures 26&28).  
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Figure 28 : Mécanismes croisés d’activation/inactivation de RhoA et Rac1 au cours de la migration 
cellulaire. 
(1) Représentation schématique de la réaction croisée entre RhoA et Rac1.  
Au niveau du front de migration, RhoA peut être activée par des GEFs comme p190RhoGEF, GEF-H1 ou 
LARG. A l’arrière de la cellule, RhoA inhibe l’activité de Rac1 via la protéine FilGAP ou par la localisation 
de β-pix. RhoA active la formine mDia capable d’activer Rac1 au niveau du front de migration. Cette 
activation passe par l’activation de GEFs Tiam1 ou DOCK180.  
Rac1 inhibe l’activité de RhoA par l’activation des p190RhoGAPs. Cette diminution de l’activation de 
RhoA entraine l’activation de Rac1 par la levée de l’inhibition médiée par β-pix ou l’inhibition de 
FilGAP. La compétition de liaison des protéines GDIs avec RhoA ou Rac1 permet la régulation de 
l’activité de ces deux protéines. 
(2) Tableau composé des principales protéines GEFs et GAPs régulant l’activité de RhoA et Rac1 au 
cours de la migration cellulaire. 
Adapté de Lawson et Burridge 2014. 
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La phosphorylation de p190A par Src ou PKC, en réponse à l’engagement de l’intégrine 

α5β1 ou à l’activation du récepteur Syndécane-4 est nécessaire à sa localisation où RhoA doit 

être régulée (Bass et al. 2008). La formation d’un complexe entre p190RhoGAP, FAK et 

p120RasGAP a été identifié dans des modèles cellulaires de fibroblastes ou de carcinomes. Ce 

complexe permet l’activité GAP vis-à-vis de RhoA (Tomar et al. 2009).  

Par ailleurs, l’interaction de p190RhoGAP avec la cortactine est nécessaire à sa 

localisation au lamellipode afin d’inhiber RhoA (Binamé et al. 2016 ; Bidaud-Meynard et al. 

2017). De plus, une étude a montré la régulation p190RhoGAP par Rac1 crée une boucle de 

Activation de RhoA & Inhibition de Rac1

Activation de Rac1 
& Inhibition de RhoA

Contractilité
Polymérisation 

de l’actine

RhoA/Rac1GEF/GAP Nom 

1 2



 
 

78 

régulation impliquant l’activation de Rac1 et l’inhibition de RhoA au cours des évènements 

précoces de la migration cellulaire (Figure 28) (Nimnual, Taylor, and Bar-Sagi 2003 ; Bustos et 

al. 2008).  

 

Au niveau du front de migration et de l’arrière de la cellule, RhoA doit être activée, afin 

de permettre la poursuite des étapes de la migration. Les protéines GEFs p190RhoGEF, GEF-

H1 ou LARG interviennent dans l’activation de RhoA au front de migration (Figure 28). La 

délétion de p190RhoGEF inhibe la formation d’adhésions focales et la migration de 

fibroblastes et de cellules de cancer du côlon, par inhibition de l’activité de RhoA (Miller et al. 

2012). L’activité de RhoA est régulée par les kinases Pyk2 et FAK, de façon complémentaire. 

La formation d’un complexe avec p190RhoGEF, démontrée dans des fibroblastes, au niveau 

des adhésions focales, permet la phosphorylation de RhoA (Lim et al. 2008). De la même façon, 

l’activation de LARG par la kinase Fyn ou de GEF-H1 par FAK sont impliquées dans l’activation 

de RhoA associée à la formation de fibres de stress et à la maturation des adhésions focales 

via l’activation des effecteurs ROCK et mDia (Figure 29) (Dubash et al. 2007 ; Guilluy et al. 

2011).  

 

Figure 29 : Répartition des RhoGTPases dans la cellule lors des évènements de migration et d’invasion 
cellulaires. 
Localisation des RhoGTPases au niveau des structures d’actine que sont les lamellipodes et les 
invadosomes. Rac1 se localise essentiellement au front de migration. RhoA est retrouvée à la fois au 
front de migration et à l’arrière de la cellule afin de promouvoir la rétractation par contraction. Quant 
à Cdc42, la GTPase est indispensable à la formation des invadosomes et se localise avec Rac1 et RhoA 
au front de migration. 
Adapté de Lawson et Ridley 2018. 
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L’état de phosphorylation de la myosine est régulé par ROCK, directement en 

phosphorylant les MLC et indirectement en inhibant leur déphosphorylation par MLCP. Ceci 

permet la contraction des filaments d’actine sur la myosine ainsi que la formation des fibres 

de stress et des adhésions focales comme il l’a été démontré dans des cellules endothéliales 

et des cellules de cancer du sein (Figures 26&28) (Unbekandt and Olson 2014). La contraction 

acto-myosique induite par ROCK est responsable de la rétraction de la cellule en fin de 

migration.  

La formation des fibres de stress découle de l’activité de la formine mDia notamment 

en aval de RhoA. Il a été montré dans des cellules de cancer du côlon, qu’en phosphorylant 

LIMK, ROCK induit l’activation de la protéine ADF/cofiline dont le rôle est de stabiliser les 

filaments d’actine en bloquant la polymérisation (Figure 26) (Jayo, Parsons, and Adams 2012).   

 

Dans les évènements tardifs de la migration, un antagonisme entre les activités de 

RhoA et Rac1 est également présent. L’activation de ROCK par RhoA entraine la 

phosphorylation de FilGAP inhibant la formation du lamellipode, dépendante de Rac1, dans 

des cellules déposées sur fibronectine (Figure 28) (Ohta, Hartwig, and Stossel 2006). FilGAP 

agit par compétition, en empêchant l’interaction de Rac1 avec l’une de ses protéines GEFs ce 

qui favorise son inhibition (Shifrin et al. 2009). Le complexe RacGAP1/Filamine A/IQGAP1 est 

recruté au lamellipode de cellules en cours de migration, au niveau de sites d’activation de 

l’intégrine β1 (Jacquemet et al. 2013).  

 

L’ensemble de ces mécanismes de régulation démontre le rôle de RhoA et Rac1 et leurs 

activités et leurs voies de signalisation croisées au cours de la migration cellulaire. Cependant, 

il a été démontré que d’autres GTPases, de la famille Rho mais également des autres familles, 

étaient capables de se coordonner ou de s’opposer.  

 

Cdc42 a un rôle prépondérant dans la migration cellulaire en intervenant dans la 

polarisation de la cellule et la formation des filopodes au front de migration ainsi qu’en jouant 

un rôle de senseur en intégrant des signaux du microenvironnement la cellule (Lawson and 

Ridley 2018). La présence de Cdc42 favorise la polymérisation de l’actine par le complexe 

Arp2/3 en activant ses effecteurs WAVE et WASP ce qui permet de former des filopodes à 
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partir du lamellipode (Figures 27&29) (Jacquemet, Hamidi, and Ivaska 2015 ; Amato et al. 

2019).  

En activant le complexe PAR6, Cdc42 permet la polarisation de la cellule en orientant 

le noyau et MTOC, tel qu’il a été montré dans des fibroblastes et des cellules endothéliales 

(Figure 26) (Palazzo et al. 2001). La polarisation des organites induit la polymérisation et 

l’orientation des microtubules avec l’extrémité « + » en périphérie, vers le front de migration 

(Cau and Hall 2005).  

 

L’utilisation de biosenseurs et de l’imagerie à haute résolution permet l’analyse et la 

compréhension des mécanismes participant à la coordination spatio-temporelle des GTPases. 

Les approches optogénétiques ont permis de mettre en évidence les gradients 

d’activation des GTPases Rho dans des cellules en cours de migration comme il a été décrit 

précédemment (Machacek et al. 2009 ; Pertz 2010 ; de Beco et al. 2018). Il a été montré que 

les gradients de RhoA, Rac1 et Cdc42 ne sont pas causés par des mécanismes de transport 

mais sont dus à une distribution contrôlée des régulateurs (activateurs ou inactivateurs) de 

RhoGTPases (de Beco et al. 2018). De plus, l’activation localisée de RhoA et l’antagonisme 

RhoA/Rac1 a également été mis en évidence avec l’utilisation de biosenseurs, au niveau de 

différentes protrusions membranaires, dans un modèle de fibroblastes stimulé par des 

facteurs de croissance tels que le PDGF (Pertz et al. 2006).  

 

Ainsi, la coordination des activités des GTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 et leur régulation 

spatio-temporelle très précise, bien que complexe, permet la régulation de différentes 

structures d’actine lors de la migration cellulaire. Cette régulation est localisée, rapide et passe 

par les cycles d’activation/inactivation des GTPases. Leurs régulateurs que sont les GEFs, les 

GAPs, les GDIs et les différentes modifications post-traductionnelles vont favoriser leur 

activation ou leur inactivation dans des régions précises de la cellule où le cytosquelette 

d’actine doit être régulé. 
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4.3. Coordination des GTPases Rho dans l’invasion 
cellulaire 

 

Les GTPases sont des éléments essentiels dans le contrôle du remodelage de l’actine 

au sein des invadosomes, structures impliquées dans l’invasion cellulaire. En effet, les étapes 

de formation et de maturation des invadosomes tout comme l’activité enzymatique de 

dégradation de la matrice sous-jacente sont directement liées à l’activité coordonnée de 

RhoA, Rac1 et Cdc42 (Lawson and Ridley 2018 ; Rivier, Mubalama, and Destaing 2021).  

 

L’interaction des intégrines avec les protéines de la MEC confère une fonction 

d’adhérence aux invadosomes, tout comme l’interaction avec le récepteur CD44. Dans les 

ostéoclastes, cellules ne formant pas d’adhésions focales, les podosomes sont essentiels à 

l’adhésion de ces cellules à la MEC (Georgess et al. 2014). L’adhésion cellulaire est un élément 

limitant à la fonction des invadopodes comme il l’a été démontré dans des cellules issues de 

cancer du sein. En effet, la délétion de la kinase ILK ou l’inhibition de l’interaction des 

intégrines avec des éléments de la MEC entrainent une diminution de la capacité de 

dégradation des invadosomes par une altération du recrutement d’IQGAP1 (Ras GTPase-

activating-like protein 1) et de l’exposition de MT1-MMP au niveau extracellulaire (Jayo, 

Parsons, et Adams 2012). 

 

Cdc42 est nécessaire à la mise en place des invadosomes en régulant WASP et le 

complexe Arp2/3. Cdc42 permet la polymérisation de l’actine au niveau des structures 

d’invasion (Figure 10) (Pichot et al. 2010). L’expression d’une forme constitutivement active 

de Cdc42 (V12Cdc42) induit d’ailleurs la formation de podosomes dans les cellules 

endothéliales ou les fibroblastes murins (Moreau et al. 2003 ; Di Martino et al. 2014).  

Dans des cellules de cancer du sein, il a été montré l’importance de l’interaction de 

Tks5 avec une protéine GEF de Cdc42, FGD1, nécessaire à la formation des invadosomes 

linéaires (Figure 30) (Zagryazhskaya-Masson et al. 2020). Par ailleurs, la protéine GEF Tuba 

active Cdc42 et ainsi régule la formation et la fonction des invadosomes linéaires dans un 

mécanisme dépendant de la localisation de DDR1, un récepteur au collagène (Juin et al. 2014). 

Cdc42 est essentiel à la formation mais aussi à la fonction des invadosomes en 

intervenant dans le phénomène de sécrétion des MMPs nécessaire à l’activité de dégradation 
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de la matrice des invadosomes. L’interaction d’IQGAP1 avec le complexe exocyste entraine le 

recrutement à la surface membranaire de MMPs notamment MT1-MMP (Figure 30) (Sakurai-

Yageta et al. 2008). Cette interaction est permise par l’activation de Cdc42 et l’activation d’une 

autre GTPase, RhoA. 

 
Figure 30 : Modèle de boucle de régulation dans la formation et la maturation des invadosomes. 
La RhoGTPase Cdc42 induit la polymérisation de l’actine via l’activation du complexe Arp2/3. En 
interagissant avec IQGAP1, Cdc42 permet le recyclage de MT1-MMP et son exposition à la surface 
membranaire afin de dégrader le collagène I présent dans la MEC. 
Adapté de Zagryazhskaya-Masson et al. 2020. 

 

Les protéines d’échafaudage Tks4 et Tks5 participent à la formation et la maturation 

des invadosomes en interagissant avec les voies de signalisation des RhoGTPases. Tks5 permet 

le recrutement des protéines AFAP-110, p190RhoGAP et cortactine au niveau des podosomes 

(Crimaldi, Courtneidge, and Gimona 2009). Ces protéines ont des rôles spécifiques dans la 

formation de ces structures, respectivement, en activant la kinase Src, en régulant 

négativement RhoA et en accélérant la polymérisation d’actine. La coordination des activités 

de ce complexe est nécessaire à la formation de podosomes fonctionnels. La délétion de Tks5 

dans des cellules musculaires de rat inhibe la formation des podosomes en altérant la 

localisation d’AFAP-110, p190RhoGAP et la cortactine.  

Il a également été montré l’importance de p190RhoGAP dans la régulation de RhoA 

aux invadosomes. L’inhibition de RhoA induite par l’expression de p190RhoGAP dans des 
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contractilité cellulaire (Burgstaller and Gimona 2004 ; Crimaldi, Courtneidge, and Gimona 

2009).  

 

Des études ont démontré l’implication de Rac dans l’invasion cellulaire. En effet, dans 

des cellules cancéreuses, la phosphorylation de la cortactine permet le recrutement aux 

invadosomes de Vav2 qui l’une des GEF de Rac3. Lorsque la cortactine est déphosphorylée ou 

l’expression de Vav2 inhibée, la surexpression d’une forme constitutivement active de Rac3 

restaure la dégradation de la matrice induite par les invadosomes (Rosenberg et al. 2017). A 

l’inverse, il a été montré par FRET (fluorescence resonance energy transfer) qu’une réduction 

de l’activité de Rac1 est nécessaire à la stabilité de l’invadosome (Moshfegh et al. 2014). Dans 

cette étude, Rac1 est décrit comme un facteur de désassemblage des invadosomes, 

mécanisme important pour le renouvellement de ces structures au cours de l’invasion 

cellulaire.   

 

Les RhoGTPases ont un rôle essentiel dans l’intégration des signaux conduisant à la 

formation et le maintien des structures d’actine lors des processus d’adhésion, de migration 

et d’invasion cellulaires. L’expression et l’activation de ces protéines doivent être finement 

régulées et coordonnées dans l’espace et dans le temps afin d’assurer ces fonctions 

biologiques.  

 

5. Physiopathologie des GTPases Rho 
 

De par les processus cellulaires contrôlés par les GTPases Rho, des altérations dans 

leurs voies de signalisation sont à l’origine de nombreuses pathologies (Narumiya and 

Thumkeo 2018).  

 

5.1. Rôles physiologiques des GTPases Rho 
 

Dès les premiers instants du développement embryonnaire, l’activité des RhoGTPases, 

notamment de RhoA et de ses effecteurs ROCK et mDia est nécessaire. La formation de 

faisceaux d’actine et de myosine permet de connecter les cellules épithéliales au travers de 
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jonctions intercellulaires et de les contracter afin de former les tissus et maintenir la 

morphogenèse tissulaire. 

La contraction au niveau apical des cellules épithéliales entraine une déformation de 

la cellule passant d’une forme cuboïde à une forme trapézoïde permettant ainsi de former des 

tubes et invaginations notamment lors de la gastrulation et la neurulation (Martin and 

Goldstein 2014). La présence d’actine autour de l’œil et de l’anneau ombilical a été démontrée 

et l’absence de ROCK (I et II) in vivo engendre des malformations chez les souris qui souffrent 

d’omphalocèle (absence de fermeture de la paroi abdominale) et naissent les « yeux ouverts » 

(Shimizu et al. 2005 ; Thumkeo et al. 2005). L’absence de mDia engendre une hyperplasie 

périventriculaire et une perte de la polarité apico-basale des cellules neuroépithéliales 

(Thumkeo et al. 2011).  

 

La voie de signalisation RhoA/ROCK intervient au cours de la morphogenèse cérébrale, 

dans la formation des axones, la migration des neurones et la plasticité synaptique. Au cours 

de la croissance axonale, un signal calcique est envoyé aux neurones à proximité. Il active 

RhoA et permet la croissance de l’axone vers sa cellule cible (Takano et al. 2017). Au niveau 

des épines dendritiques, Rac1 favorise leur croissance tandis que RhoA, par l’activation de 

ROCK, antagonise l’action de Rac. Les expressions de Rac1 et du complément C3 sont 

similaires, l’absence de C3 impacte l’activation de Rac1 et induit une différenciation 

prématurée des neurones (Gorelik et al. 2018).  

 

Les découvertes de plusieurs inhibiteurs de ROCK comme Y27632 puis du fasudil, 

réduisant la contraction des artères en réponse au calcium ou la pression artérielle chez des 

souris hypertendues, ont permis de mieux comprendre le rôle des RhoGTPases au niveau 

cardio-vasculaire (Narumiya and Thumkeo 2018). Ainsi, la voie de signalisation en aval de 

RhoA jour un rôle dans le remodelage cardiaque et le développement de cardio-myopathies 

(Kilian et al. 2021).  

 

Des études ont également démontré le rôle de RhoGTPases dans l’immunité innée ou 

acquise. IQGAP1 interagit avec Rac1 sous une forme non prénylée et régule son activation et 

sa dégradation par le protéasome. Chez des souris présentant une délétion de géranylgéranyl-

transférases, une augmentation du pool de Rac1-GTP induit une augmentation de 
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l’inflammation. L’absence d’IQGAP1 réduit l’inflammation induite chez ces souris (Akula et al. 

2019). RhoA participe à la phagocytose de pathogènes par remodelage des filaments d’actine 

(Tzircotis, Braga, and Caron 2011). En réponse à la stimulation par des chimiokines, RhoA 

induit la migration de cellules du système immunitaire comme les macrophages, les 

lymphocytes T ou les cellules dendritiques (Bros et al. 2019 ; Katakai et al. 2014 ; Jones et al. 

2016).  

 

5.2. Dérégulation des GTPases Rho dans le cancer 
 

Les RhoGTPases étant impliquées dans de multiples fonctions physiologiques, une 

dérégulation de ces dernières entraine des phénomènes pathologiques comme le cancer, les 

maladies cardio-vasculaires, neurodégénératives ou infectieuses (Haga and Ridley 2016 ; 

Strassheim et al. 2019 ; Huang et al. 2017). Les voies de signalisation dans lesquelles 

interviennent les GTPases de la famille Rho sont impliquées dans l’acquisition des « hallmarks 

of cancer » définies par Hanahan et Weinberg en régulant des fonctions biologiques associées 

à des structures d’actine (Clayton and Ridley 2020). La dérégulation de ces voies peut 

entrainer une altération de polarité, de prolifération et de survie, d’adhésion, de migration et 

d’invasion mais aussi de transformation maligne des cellules (Orgaz, Herraiz, and Sanz-

Moreno 2014).  

 

Le dérèglement peut intervenir directement au niveau de la GTPase elle-même, au 

travers d’une variation de leur expression ou d’une mutation, et entrainer une modification 

de leur localisation ou de leur état d’activation. La régulation des modifications post-

traductionnelles des RhoGTPases est impliquée dans le cancer. Cette partie a déjà été abordée 

dans la partie 3.4 de ce chapitre. Un changement d’expression des protéines régulatrices peut 

également être à l’origine de l’altération des fonctions associées aux GTPases (Figure 31) 

(Porter, Papaioannou, and Malliri 2016).  
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Figure 31 : La signalisation des RhoGTPases dérégulée dans la tumorigenèse et la progression 
tumorale. 
Différents mécanismes sont à l’origine des dérèglements des RhoGTPases dans le cadre du cancer. 
Des altérations directement sur la GTPase comme des mutations, des modifications post-
traductionnelles ou des variants d’épissage peuvent induire le développement et la progression de 
cancers. Des impacts sur les régulateurs des RhoGTPases mettent en jeu le rôle des RhoGTPases dans 
la capacité des cellules cancéreuses à migrer et à envahir les tissus. 
Adapté de Porter, Papaioannou, et Malliri 2016. 
 

5.2.1. Altérations génétiques des GTPases Rho dans le cancer 
 

A l’inverse des GTPases Ras qui présentent de nombreuses mutations retrouvées dans 

les tumeurs, la dérégulation des membres de la sous-famille Rho passe majoritairement par 

une surexpression ou une suractivation de ces protéines et intervient dans le développement 
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les protéines RhoGAPs, induisant la baisse de leur fonction régulatrice de RhoA (Lawrence et 

al. 2014 ; D. Wang et al. 2020). Des études mettent en évidence la présence de mutations de 

RhoA dans des cas de cancers gastriques ou des lymphomes (Kakiuchi et al. 2014 ; Palomero 

et al. 2014). Le séquençage de 87 cas de carcinome gastrique de type diffus indique qu’une 

mutation de RHOA a été observée dans 25% de ces tumeurs, avec la présence de hotspots 

mutationnels tels que les résidus Arg5 ou Gly17, hautement conservés parmi les GTPases Rho, 

(Kakiuchi et al. 2014). La glycine 17 est de façon récurrente mutée dans des lymphomes à 

cellules T. De manière intéressante, l’analyse in vitro de la mutation G17V de RhoA indique un 

effet de dominant négatif. En effet, l’expression de RhoA G17V empêche l’activation des 

effecteurs de RhoA, par une absence de liaison du mutant au GTP, et de la protéine endogène 

RhoA sauvage. L’expression de RhoA G17V favorise la prolifération et la polarisation des 

cellules T (Chiba et al. 2015 ; Cortes et al. 2018).  

 

Des mutations de Rac1 et Cdc42 ont également été observées dans divers types de 

tumeurs (Jung et al. 2020 ; Hodis et al. 2012). Par exemple, la mutation P29S de Rac1 est 

identifiée dans près de 10% des mélanomes et confère à Rac1 un gain de fonction 

(Krauthammer et al. 2012). Le résidu se situe dans le domaine Switch I entraine une forte 

activité GTPasique et l’activation des effecteurs en aval expliquant l’augmentation de la 

prolifération et de la migration des cellules de mélanome (Davis et al. 2013). La mutation G12D 

de Cdc42 est également identifiée dans le mélanome et une étude a montré que les mutations 

de CDC42 et l’ubiquitine ligase TRAF7 sont mutuellement exclusives dans des cas de 

mésothéliome papillaire (Hodis et al. 2012 ; Stevers et al. 2019). Cependant, les fonctions de 

ces mutations n’ont pas été étudiées.  

 
5.2.2. Altérations de l’expression des GTPases Rho dans le cancer 

 

L’analyse de l’expression tissulaire des RhoGTPases montre l’importance de ces 

protéines dans les différentes étapes de la tumorigenèse, pouvant ainsi être considérées 

comme des biomarqueurs de la progression tumorale. Ainsi, la surexpression de RhoGTPases 

est associée à une progression tumorale et/ou un mauvais pronostic dans de nombreuses 

études. RhoA est surexprimée dans les cancers du sein, du foie ou encore des poumons 

(Gerhard Fritz, Just, and Kaina 1999 ; G. Fritz et al. 2002). La surexpression de RhoA est 
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associée à la prolifération, l’invasion et l’angiogenèse. Dans des modèles in vitro et in vivo de 

xénogreffe chez la souris, l’inhibition de RhoA prévient la croissance et l’angiogenèse (Gerhard 

Fritz, Just, and Kaina 1999 ; Pillé et al. 2005). La surexpression de Rac1 est retrouvée dans des 

cancers gastriques, en corrélation avec l’invasion et le développement de métastases (F. Yu et 

al. 2019). Dans des cancers du sein, la surexpression de Cdc42 a été identifiée et reliée au 

processus de transformation maligne (Bray et al. 2013 ; N. P. Murphy, Mott, and Owen 2021).  

À l’inverse, des diminutions d’expression de GTPases Rho ont été identifiées comme 

étant associées à l’induction de l’EMT et la progression tumorale. C’est le cas de RhoB dont 

l’inhibition favorise l’invasion de cellules de cancer du poumon et le développement de 

métastases pulmonaires dans un modèle in vivo d’ostéosarcome (Calvayrac, Pradines, and 

Favre 2018 ; Zou et al. 2018). 

 
5.2.3. Variants d’épissage 

 

La protéine Rac1b provient d’un épissage alternatif au cours de la transcription de 

RAC1. Ce variant comprend une séquence supplémentaire dans le domaine Switch II ce qui 

génère une protéine avec une diminution de son activité GTPasique et une augmentation de 

sa capacité d’échange du GDP en GTP (Fiegen et al. 2004). De ce fait, Rac1b diffère des autres 

composants de la sous-famille Rac en étant constitutivement active et donc en interagissant 

avec des effecteurs différents. Ainsi, ce variant d’épissage Rac1b perd la capacité à réguler les 

effecteurs classiques de Rac1, mais peut activer le facteur de transcription NF𝛋B notamment 

responsable de l’activation de facteurs impliqués dans des processus en lien avec le 

développement et la progression tumorale (Lehman et al. 2018 ; Wennerberg and Der 2004).  

 
5.2.4. Altération des effecteurs 

 

Comme démontré dans la partie 4 de ce chapitre, les voies de signalisation en aval des 

RhoGTPases sont altérées dans le cadre de la tumorigenèse et sont donc des cibles 

thérapeutiques afin de réguler les fonctions des GTPases.  

 

Par exemple, plusieurs études ont montré que la surexpression de WIP qui, en 

complexe avec la protéine WASP, active la polymérisation de l’actine au niveau des 

invadosomes. La surexpression de WIP est corrélée avec l’augmentation des capacités 
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invasives in vitro et un mauvais pronostic dans le cancer du sein (García et al. 2012 ; García et 

al. 2016 ; Gryaznova et al. 2015). L’induction de l’EMT est accélérée par la surexpression de 

WIP dans des cellules issues d’adénocarcinome pulmonaire. Les cellules acquièrent des 

propriétés prolifératives et invasives par l’interaction de WIP avec RhoA induisant sa 

suractivation (Salvi and Thanabalu 2017).  

Des inhibiteurs pharmacologiques des RhoGTPases et des effecteurs existent. Par 

exemple, les inhibiteurs Rhosine, NSC23766 et ZCL278 ciblent la liaison de RhoA, Rac1 et 

Cdc42, respectivement, avec plusieurs RhoGEFs telles que LARG, p115RhoGEF ou PDZ-

RhoGEF. L’inhibition de la liaison avec la GEF diminue les capacités invasives de cellules de 

cancer du sein (Shang et al. 2012 ; Gao et al. 2004 ; Friesland et al. 2013 ; Aguilar et al. 2019). 

Le Fasudil et Y-27632 sont des inhibiteurs sélectifs de ROCK, l’effecteur de RhoA. L’inhibition 

de l’invasion cellulaire par le Fasudil a été montré dans des modèles hautement invasifs de 

cancer du sein et de fibrosarcome (Ying et al. 2006). L’injection de Y-27632 dans une tumeur 

chez la souris entraine une régression de la croissance du mélanome (Routhier et al. 2010).  

 

5.2.5. Altération des régulateurs  
 

La compréhension des mécanismes d’expression et de régulation de ces protéines liées 

aux RhoGTPases est donc un élément important dans la recherche de nouvelles cibles 

thérapeutiques. Depuis quelques années, des études à grande échelle de séquençage de 

tumeurs ont mis en évidence des mutations de protéines régulatrices des RhoGTPases 

(Lawrence et al. 2014 ; D. Wang et al. 2020).  

 

Parmi les RhoGEFs dérégulées, les protéines PDZ-RhoGEF, LARG, et p115GEF sont 

suractivées tandis que les protéines Ect2, Tiam1 et Vav sont retrouvées surexprimées dans 

plusieurs types de cancer (Rossman, Der, and Sondek 2005 ; Jung et al. 2020). Par exemple, 

une surexpression de Tiam1 est démontrée dans le cancer du sein ou le carcinome de 

l’œsophage et corrélée avec une dissémination métastatique et un mauvais 

pronostic  (Minard et al. 2004 ; Boissier and Huynh-Do 2014).  

Les protéines DLC1 et p190RhoGAP sont les principales RhoGAPs présentant, dans la 

plupart des cas, une diminution d’expression dans plusieurs types de cancer (Jung et al. 2020). 

La plupart des RhoGAPs agissent en tant que suppresseur de tumeurs, en régulant l’activité 
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RhoGTPase. Cependant, une surexpression des protéines p190RhoGAP-B, ArhGAP8 et 

ArhGAP42 est également retrouvée dans des cancers gastriques, du sein, du côlon ou du 

pharynx et favorisent in vitro la migration et l’invasion des cellules cancéreuses (G. Dong et al. 

2018 ; Johnstone et al. 2004 ; Hu et al. 2018).  

 

Par la présence de mutations ou la régulation de leur expression, les protéines 

régulatrices offrent de nouvelles possibilités thérapeutiques car leur régulation 

pharmacologique permettrait de restaurer leurs fonctions d’activation ou d’inhibition des 

RhoGTPases dans les cellules cancéreuses (Humphries, Wang, and Yang 2020). Par exemple, 

le gène ARHGAP35, codant pour la protéine p190RhoGAP-A, est désormais considéré comme 

l’un des gènes les plus mutés dans le cancer. L’implication de p190RhoGAP-A dans le cancer 

est développé plus précisément dans le chapitre 3.  
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1. p190RhoGAPs, principaux régulateurs négatifs de 
RhoA 

 

Les phénomènes de migration et d’invasion des cellules cancéreuses sont une des 

caractéristiques du cancer. Ils favorisent le développement et la progression des tumeurs par 

l’intermédiaire de structures composées de filaments d’actine, les lamellipodes et les 

invadosomes. Le cytosquelette d’actine est finement régulé par les GTPases de la famille Rho, 

elles-mêmes régulées par différentes familles de protéines dont les RhoGAPs. Parmi les 

protéines RhoGAPs, capable d’inactiver les GTPases en catalysant l’hydrolyse du GTP en GDP, 

les deux isoformes p190RhoGAPs régulent majoritairement RhoA. Tout au long de ce 

manuscrit, p190RhoGAP servira de dénomination aux deux protéines tandis que 

p190RhoGAP-A et p190RhoGAP-B seront appelées respectivement p190A et p190B.  

 

La protéine p190A (ou GRF-1) est une protéine d’environ 171 kDa codée par le gène 

GRLF1 (glucocorticoid receptor binding factor 1) ou ARHGAP35, localisé sur le chromosome 

19 (au locus 19q13.3) et composé de 4543 paires de bases. Son nom « p190 » provient du fait 

que cette protéine ait été clonée lors de l’identification d’une protéine phosphorylée de 190 

kDa en interaction avec p120RasGAP dans des fibroblastes transformés par Src (Settleman et 

al. 1992). 

La protéine p190B est une protéine d’environ 172 kDa codée par le gène ARHGAP5 

localisé sur le chromosome 14 (au locus 14.q12). Ces deux isoformes proviennent d’une 

duplication génique et sont conservés au cours de l’évolution.  

 

Les protéines p190RhoGAPs présentent approximativement 50% d’homologie de 

séquences (Annexe 2). Les protéines codées par ces gènes sont constituées de plusieurs 

domaines avec des fonctions similaires dont le domaine GAP, en C-terminal, qui est le siège 

de l’activité GAP. Au niveau de ce domaine GAP, le degré d’homologie est important avec 70% 

d’homologie entre les séquences des gènes codant pour p190A et p190B.  

 

Les protéines p190RhoGAPs ont fait l’objet d’une revue publiée dans Cells en 2019 et 

intitulée « p190RhoGAPs, the ARHGAP35- and ARHGAP5-Encoded Proteins, in Health and 
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Disease ». Cette revue présente successivement (1) la structure multi-domaine des protéines 

ainsi que le rôle des différents domaines, (2) les différentes localisations et les fonctions 

associées aux p190RhoGAPs, dépendantes ou indépendantes de l’activité de RhoA, (3) le rôle 

de ces protéines au cours du développement et (4) leurs implications dans des pathologies 

humaines dont le cancer. 
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2. Modifications post-traductionnelles 
 

La régulation des protéines p190RhoGAPs a été abordée dans la revue en détaillant les 

interactants et leurs impacts sur l’activité de p190RhoGAPs. De plus, de nombreuses 

modifications post-traductionnelles ont été mises en évidence, principalement des 

phosphorylations dans le domaine C-terminal. Ces modifications sont listées dans le Tableau 

2, de même que les résidus impliqués, les protéines impliquées dans les modifications et 

l’impact fonctionnel notamment sur l’activité GAP.  

La plupart de ces modifications entrainent une inhibition de l’activité GAP de la 

protéine mais certaines phosphorylations, notamment celles des résidus Y1087 et Y1105, sont 

activatrices de l’activité GAP. Ces phosphorylations sont par ailleurs liées à l’interaction 

p190A/p120RasGAP identifiée comme requise pour la localisation de p190A au lamellipode 

(Tomar et al. 2009).  

 
Tableau 2 : Modifications post-traductionnelles régulant l’activité de p190RhoGAP. 
Les acides aminés indiqués dans le tableau correspondent à S : Sérine, T : Thréonine, Y : Tyrosine. 

  

Modification Domaine ou résidu Protéines impliquées Impact fonctionnel

Phosphorylation

T116, T133, T259 & T305 Src Inhibition de la liaison au GTP

Y308 PDGF-R Levée de la séquestration 
cytoplasmique de TFII-I 

Y1087 & Y1105 Src, Arg Activation de l’activité GAP

S1150 ROCK Inhibition de l’activité GAP

S1221 & T1226 PKCα Activation de l’activité GAP

S1472, S1476, T1480 & S1483 GSK3β Inhibition de l’activité GAP

Domaine C-terminal ERK Inhibition de l’activité GAP

Inconnu FAK Inhibition de l’activité GAP

Déphosphorylation
Y1105 LMW-PTP Inhibition de l’activité GAP

Y1105 PTPRZ Inhibition de l’activité GAP

Nitration Y1105 eNOS Inhibition de l’activité GAP

Ubiquitination Inconnu Cdh1 & APC/C Inhibition de l’activité GAP
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3. p190RhoGAP et cancer de l’endomètre 
 

Comme décrit dans le paragraphe « p190RhoGAPs in Cancer » de la revue ci-dessus, 

des altérations des protéines p190RhoGAP sont fréquemment observées dans les tumeurs, 

mais l’intérêt de l’étude des protéines p190RhoGAP dans le cadre du cancer a 

considérablement augmenté au cours des dernières années grâce au séquençage à grande 

échelle de tumeurs. En effet, le gène ARHGAP35 est significativement muté dans près de 2% 

des tumeurs analysées et plus précisément, dans 14% des cancers de l’endomètre (M. S. 

Lawrence et al. 2014).  

Ces mutations sont distribuées tout au long de la séquence du gène ARHGAP35 sans 

réel « hotspot » de mutations mis à part la récurrence de la mutation R997* (Figure 32). 

Certaines mutations sont des mutations non-sens ou entrainant des décalages du cadre de 

lecture et donc une protéine non fonctionnelle. Ceci suggère un rôle suppresseur de tumeurs 

de p190A. Cependant la majorité est représentée par des mutations faux-sens, dont l’impact 

reste à explorer.  

 
Figure 32 : Les mutations du gène ARHGAP35 suggèrent un rôle suppresseur de tumeurs de p190A. 
(1) Représentation des mutations tout au long de la séquence du gène ARHGAP35 retrouvées dans les 
différents sous-types de tumeurs dont le cancer de l’endomètre (rouge vif). 
(2) Graphique classant les mutations du gène ARHGAP35 selon le type de modification engendré. 
Adapté de TumorPortal et cBioPortal. 
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Avec plus d’une tumeur sur 7 présentant des mutations sur le gène ARHGAP35, il est 

important et intéressant d’étudier l’impact de ces mutations dans le développement et la 

progression des cancers de l’endomètre.  

 

3.1. Cancer de l’endomètre 

 

L'utérus est la partie centrale de l'appareil reproducteur de la femme. Il s’agit d’un 

organe creux avec une forme d'entonnoir. La partie haute et large constitue le corps de 

l'utérus et communique avec les trompes de Fallope et les ovaires. La partie basse et étroite 

est le col de l'utérus en communication avec le vagin (Figure 33). Il mesure environ 8 

centimètres de hauteur, 3 centimètres d'épaisseur pour 5 centimètres dans sa plus grande 

largeur. Le corps de l’utérus renferme la cavité utérine, où se déroule la grossesse. Sa paroi 

est composée de 3 couches : (1) la couche séreuse externe est la séreuse utérine, (2) la couche 

musculaire est le myomètre et (3) la couche muqueuse interne est l’endomètre (Figure 33). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Anatomie de l’appareil reproducteur féminin. 
L’utérus est un organe creux dont le corps de l’utérus renferme la cavité utérine. La paroi épaisse de 
l’utérus est constituée de la séreuse utérine, du myomètre et de l’endomètre, de la couche la plus 
externe à la couche la plus interne. L’endomètre est composé d’un épithélium et de glandes utérines 
au sein du tissu conjonctif. 
Adapté de e-cancer.fr. 
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L’endomètre est constitué d’une couche de cellules formant l’épithélium et de tissu 

conjonctif contenant les glandes utérines. La forme et la fonction de l’endomètre sont 

modifiées régulièrement par l’influence des hormones sexuelles, œstrogène et progestérone, 

sécrétées par les ovaires. En effet, de la puberté à la ménopause, tous les mois, l’endomètre 

se prépare à une éventuelle grossesse en proliférant. En cas de fécondation, l’endomètre 

permet à l’embryon de s’implanter et de se développer dans l’utérus. Si l’ovule n’est pas 

fécondé, la partie superficielle de l’endomètre se décompose en provoquant un saignement, 

les menstruations.  

 

Les cancers du corps de l’utérus se développent majoritairement à partir de 

l’endomètre, et plus particulièrement à partir de l’épithélium endométrial, c’est pourquoi le 

plus souvent les cancers du corps de l’utérus sont définis par le terme de carcinome de 

l’endomètre. Le carcinome de l’endomètre est le 2ème cancer gynécologique le plus fréquent, 

après le cancer du sein, et correspond donc au cancer du corps de l’utérus (Passarello, Kurian, 

and Villanueva 2019). Il est à différencier du cancer du col de l’utérus qui dans plus de 99% 

des cas résulte d’une infection persistante causée par le papillomavirus humain (HPV). La 

plupart du temps, le cancer de l’endomètre touche les femmes après la ménopause avec un 

âge moyen du diagnostic autour de 68 ans (Colombo et al. 2020 ; Zubor et al. 2020).  

 

A la différence de nombreux cancers, l’incidence du cancer de l’endomètre a augmenté 

au cours des dernières années, notamment à cause du vieillissement de la population et de 

l’augmentation d’incidence du syndrome métabolique (surpoids/obésité) qui est l’un des 

facteurs de risque de ce cancer. Par ailleurs, l’exposition aux œstrogènes, le diabète, le 

traitement par le tamoxifène ou le syndrome de Lynch sont les facteurs de risque de 

développement d’un cancer de l’endomètre (Passarello, Kurian, and Villanueva 2019). 

 

La classification des carcinomes de l’endomètre est multiple, selon des critères 

anatomiques, histologiques, épidémiologiques, endocrines ou encore moléculaires (Tableau 

3).  
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Tableau 3 : Classification des carcinomes de l’endomètre. 
La classification de Bokhman divise les cancers de l’endomètre en tumeurs de type I, de meilleur 
pronostic alors que les tumeurs de classe II sont de mauvais pronostic. Sur ce tableau, sont regroupées 
les différentes classifications des carcinomes de l’endomètre (moléculaire, histologique) ainsi que les 
altérations génétiques et le pronostic des patientes.  
Adapté de Genestie et al. Bulletin du Cancer. 2017 et León-Castillo et al. JMO. 2020. 
 

La classification de Bokhman définit deux types I et II selon la dépendance aux 

œstrogènes (Genestie et al. 2017). Les carcinomes de l’endomètre de type I représentent près 

de 80% des cas, ce sont des cancers dits hormono-dépendants. Le pronostic des patientes est 

bon contrairement aux carcinomes de l’endomètre de type II, non hormono-dépendants, dont 

le pronostic est mauvais.  

 

Le séquençage de tumeurs a permis de classer ces cancers en différents sous-types 

moléculaires décrits sur le tableau 3 : (1) POLE : un fort taux de mutations associées aux 

mutations de POLE, gène codant pour l’ADN polymérase ε, (2) MSI : instabilité des 

microsatellites, (3) MSS : absence de MSI sans anomalie particulière et avec un bas CNV (copy 

number variation) et (4) TP53 : des mutations du gène TP53 associées à un haut CNV (León-

Castillo, Gilvazquez, et al. 2020 ; León-Castillo, de Boer, et al. 2020). La classification 

moléculaire comprend ainsi 4 sous-types présentant un pronostic variable, les tumeurs 

mutées pour POLE ont un pronostic favorable tandis que les tumeurs mutées pour TP53 sont 

associées à un mauvais pronostic (Figure 34). 

(23% des cas)(32% des cas)(33% des cas)(12% des cas)
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Figure 34 : Courbes de Kaplan-Meier de survie des patientes atteintes de carcinomes de l’endomètre. 
La survie des patientes atteintes de carcinomes de l’endomètre est variable selon le sous-type de 
tumeur. La mutation du gène POLE est de meilleur pronostic que la mutation de TP53 au niveau des 
sous-types moléculaires. Dans la classification histologique, les carcinomes endométrioïde ont un 
pronostic favorable tandis que les sous-types à cellules claires ou séreux sont de mauvais pronostic.  
Adapté de Genestie et al. Bulletin du Cancer. 2017 et Stelloo et al. Modern Pathology. 2015. 
 

Une classification histologique divise les carcinomes de l’endomètre en deux sous-

types majoritaires, endométrioïde et séreux et un sous-type minoritaire, à cellules claires 

(Genestie et al. 2017). Indépendamment des classifications, les cancers de stade I sont limités 

au corps de l’utérus tandis que pour les stades II, III et IV, les tumeurs s’étendent à l’ensemble 

de l’utérus et peuvent conduire à l’apparition de métastases à distance. La survie des patientes 

atteintes de carcinome de l’endomètre est très variable selon les sous-types allant de 10% de 

survie sans progression à 5 ans pour les carcinomes séreux à plus de 70% pour les carcinomes 

endométrioïdes (Figure 34).  

 

La chirurgie est le principal traitement des carcinomes et consiste en une 

hystérectomie totale associée à une résection des trompes et des ovaires. Selon le sous-type 

de tumeur, d’autres traitements comme la radiothérapie, la chimiothérapie mais aussi 

l’hormonothérapie peuvent être utilisés en complément de la chirurgie, notamment pour des 

stades avancés de la maladie. 

 

3.2. p190RhoGAP dans le cancer de l’endomètre 
 

Comme indiqué ci-dessus, le gène ARHGAP35 est significativement muté dans près de 

14% des carcinomes de l’endomètre. Peu d’études se sont, pour l’instant, intéressées à 

MSI/hyper-muté
MSS
TP53 muté

Survie sans progression (mois)Survie sans progression (mois)

100

80

60

40

20

0

Ef
fe

ct
if 

(%
)

100

50

0

Ef
fe

ct
if 

(%
)

0 50 100200 100806040 120

POLE muté/ultra-muté

Endométrioïde
À cellules claires

Séreux

1 2



 
 

124 

l’impact des mutations de p190A dans les tumeurs de l’endomètre (Binamé et al. 2016 ; Wen 

et al. 2020). Ici sont résumées les données actuellement disponibles.  

 

3.2.1. Impact des mutations chez les patientes 
 

Des données bio-informatiques permettent d’estimer la survie selon le statut 

mutationnel des gènes. L’analyse effectuée pour ARHGAP35 montre que la présence de 

mutations semble avoir un effet protecteur car le pronostic des patientes avec mutations est 

meilleur que celui de celles ne présentant pas d’altération (Figure 35). Cependant, le fait 

d’obtenir près de 15% des tumeurs présentant des mutations suggère un avantage sélectif des 

cellules mutées. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : Les mutations du gène ARHGAP35 sont associées à un meilleur pronostic dans le cancer 
de l’endomètre. 
Courbes de survie Kaplan-Meier de patientes atteintes de cancer de l’endomètre avec ou sans 
mutations du gène ARHGAP35. 
Adapté de cBioPortal. 
 

3.2.2. Impact des mutations dans la transformation maligne 
 

Deux études ont mis en avant l’impact du statut mutationnel de p190A dans le cancer 

de l’endomètre. Les néoplasies intra-épithéliales endométriales (EIN) sont considérées comme 

les lésions précancéreuses de cancers de l’endomètre endométrioïde (EEC). Dans la première 

étude, 79 échantillons d’EEC et 36 échantillons d’EIN ont été analysés par séquençage. Il a été 

montré que le gène ARHGAP35 fait partie d’un ensemble de gènes muté dans l’EEC et non 

muté dans l’EIN suggérant un rôle des mutations de p190A dans la transformation maligne des 

cellules de cancer de l’endomètre (Y. Wang et al. 2019).  
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Cela a été confirmé par une seconde étude où il est indiqué que des mutations 

inactivatrices de p190A dans les cellules de cancer de l’endomètre engendrerait la 

transformation maligne via la voie de signalisation Hippo-YAP (Wen et al. 2020). Un lien entre 

p190RhoGAP et la voie Hippo-YAP a déjà été mis en évidence dans des cellules épithéliales où 

l’extinction de p190A et de p190B entraine une accumulation nucléaire de YAP et perturbe 

l’inhibition de contact des cellules épithéliales (Frank et al. 2018).  

 

Dans la voie de signalisation Hippo-YAP, les kinases MST et LATS phosphorylent YAP et 

TAZ ce qui les retient dans le cytoplasme. L’inactivation de ces kinases entraine la 

déphosphorylation de YAP et TAZ qui se transitent alors dans le noyau où elles vont activer la 

transcription de gènes cibles régulant ainsi divers processus biologiques tels que la 

prolifération cellulaire ou l’apoptose. Il a été montré que la voie Hippo-YAP a notamment un 

rôle dans le phénomène d’EMT associée au développement de capacités pro-migratoires et 

pro-invasives des cellules (F.-X. Yu, Zhao, and Guan 2015 ; Stanger 2012).  

L’extinction de p190A, par Knock-Out (KO p190A) dans des cellules de cancer de 

l’endomètre entraine une augmentation de la présence des marqueurs de l’EMT associée à 

une suractivation de la voie Hippo-YAP, notamment par l’accumulation nucléaire de YAP. 

L’expression de p190A sauvage dans les cellules KO p190A réverse l’induction de l’EMT ainsi 

que la suractivation de la voie Hippo-YAP. En effet, les protéines YAP et ATZ sont fortement 

phosphorylées et l’accumulation nucléaire de YAP est diminuée (Wen et al. 2020).  

L’introduction de mutations R44C ou F1247C, retrouvées dans le cancer de 

l’endomètre, inactivatrices de p190A ne restaure pas le phénotype sauvage, YAP est toujours 

accumulé dans le noyau et l’expression des marqueurs de l’EMT est augmentée. Il est donc 

proposé que les mutations de p190A retrouvées dans des tumeurs de l’endomètre pourraient 

altérer son activité RhoGAP et ainsi, favoriser la transformation maligne de cellules de cancer 

de l’endomètre (Wen et al. 2020).  

 
 
 
 
 
 
 



 
 

126 

3.2.3. Impact des mutations dans la migration cellulaire 
 

Une étude du laboratoire a mis en évidence que des mutations de p190A retrouvées 

dans les tumeurs altérent la migration cellulaire (Binamé et al. 2016).  

Grâce à une étude structure-fonction de p190A, un domaine, appelé PLS pour « 

protrusion localization sequence », comprenant les deux derniers motifs FF et le début du 

domaine central (Figure 36), a été identifié comme la séquence minimale de la protéine 

nécessaire et suffisante pour une localisation correcte de la protéine au niveau des 

lamellipodes. De plus, l’analyse fonctionnelle de la protéine dépourvue de ce domaine 

(p190A∆PLS) a montré que p190A ainsi modifiée avait une activité GAP envers RhoA plus 

importante que la protéine sauvage suggérant un rôle inhibiteur de la séquence PLS sur la 

fonction de la protéine.  

 

Ces travaux ont mis en évidence que certaines mutations retrouvées dans les tumeurs, 

les mutations S866F et ∆865-870, miment la perte du domaine PLS. L’expression de ces deux 

mutants engendre une augmentation de l’affinité de la protéine mutée pour RhoA actif 

traduisant une augmentation de l’activité GAP de la protéine mutée. L’expression de ces deux 

mutations présentent une altération de leur localisation subcellulaire associée à une 

altération de la directionalité de la migration de cellules cancéreuses (Binamé et al. 2016).  

 

Sur la base de ces résultats, l’hypothèse d’un modèle associant une conformation 

ouverte et une conformation fermée de la protéine via une interaction intramoléculaire 

impliquant le PLS et la sérine 866 a été proposée (Figure 36) (Bidaud-Meynard et al. 2017).  
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Figure 36 : Modèle d’auto-inhibition de p190A. 
(1) Représentation schématique de p190A, du domaine PLS et des mutations constitutivement actives 
de p190A. 
(2) Dans ce modèle d’auto-inhibition de p190A, la protéine p190A sauvage oscille entre une 
conformation inactive/fermée et une conformation active/ouverte afin d’assurer l’activité transitoire de 
RhoA au front de migration. La délétion du PLS ou l’introduction des mutations S866F et Δ865-870 
sont dans une conformation constitutivement active permettant l’inactivation durable de RhoA. 
Adapté de Bidaud-Meynard et al. 2017. 
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Objectifs de la thèse 
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L’activation spatio-temporelle des GTPases Rho doit être finement contrôlée et 

coordonnée afin de réguler le remodelage du cytosquelette d’actine impliqué dans de 

nombreuses fonctions cellulaires. Mon travail de thèse porte sur l’un de ces régulateurs, 

p190RhoGAP. Les études précédentes du laboratoire et les nouvelles données de la littérature 

concernant p190RhoGAP démontrent l’importance de la compréhension des mécanismes de 

régulation de p190RhoGAP.  

 

Il a été démontré que le domaine PLS (Protrusion Localization Sequence) de p190A est 

nécessaire et suffisant à sa localisation au niveau des lamellipodes et qu’il régule l’activité GAP 

de p190A vis-à-vis de RhoA. L’hypothèse d’un changement de conformation impliquant une 

interaction intramoléculaire de p190A a été émise. En effet, la délétion du domaine PLS 

entraine une augmentation de la capacité de p190A à fixer RhoA et à le réguler négativement. 

De plus, des mutations retrouvées dans des tumeurs miment la perte du PLS non seulement 

au niveau de la localisation de la protéine mais aussi dans la régulation de l’activité GAP. Ces 

résultats ont permis de suggérer un repliement auto-inhibiteur impliquant le domaine PLS ce 

qui masquerait le domaine GAP, l’empêchant ainsi d’inhiber RhoA. La première partie de mon 

travail de thèse vise à mieux comprendre les mécanismes de régulation conformationnels et 

fonctionnels de p190A et également de son isoforme p190B. 

 

Le gène ARHGAP35 est significativement muté dans le cancer de l’endomètre et bien 

que de nombreuses études aient montré la dérégulation d’expression de p190A ou de p190B 

dans différents types de cancers, aucune d’entre elles n’a fait l’objet d’une analyse comparée 

de p190A et de p190B. La deuxième partie de mon travail de thèse concerne ainsi l’étude 

conjointe de p190A et de p190B dans des lignées issues de cancer de l’endomètre ainsi que 

dans des échantillons de patientes.  
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1. Recherche des protéines interagissant avec le 

domaine PLS 
 

Comme décrit dans l’introduction, de nombreuses protéines interagissent avec p190A 

et régulent ainsi la fonction et la localisation de la protéine. Deux domaines au sein de p190A, 

les domaines PLS et GAP, sont essentiels à la fonction GAP de la protéine mais aussi à sa 

localisation au niveau de structures d’actine impliquées dans la progression tumorale. Deux 

mutations S866F et Δ865-870, localisées dans le domaine PLS, augmentent l’activité GAP et 

perturbent la localisation au lamellipode. Nous nous sommes demandés si une ou plusieurs 

protéine(s) partenaire(s) étai(en)t impliquée(s) dans la régulation de la protéine. Pour 

répondre à cette question, une approche de criblage double hybride a été réalisée afin 

d’identifier des partenaires du domaine PLS de p190A. 

 

Le criblage double hybride a été réalisé chez la levure, avec le domaine PLS de p190A 

en appât. En utilisant une banque d’ADNc humain, le criblage, réalisé par la société 

Hybrigenics, a permis l’identification de seulement 55 protéines interagissant avec le domaine 

PLS de p190A (Tableau 4), démontrant la stringence de ce criblage. 

Parmi les candidats identifiés, plus de la moitié sont des protéines de la famille ZNF 

(doigts de zinc). La structure des protéines ZNF est composée d’une variété de motifs 

organisés autour des résidus cystéine et histidine. Les protéines ZNF sont impliquées dans de 

nombreux processus biologiques, tels que la régulation de la transcription, la dégradation 

médiée par le protéasome ou encore la migration cellulaire. De manière intrigante, plusieurs 

protéines à doigts de zinc ont déjà été identifiées comme interagissant avec p190A (Jiang et 

al. 2005 ; Mammoto et al. 2009 ; Todorovic et al. 2014 ; Cassandri et al. 2017). Par exemple, 

l’interaction de p190A avec la protéine GATA2 ou le facteur de transcription TFII-I confèrent à 

p190A un rôle dans le contrôle de l’expression des gènes (Jiang et al. 2005 ; Mammoto et al. 

2009). De plus, l’interaction de p190A avec un domaine de liaison au zinc de la protéine E7 du 

papillomavirus humain dérégule la fonction RhoGAP de p190A et le cytosquelette d’actine ce 

qui pourrait favoriser la tumorigenèse dans la cellule infectée (Todorovic et al. 2014). Ainsi, 



 
 

138 

même si nous n’avons pas encore étudié plus en profondeur les protéines ZNF identifiées, les 

domaines à doigts de zinc semblent être des domaines pouvant interagir avec le PLS de p190A. 

Tableau 4 : Partenaires du domaine PLS identifiés lors d’un criblage double hybride. 
Résultats du criblage double hybride réalisé avec le PLS en appât avec le nom du gène identifié ainsi 
que le score d’interaction et le nombre de clones retrouvés.  
Les scores de confiance d’interaction sont définis avec A (fort), B (haut), C (bon), D (modéré), E (faible) 
et N/A (non défini). 

Nom du gène Score d'interaction Nombre de clones
Homo sapiens - ACTN4 D 1
Homo sapiens - AKT3 D 3
Homo sapiens - AMOTL2 N/A 3
Homo sapiens - ANKRD10 N/A 1
Homo sapiens - ARHGAP5 A 49
Homo sapiens - ATP-dependent RNAhelicase D 1
Homo sapiens - C3orf21 N/A 3
Homo sapiens - DDX24 A 17
Homo sapiens - EOGT D 1
Homo sapiens - GIOT-3 D 1
Homo sapiens - GRLF1 A 35
Homo sapiens - HP1BP3 N/A 37
Homo sapiens - KIAA1979 D 3
Homo sapiens - KIF2A B 32
Homo sapiens - MAFG D 1
Homo sapiens - MYST2 B 3
Homo sapiens - NCOR2 D 1
Homo sapiens - PSG9 var1 D 1
Homo sapiens - RBAK D 1
Homo sapiens - RPS10 D 5
Homo sapiens - SF3A3 A 17
Homo sapiens - SHARP N/A 1
Homo sapiens - STX5 A 6
Homo sapiens - TBRG1 D 1
Homo sapiens - UBB N/A 1
Homo sapiens - VASH1 D 1
Homo sapiens - ZBTB17 A 32
Homo sapiens - ZBTB44 E 5
Homo sapiens - ZBTB47 D 2
Homo sapiens - ZKSCAN1 D 1
Homo sapiens - ZNF12 B 5
Homo sapiens - ZNF155 D 2
Homo sapiens - ZNF17 D 1
Homo sapiens - ZNF197 E 8
Homo sapiens - ZNF228 B 5
Homo sapiens - ZNF410 B 6
Homo sapiens - ZNF425 D 2
Homo sapiens - ZNF439 D 1
Homo sapiens - ZNF470 D 1
Homo sapiens - ZNF471 D 3
Homo sapiens - ZNF502 A 9
Homo sapiens - ZNF548 D 1
Homo sapiens - ZNF558 D 1
Homo sapiens - ZNF578 D 3
Homo sapiens - ZNF607 D 4
Homo sapiens - ZNF620 B 3
Homo sapiens - ZNF626 D 1
Homo sapiens - ZNF628 D 2
Homo sapiens - ZNF658 D 2
Homo sapiens - ZNF700 D 1
Homo sapiens - ZNF707 D 1
Homo sapiens - ZNF74 B 5
Homo sapiens - ZNF799 C 2
Homo sapiens - uncharacterized protein HARP11 D 1
Homo sapiens - unknown ZNF related C 2
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De façon intéressante, parmi les protéines identifiées comme interagissant avec le PLS, 

p190A et p190B, respectivement GRLF1 et ARHGAP5, ont été trouvées (Figure 37A). Pour 

p190A, les domaines capables d’interagir avec le PLS sont les domaines Nter2h (aa 208-418) 

dans la partie N-terminale de la protéine et Cter2h (aa 1069-1231) dans la partie C-terminale 

de la protéine. Un seul domaine a été identifié pour p190B, le domaine Cter2h_B (aa 1151-

1272).  

Ces résultats suggèrent plusieurs hypothèses : une interaction intramoléculaire de 

p190A, une interaction intermoléculaire p190A/p190A et, une interaction intermoléculaire 

p190A/p190B (Figure 37B&37C). Chacune de ces hypothèses a été étudiée au cours de ma 

thèse et fait l’objet des sous-parties 2 et 3. 

 
Figure 37 : Hypothèses de départ concernant la régulation de la conformation de p190RhoGAPs. 
(A) Représentation de la protéine p190A et de ses domaines. Les domaines Nter2h et Cter2h sont les 
domaines identifiés lors d’un criblage double hybride (avec le PLS en appât). 
(B) Représentation schématique de l’hypothèse d’une interaction intramoléculaire. 
(C) Représentation schématique de l’hypothèse d’une interaction intermoléculaire p190A/p190A ou 
p190A/p190B.  
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2. Régulation intramoléculaire 
 

2.1. Article « Identification of the PLS as an inhibitory 

domain responsible for masking of p190RhoGAP 

functional domain » 

 

Dans un premier temps, je me suis intéressée à l’hypothèse d’une interaction 

intramoléculaire de p190A. En effet, l’hypothèse d’un repliement auto-inhibiteur impliquant 

le domaine PLS avait été émise dans les publications précédentes du laboratoire (Binamé et 

al. 2016 ; Bidaud-Meynard et al. 2017).  

Le but de ce premier projet était de comprendre l’implication du PLS dans la régulation 

conformationnelle et fonctionnelle de p190A.  

Les résultats de ce projet sont présentés sous la forme d’un article intitulé 

« Identification of the PLS as an inhibitory domain responsible for masking of p190RhoGAP 

functional domain ». 
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ABSTRACT  

p190RhoGAP (p190A) is the main negative regulator of RhoA in cells. To achieve its role, 190A has to 
be targeted in RhoA-dependent actin-based structures. We previously identified a functional region of 
p190A, called PLS (protrusion localization sequence) required for its localization to lamellipodia. Herein 
we demonstrated that this region is also required to target p190A to invadosome rosettes in NIH3T3-
Src cells or to linear invadosomes in Huh6 cells seeded on type I collagen. Furthermore, we confirmed 
that the PLS is also required to regulate the GAP activity of the protein. When expressed in cells, a 
construct of p190A deleted of the PLS (p190A∆PLS) favors F-actin depolymerisation in a stronger way 
that the WT protein, suggesting that the PLS is an auto-inhibitory domain of the GAP activity. To get 
insight in this mechanism, we search for PLS interacting proteins using the 2hydrid system. We found 
that PLS is able to interact with p190A itself. Co-immunoprecipitation experiments demonstrate that 
PLS interacts with the region close to the GAP domain. Moreover, we demonstrated that this 
interaction is abolished if PLS harbors cancer-associated mutations, S866F and ∆865-870 mutations. 
Thus, our results are in favor of defining PLS as an inhibitory domain responsible for masking the p190A 
functional GAP domain. This would suggest that p190A exist in two forms in the cell, an inactive closed 
conformation with a masked GAP domain and an open conformation allowing p190A GAP function. 
Altogether, our data unveil a new mechanism of regulation of p190A. 
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INTRODUCTION 

Small GTPases of the Rho family are molecular switchers of key signaling pathways involved in 
cytoskeletal remodeling. To achieve their key functions, a spatiotemporal regulation of RhoGTPases is 
mandatory. For instance, to achieve efficient cell migration, RhoGTPases, including RhoA, Rac1 and 
Cdc42 are sequentially activated/inactivated in order to generate cycles of membrane protrusion (i.e. 
lamellipodia and filopodia) and assembly of adhesion sites (i.e. stress fibers). Notably, super-resolution 
imaging and FRET-based experiments using biosensors highlighted the spatio-temporal regulation of 
Rho proteins at leading edges (Pertz et al., 2006; Machacek et al., 2009; Mehidi et al., 2019). To this 
end, a tight control of the GTPase hydrolase activity is crucial. One of the main regulators of the 
GDP/GTP cycle of Rho GTPases are GTPase-activating proteins (GAPs).  
p190RhoGAP-A (also known as ARHGAP35 or GRLF1, and hereafter called p190A) is a GAP of the 
GTPases Rho. It plays important roles in actin regulatory pathways in numerous cell types and controls 
diverse cellular mechanisms such as cell division, cell migration and invasion, endothelial permeability 
or cell death (Héraud et al., 2019). To achieve these specific functions, p190A subcellular localization 
is highly regulated. Thus, p190A accumulates in actin-rich structures where a regulation of RhoA is 
necessary, such as new adhesion sites (Tomar et al., 2009), lamellipodia/ruffles (McGlade et al., 1993; 
Binamé et al., 2016), podosomes/invadopodia (Nakahara et al., 1998; Guegan et al., 2008), or cleavage 
furrows (Su et al., 2009). Due to its enzymatic activity consisting of an enhancement of the GTP 
hydrolysis, p190A is mainly involved in the attenuation of the biological function of the RhoA GTPase. 
However, thanks to interaction with other key partners, p190A may also function as signal terminator 
for Rac1 and RhoC (Héraud et al., 2019). 
P190A is a large (≈1500 amino acid long) multidomain protein with its catalytic domain at the C-
terminus. In addition to this RhoGAP module, p190A contains three other structural domains. The N-
terminal part of p190A displays a GTP-binding domain (GBD), described recently as a class (ii) pseudo-
GTPase domain, i.e. a nucleotide-binding catalytically inactive GTPase (Stiegler and Boggon, 2018). 
Close to the GBD, four motifs, the so-called FF motifs, consist of 50 amino acids motifs with two strictly 
conserved phenylalanines. Finally, the large middle domain between the FF and GAP domains contains 
two class (i) pseudo-GTPase domains, named pG1 and pG2, described with neither nucleotide-binding 
activity nor catalytic activity (Stiegler and Boggon, 2017). Besides these structural domains, several 
functional domains were characterized in p190A. Between the pG2 and the GAP domains, a binding 
site for p120RasGAP, a GAP of the Ras GTPase, was identified, and two Src-phosphorylated tyrosines, 
Y1087 and Y1105, are involved in the regulation of this interaction(Roof et al., 1998; Hu and Settleman, 
1997). Furthermore, using a structure/function analysis, we identified an other functional region 
(residues 380-971), including two FF motifs, pG1 and pG2, implicated in the regulation of p190A 
subcellular localization and function. This region, named PLS for Protrusion Localization Sequence is 
necessary to target p190A to lamellipodia (Binamé et al., 2016). Whether the PLS is also required to 
target p190A to other actin-rich subcellular structures, such as invadosomes, remains to be explored. 
Importantly, we also showed that PLS regulates the GAP activity of the molecule. A truncated protein 
devoid of PLS (p190∆PLS) exhibits an increased ability to bind constitutively active RhoA in comparison 
to the wild-type (WT) protein. How the PLS does regulate the activity of p190A is largely unknown, and 
is the focus of the present study.  
Recently, this GAP protein regains attention as it was found to be mutated in cancers. Indeed, several 
large-scale studies mapping somatic variants across thousands of tumors identified ARHGAP35, the 
gene-encoding p190A, as a new major cancer gene (Lawrence et al., 2014; Kandoth et al., 2013). 
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ARHGAP35 appears mutated in about 2% of tumors, and this mutational status appears significant for 
endometrial tumors (14%), lung squamous cell carcinoma (5%), lung adenocarcinoma (3%) and head 
and neck cancer (3%) (Lawrence et al., 2014). The alteration of ARHGAP35 gene in lung cancer was 
further confirmed by a more recent study dedicated to the identification of new driver genes in lung 
carcinogenesis (Campbell et al., 2016). Most ARHGAP35 mutations are nonsense mutations and 
frameshift deletions/insertions supporting a tumor-suppressor role for p190A. At the protein level, as 
the GAP domain of the protein is localized at its C-terminus, these latter mutations are expected to 
produce a non-functional protein without GAP activity, as we found for the R997* nonsense mutation 
(Binamé et al., 2016). Besides these mutations, many missense mutations were also reported all along 
ARHGAP35 sequence. Even if some may have no impact on protein function, we showed that some 
mutations localized in the PLS and pG2 domain, had a strong impact on GAP activity and on cell 
behavior (Binamé et al., 2016). Indeed the point mutation S866F and the in-frame deletion del865-870 
when ectopically expressed in tumor cells induce an increase of GAP activity and an alteration of 
directed tumor cell motility (Binamé et al., 2016). It is clear that the impact of such mutations remains 
to be explored in a closer way. Taken together, the identification and characterization of the PLS and 
the impact of these latter missense mutations allow us to make the hypothesis of a potential auto-
inhibitory folding of the protein (Bidaud-Meynard et al., 2019). 
Following our previous study, we aim to better characterize the involvement of the PLS domain in 
p190A regulation. Herein, we confirmed that p190A localizes at various invadosome organizations such 
as dots, rosettes and linear invadosomes. We found that deletion of the PLS (p190AΔPLS construct) in 
p190A alters this localization. Using a global approach and biochemical analyses, we demonstrated 
that the PLS interacts with the region close to the GAP domain. Thus, our data are consistent with a 
specific folding of the molecule, involving the PLS and masking the GAP domain. We demonstrated 
that this interaction is lost upon introduction of S866F and Δ865-870 mutations, given a molecular 
explanation to the gain of function observed in cells expressing these mutants. Altogether our results 
unveil a new mechanism involved in p190A regulation, with the identification of the PLS as an 
inhibitory domain responsible for masking of p190A functional domain. 

  



 
 

144 

RESULTS 

PLS is required to modulate p190A GAP activity and invadosome localization 
The PLS region, encompassing 2 FF motifs, pG1 and pG2 was previously described to regulate p190A 
function and lamellipodium targeting in migrating cells (Binamé et al., 2016). We first attempt to 
complete these data. In order to evaluate the involvement of PLS in the regulation of p190A GAP 
activity, we used the F/G-actin ratio as a read-out of Rho GTPase activities. The WT and a PLS truncated 
form of p190A were expressed in HEK293 cells (Fig. 1A), and the amount of F- and G-actin was 
evaluated in cell lysate (Fig. 1B). As expected for a GAP protein, overexpressing WT p190A allows a 
decrease of F-actin. Consistent with our previous observations, while less expressed in HEK293 cells 
(Fig. 1A), p190A∆PLS expression led to a stronger inhibition of F-actin polymerization than the WT 
protein (Fig. 1B). As control the PLS alone, without the GAP domain, did not impact F/G ratio upon 
expression in cells (Fig. 1B).  
We have previously identified the PLS domain as the region of p190A necessary and sufficient for its 
targeting to lamellipodia. Since p190A also localized to invadosomes, which are actin-rich structures 
implicated in cell invasion, we analyzed the involvement of the PLS domain in the targeting/localization 
of p190A to invadosomes. We first confirmed that endogenous p190A localized to invadosomes, 
regardless of their organization and stimuli. p190A is present not only in dot-like invadopodia and 
linear invadosomes in Huh6 hepatocellular carcinoma cells spread, respectively, on glass and type I 
collagen fibers but also in v-Src-induced rosettes in NIH-3T3 cells (Fig. 2A). To check whether the PLS 
domain is required for p190A localization to invadosomes, we analyzed the localization of several HA 
tagged constructs. We showed that like the full-length protein, the PLS by itself was able to localize to 
invadosomes in NIH3T3 (Fig. 2B) and Huh6 cells (Fig. S1). On the contrary, a p190AΔPLS mutant, 
corresponding to the protein lacking the PLS domain, was not correctly targeted to invadosomes (Fig. 
2B and S1). Altogether these new data confirmed the importance of PLS in regulating both the GAP 
function and the targeting of p190A. 

PLS interacts with the C-terminal part of p190A  
To understand how this PLS domain could regulate p190A, we performed a yeast two-hybrid 
experiment to identify interacting proteins. The PLS domain of p190A was used as a bait in a two-
hybrid screen of a highly complex human placenta cDNA library (92.3 millions interactions). 
Interestingly, p190A itself was identified as interacting with PLS. Indeed, 35 clones from human p190A 
were identified (Supplementary Table I) corresponding to two distinct regions of p190A: region 2H#1 
(aa 208-418) overlapping the end of the GBD and the 2 first FF motifs at the N-terminus part of the 
molecule, and region 2H#2 (aa 1069-1231) localized in the C-terminus part of p190A (Fig. 3A).  
To confirm these results, we co-expressed, in HEK293T cells, GFP-tagged PLS with HA-tagged domains 
of p190A. Co-immunoprecipitations (coIP) were performed on cell lysates, using anti-HA beads. We 
first used HA-tagged constructs we have previously generated (Binamé et al., 2016), HA-Nter (aa 1-
533) and HA-Cter (aa 1055-1513) (Supplementary Table II), overlapping respectively region 2H#1 and 
region 2H#2 (Fig. 3A). We observed a strong interaction between the PLS and the Cter domain of p190A 
as shown on Figures 3B-C. However, despite the identification of the region 2H#1 in the two-hybrid 
screen, interaction between the Nter domain and the PLS was barely detectable (Fig. 3C). This weak 
interaction may be due to the low expression of the HA-Nter construct in cells. 
To map more precisely the interacting domains of p190A in the N-terminus and C-terminus parts, we 
performed coIP experiments between PLS and smaller domains of p190A. Figure 3D revealed that, 
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whereas PLS strongly interacts with the C-terminal domain of p190A, the interaction was reduced with 
the so-called p120-binding domain and almost absent with the GAP domain. Amongst the domains 
tested in the N-terminus part of the protein, only a weak interaction with the 4FF domain is observed 
(Fig. 3D). We then generated HA-tagged constructs corresponding to the two regions identified in the 
two-hybrid screen, i.e. regions 2H#1 and 2H#2, and performed co-IPs with GFP-PLS. The 2H#2 region 
(HA-Cter2h) interacts strongly with the PLS whereas no interaction can be detected with the 2H#1 (HA-
Nter2h) (Fig. 3E) indicating that the domain between amino acids 1069-1231 is the smallest region of 
p190A detected as interacting with the PLS domain. These results show an interaction of two distinct 
domains of p190A involving the region close to the GAP domain and the PLS domain, suggesting a 
functional role of this interaction. 
 
Phosphorylation is not involved in PLS/Cter interaction 
Some amino acids localized in the C-terminus part and especially in the 2H#2 region of the protein 
have been already involved in the function and regulation of the protein. In fact, Y1087 and Y1105 
were implicated in p120RasGAP binding (Roof et al., 1998; Hu and Settleman, 1997). Using phosphosite 
mutants, we attempted to check whether these amino acids could regulate or modulate the 
interactions we demonstrated. By site-directed mutagenesis, we introduced Y1087F, Y1105F or 
Y1105E mutations into the HA-Cter construct and coIP experiments were performed using these 
mutants and GFP-PLS (Fig. 4A). No change in the PLS/Cter interaction was observed using either the 
WT or the mutated Cter domains. This result suggests that phosphorylation of these two specific 
residues is not implicated in the binding of the Cter domain with the PLS. We next wondered whether 
phosphorylation, in general, was necessary to allow the interaction. As shown on Figure 4B, 
phosphatase treatment did not modify the interaction between Cter and PLS domains, suggesting that 
phosphorylation is not involved in this molecular interaction. 

Cancer-associated mutations alter PLS/Cter interaction  
The point mutation S866F and the small deletion of five amino acids including the S866 (∆865-870), 
two cancer-associated mutations, were previously described as mimicking the PLS deletion in p190A 
function (Binamé et al., 2016). As both mutations are localized within the PLS domain of p190A (Fig. 
3B), we analyzed their impact on the PLS/Cter interaction. To do so, we introduced each mutation in 
the GFP-tagged PLS construct and monitor by coIP the interaction with HA-tagged Cter. Interestingly 
we showed that inserting S866F mutation or deleting five amino acids (∆865-870) into the PLS abolishs 
the interaction of the PLS domain with the Cter region of p190A (Fig. 4C). We further assayed the 
impact of these mutations on the weak PLS/Nter interaction. On the opposite way, we found that both 
mutations increase the interaction between the Nter and the PLS domain (Fig. 4D). Same results were 
obtained when coIP experiments were performed with the Nter2h corresponding to the 2H#1 region 
(Fig. 4D). These results suggest that both mutations may alter the conformation of the protein by 
modifying domain interactions. This would also suggest that these mutations may lead to the release 
of the interaction between the Cter and the PLS domain, unmasking the GAP domain and in the same 
time would increase the interaction between the Nter part of the protein and the PLS. 
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DISCUSSION 

Herein, we confirmed that the PLS, encompassing 2 FF motifs, pG1 and pG2 is an important functional 
domain for p190A. This domain was previously identified through a structure/function analysis, as the 
protrusion localization sequence of p190A (Binamé et al., 2016). Indeed PLS is necessary and sufficient 
for p190A targeting to lamellipodia and leading edges in migrating cells. As invadosomes are also actin-
based protrusions where p190A was shown to regulate RhoGTPases such as RhoC and TC10 activities 
(Bravo-Cordero et al., 2011; Hülsemann et al., 2021), we further analyzed the involvement of PLS in 
the targeting of p190A to invadosomes. We first completed available data about p190A localization at 
invadosomes (Nakahara et al., 1998; Burgstaller and Gimona, 2004; Guegan et al., 2008; Crimaldi et 
al., 2009), as we demonstrated that WT p190A is present in all types of invadosomes structures such 
as rosettes in vSrc-transformed fibroblasts, dots in Huh6 tumor cells, and linear invadosomes in type I 
collagen plated cells. Using truncated version of p190A, we demonstrated that PLS is also necessary 
and sufficient for p190A targeting to these invadosome structures.  
We have previously demonstrated that the PLS is also required for the negative regulation of p190A 
RhoGAP activity. We indeed published that RhoA activity decrease is stronger in cells expressing 
p190AΔPLS than p190AWT. This strong effect of p190AΔPLS arises from a drastic increase of its affinity 
toward active RhoA (Binamé et al., 2016). We demonstrated here that this impact on RhoA is 
measurable at the F-actin level. Thus, these data reinforce the key role of the PLS domain in the 
regulation of p190A and strongly support a PLS-mediated inhibition of the GAP domain.  
Due to the presence of two pseudo-GTPase domains (pG1 and pG2) in the PLS we previously 
hypothesized that an intramolecular interaction could occur between pG1 or pG2 and the GAP domain, 
defined as an GTPase-interacting domain (Bidaud-Meynard et al., 2019; Héraud et al., 2019). Using a 
global 2hybrid screen and co-immunoprecipitation approaches, we identified the regions that do 
interact in p190A. We show that PLS strongly interacts with the region corresponding to aa 1069-1231. 
Interestingly this region excludes the GAP domain, but overlaps the p120RasGAP binding domain of 
p190A (aa 1055–1143) (Hu and Settleman, 1997) and the poly-basic region identified in as crucial for 
p190A phospholipid binding (Levay et al., 2013; Ligeti et al., 2004). Thus, our results are consistent with 
the determination of the PLS as an inhibitory domain responsible for p190A GAP activity repression. 
As deletion of PLS increased the affinity of the molecule for active RhoA, the PLS domain may act in cis 
through an intramolecular folding supposed to mask p190A catalytic domain (Fig. 5); this locked Cter 
conformation would result in an inactivated form of p190A. Autoinhibition due to protein folding that 
controls the GAP activity has been described for several GAPs such as p50RhoGAP, oligophrenin, Abr, 
and chimerins (Ligeti et al., 2012). Indeed in oligophrenin, the BAR domain of the protein acts as cis-
acting inhibitory element that masks the GAP domain to prevent down-regulation of Rho GTPases 
(Eberth et al., 2009). However, through the data presented here we cannot exclude a role of the PLS 
in a trans-inhibition via an inter-molecular interaction, even if so far p190A has never been 
demonstrated to act as a dimer. 
Such autoinhibition mechanism raises the question of the release of the autoinhibited state. 
Consequently, signals that may work as molecular conformation switchers have to activate p190A at 
the right place. Nevertheless, such signals remain to be identified. Protein partners and post-
translational modifications such as phosphorylation are at first evident candidates. In this line, previous 
studies have proposed the involvement of Rac1 and Rnd3 to enhance RhoGAP activity of p190B, a 
paralog of p190A (Bustos et al., 2008). However, neither Rac1 nor Rnd3 were able to alter p190A 
PLS/Cter interaction; the same result was also obtained using p120RasGAP (data not shown). As shown 
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in this paper, we also exclude the involvement of phosphorylation. Indeed, neither mutations of 
tyrosine phosphosites present in the p120RasGAP-binding domain, nor the treatment with 
phosphatase did modify the PLS/Cter interaction of p190A. 
Interestingly, our data point out serine 866 as an important amino acid for p190A regulation. Indeed, 
the cancer-associated S866F missense mutation and the Δ865–870 deletion abolished the PLS/Cter 
interaction as evaluated by co-IP. Both mutations were shown previously to mimic the deletion of the 
PLS domain with a mislocalization and an increase of GAP activity. Thus, these new data give a 
molecular explanation for the observed phenotypes and define these mutant proteins as constitutively 
active forms of p190A, with an unlocked Cter domain (Fig. 5). Since phosphorylation is frequently 
involved in functional regulation, it was tempting to hypothesize that phosphorylation of serine 866 
keeps p190A in its closed conformation and that its dephosphorylation activates the protein, but 
consistent with our data obtained with the phosphatase treatment, mass spectrometry analysis 
revealed that S866 is not phosphorylated in WT p190A (data not shown). The closed conformation of 
p190A involving the PLS/Cter interaction is probably not the only mechanism that may regulates p190A 
folding. Indeed, based on our 2hydrid screen results we also demonstrated that the Nterminal part of 
the molecule may under some circumstances interacts with the PLS. We found that missense 
mutations S866F or ∆865-870 deletion strongly alter p190A conformation favoring PLS/Nter 
interaction instead of PLS/Cter interaction, with an locked Nter and unlocked Cter conformation (Fig. 
5). 
Together, our new data support an intramolecular model (Fig. 5), in which p190A is present in a closed 
conformation that may be opened upon stimuli, leading to the translocation and full activation of 
p190A restricted to actin-based structures such as lamellipodia and invadosomes. Thus, interestingly, 
the PLS domain is at the basis of a dual-effect system with separate membrane-localization and GAP-
inhibitory functions that may operate simultaneously. In cancers, missense cancer-associated 
mutations, such as S866F that affects this mechanism may finally results in loss of function equivalent 
to the non-sense mutations. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Cell lines  
HEK293T and NIH-3T3-vSrc cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Media (DMEM) 
containing 4.5 g/l glucose and Glutamax (Gibco) supplemented with 10% FCS (Eurobio). Hepatocellular 
carcinoma Huh6 cells were maintained in DMEM containing 1 g/l glucose and Glutamax (Gibco) 
supplemented with 10% FCS (Eurobio). All cells were maintained at 37°C in a 5% CO2 humidified 
atmosphere. HEK293T cell line was purchased from American Type Culture Collection (ATCC). Huh6 
cells were a gift from C. Perret (Cochin Institute, Paris), and NIH-3T3-vSrc cells from S. Courtneidge 
(Burham Institute for Medical Research, La Jolla, CA). Cell lines were confirmed for the absence of 
mycoplasma by PCR and authenticated by STR Matching analysis (ATCC). 

Antibodies and reagents 
Mouse monoclonal (clone 12CA5) and rat monoclonal (clone 3F10) anti-HA antibodies were purchased 
from Roche. Mouse anti-p190A (clone D2D6) and rabbit polyclonal anti-GFP antibodies were obtained 
from Sigma. Mouse anti-p190A antibodies (clone 30) were from BD. Rabbit anti-GAPDH (FL-335) 
antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology. Anti-mouse IRDYE680 and anti-rabbit 
IRDYE800 secondary antibodies were obtained from Eurobio Scientific. FluoProbes 488-phalloidin and 
488-labeled secondary antibodies and 547-labeled secondary antibodies were purchased from 
Interchim. Hœscht 405 (34580, Invitrogen) was used to stain nuclei.  

F- and G-actin in vivo assay 
Relative proportions of F-actin and G-actin in cells were determined using a kit from Cytoskeleton (Cat. 
no. #BK037, Cytoskeleton Inc), according to manufacturer´s instructions. 24h after plasmid 
transfection, HEK293T cells were harvested in a detergent-based lysis buffer that stabilizes F-actin, 
containing 100 mM ATP and proteases inhibitors. Cells were then centrifuged at 350 g at room 
temperature to pellet unbroken cells and fragments. The supernatant was ultracentrifuged at 
100,000 g at 37°C for 1 hour, to separate F-actin from G-actin. F-Actin was then depolymerized, and 
actin amounts were assessed by SDS page and immunoblotting. 

Two-hybrid screen 
A bait cDNA construct (pB27 bait vector) expressing the PLS (aa380-971) from Rattus norvegicus 
ARHGAP35 fused to the lexA DNA-binding domain was used to screen for prey clones in a human 
placenta cDNA library (pP6 prey vector). This screen was performed by Hybrigenics services (Evry, 
France) using the ULTImate Y2HTM screen. 

Transfection 
DNA transfections in HEK293T cell line were performed using Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher 
Scientific), Huh6 cells were transfected using promofectin-hepatocyte transfection reagent 
(Promocell) and NIH-3T3-vSrc cells with JetPrime (PolyPlus Transfection) according to the 
manufacturer’s instructions.  

Plasmid constructs 
The pKH3-p190A-WT containing the rat full-length p190RhoGAP (GenBank under accession no. 
M94721) was a generous gift from I. Macara (Vanderbilt University, Nashville, TN). The two truncated 
p190A constructs (Nter 2h and Cter 2h) were engineered by PCR using the rat full-length p190RhoGAP 
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as matrix and subcloned into pKH3 expression vector using BamHI and EcoRI restriction sites. Point 
mutations were generated in the parental vector pKH3-p190A using site-directed mutagenesis with 
the QuikChange II XL kit according to the manufacturer’s protocol (Agilent Technologies). The two 
mutated PLS constructs (PLS S866F and PLS Δ865-870) were generated by site-directed mutagenesis 
in the rat GFP-PLS construct. The three mutated Cter constructs (Cter Y1087F, Cter Y1105F and Cter 
Y1105E) were generated by site-directed mutagenesis in the rat HA-Cter construct. All constructs were 
verified by DNA sequencing. All other p190 constructs (truncated and/or mutated p190A constructs) 
were previously generated and published (Binamé et al., 2016). All constructs used in this study are 
summarized in Supplemental Table II. All primers used for these constructs are listed in Supplementary 
Table III.  

 
Western blot analysis and immunoprecipitation 
24h after transfection, cells were scraped off on ice and homogenized in Tris-HCl lysis buffer (50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, and 0,1% NP-40) with protease and phosphatase inhibitors. Cell lysates 
were centrifuged at 10,000g for 10 min to erase cellular debris and nuclei. Lysates were denatured 
with Laemmli loading buffer containing 2.5% 2-β-mercaptoethanol for 5 min and analysed by SDS-
PAGE by blotting them onto nitrocellulose membranes. Blots were incubated overnight at 4°C or for 
one hour at room temperature with primary antibodies, and then incubated with infrared fluorescent 
dye-conjugated secondary antibodies (Eurobio). Activity was visualized with the Odyssey infrared 
imaging system (LI-COR Biosciences) and the Chemidoc infrared imaging system Bio-Rad) and analyzed 
using ImageJ image analysis software. Anti-HA affinity matrix was obtained from Roche for 
immunoprecipitation assays and used following the manufacturer’s protocol. Briefly, cells were 
extracted in the Tris-HCl buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, and 0.1% NP-40) supplemented 
with protease and phosphatase inhibitors and centrifuged for 10 minutes at 10,000g. One mg of the 
supernatant was incubated for 30 min with the beads. Bead pellets were washed three times with Tris-
HCl buffer, resuspended in loading buffer before analysis by SDS-PAGE. 
 
λ-phosphatase treatment 
Protein lysates were incubated with λ-phosphatase (New England Biolabs) with or without the 
recommended amount of the Halt Phosphatase Inhibitor Mixture (ThermoScientific) for 30 min at 
30°C. Samples were washed six times with buffer, according to the manufacturer’s protocol, prior to 
coimmunoprecipitation and subsequent SDS-PAGE analysis. 

Collagen I coating 
To induce linear invadosome formation, coverslips were prepared as previously described (Juin et al., 
2012). Coverslips were coated with 0.5 mg/ml type I collagen (BD Biosciences, Bedford, MA) in 
Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS; Gibco). Collagen-coated coverslips were incubated for 4 
h at 37°C, after which they were washed gently in PBS (Invitrogen). Cells were seeded and fixed after 
5h of incubation at 37°C before staining.  

Immunofluorescence and confocal imaging 
24h after transfection on glass coverslips, cells were fixed with 4% PFA for 10 min at RT and 
permeabilized with 0.2% Triton X-100 for 10 min before incubation with various antibodies, as 
previously described (Moreau et al., 2003). After staining, coverslips were mounted on slides with 
Fluoromount G mounting medium. Cells were imaged using an SP5 confocal microscope (Leica 
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Biosystems) using a 63×/NA 1.4 Plan Neofluor objective lens and the LAS-AF-Lite 2.4.1 acquisition 
software (Leica Biosystems). To prevent contamination among fluorochromes, each channel was 
imaged sequentially using the multitrack recording module before merging. Images were processed 
using LAS-AF-Lite 2.4.1 (Leica Biosystems) or ImageJ software (National Institutes of Health). 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: PLS is required to modulate p190A GAP activity  
HEK293T cells were transfected with indicated HA-tagged constructs. Cell lysates were used to 
performed immunoblots (A) or to quantify F/G-actin ratio (B). (A) Immunoblots were revealed with 
anti-HA and anti-GAPDH antibodies. GAPDH is used as loading control. Arrows indicated expected 
proteins. (B) F- and G-actin were separated by centrifugation and each fraction was run on a SDS -
PAGE. Western-blot was revealed using anti-actin antibodies. The graph shows ratio of F/G-actin in 
each condition. 

Figure 2: PLS is necessary for p190A invadosome localization 
(A) NIH3T3-Src cells were plated on glass coverslip (upper panel) and Huh6 cells were plated on 
coverslips treated (bottom panel) or not (middle panel) with type I collagen. All cells are stained for 
endogenous F-actin (red), p190A (green), and nuclei (blue). Merge images are represented. (B) NIH3T3-
Src cells were transfected with indicated HA-tagged constructs, plated on glass coverslips, fixed and 
stained for F-actin (red), HA tag (green), and nuclei (blue). (A-B) Boxed regions are shown as enlarged 
views. Bar: 10 μm. 

Figure 3: PLS interacts with the Cter domain of p190A  
(A) Schematic representation of p190A. Functional domains are indicated. GBD: GTP binding domain; 
pG1: pseudo GTPase domain 1, pG2: pseudo GTPase domain 2; p120BD: p120RasGAP binding domain; 
GAP: GTPase Activating Protein domain. Constructs used in the experiments are represented. (B-E) Co-
IP of different HA-tagged proteins and GFP-PLS from lysates of HEK293T cells overexpressing respective 
tagged proteins. Input and coIP were analyzed by Western-blot with antibodies against HA and GFP 
tag, as indicated. Arrows indicated expected proteins, stars indicated signal of the IgG light chains. 

Figure 4: Cancer-associated mutations in PLS abolish PLS/Cter interaction and increase PLS/Nter 
interaction.  
(A) Phosphosites Y1105 and Y1087 are not involved in PLS/Cter interaction. HEK293T cells were 
cotransfected with indicated constructs and coIP were performed using HA-coupled beads. Input and 
coIP experiments were analyzed by Western-blot with antibodies against HA and GFP tags, as 
indicated. (B) Phosphorylation is not implicated in Cter/PLS interaction. Cells were cotransfected as 
indicated and treated with phosphatase with or without phosphatase inhibitor. Cell extracts were 
analyzed after (IP HA) coIP, by Western-blot using anti-HA or anti-GFP antibodies as indicated. (C-D) 
HEK293 cells were transfected as indicated and cell extracts were analyzed by Western-blot before 
(Input) or after coIP (IP HA). Western-blots were performed using a mouse anti-HA or a rabbit anti-GFP 
antibodies as indicated. (C) CoIP were performed between HA-Cter and WT (GFP-PLS) or mutated PLS 
(GFP-PLS S866F, GFP-PLS ∆865-870). (D) CoIP was performed between HA-Nter or HA-Nter2h and the 
WT or mutated forms of the PLS. (B, D) Arrows indicated expected proteins, stars indicated signal of 
the IgG light chains. 

Figure 5: Auto inhibition folding of the protein.  
Representation of the model for an intramolecular interaction within p190A involving PLS/Cter 
domains. In the WT inactivated protein, PLS is interacting with the Cter domain in a locked Cter 
conformation masking the GAP domain. In the mutated protein, the Cter is not interacting anymore 
with the PLS leading to unmasking of the GAP domain and increasing of the GAP activity. The Nter 



 
 

155 

domain would instead interact with the PLS preventing the correct localization of the protein. A fully 
activated protein may require an open conformation to allow proper localization and GAP activity. 

 

Supplemental material 

 

Supplementary Figure 1: PLS is necessary for p190A linear invadosome localization 
Huh6 cells transfected with indicated HA-tagged constructs were plated on type I collagen-coated 
coverslips to induced linear invadosomes. Cells were then fixed and stained for F-actin (red), HA tag 
(green), and nuclei (blue). Boxed regions are shown as enlarged views. Bar: 10 μm. 

 

Supplementary Table I: ARHGAP35/GRLF1 clones obtained in the 2Hydrid screen 

Supplementary Table II: ARHGAP35 constructs used in this study. Numbering corresponds to the rat 
ARHGAP35 cDNA (GenBank under accession no. M94721), that was used. 

Supplementary Table III: ARHGAP35 primers used in this study. 
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Figure 1: PLS is required to modulate p190A GAP activity  
 
 

 

Figure 1: PLS is required to modulate p190A GAP activity  
HEK293T cells were transfected with indicated HA-tagged constructs. Cell lysates were used to 
performed immunoblots (A) or to quantify F/G-actin ratio (B). (A) Immunoblots were revealed with 
anti-HA and anti-GAPDH antibodies. GAPDH is used as loading control. Arrows indicated expected 
proteins. (B) F- and G-actin were separated by centrifugation and each fraction was run on a SDS -
PAGE. Western-blot was revealed using anti-actin antibodies. The graph shows ratio of F/G-actin in 
each condition. 
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Figure 2: PLS is necessary for p190A invadosome localization 

Figure 2: PLS is necessary for p190A invadosome localization 
(A) NIH3T3-Src cells were plated on glass coverslip (upper panel) and Huh6 cells were plated on 
coverslips treated (bottom panel) or not (middle panel) with type I collagen. All cells are stained for 
endogenous F-actin (red), p190A (green), and nuclei (blue). Merge images are represented. (B) NIH3T3-
Src cells were transfected with indicated HA-tagged constructs, plated on glass coverslips, fixed and 
stained for F-actin (red), HA tag (green), and nuclei (blue). (A-B) Boxed regions are shown as enlarged 
views. Bar: 10 μm. 
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Figure 3: PLS interacts with the Cter domain of p190A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: PLS interacts with the Cter domain of p190A  
(A) Schematic representation of p190A. Functional domains are indicated. GBD: GTP binding domain; 
pG1: pseudo GTPase domain 1, pG2: pseudo GTPase domain 2; p120BD: p120RasGAP binding domain; 
GAP: GTPase Activating Protein domain. Constructs used in the experiments are represented. (B-E) Co-
IP of different HA-tagged proteins and GFP-PLS from lysates of HEK293T cells overexpressing respective 
tagged proteins. Input and coIP were analyzed by Western-blot with antibodies against HA and GFP 
tag, as indicated. Arrows indicated expected proteins, stars indicated signal of the IgG light chains. 
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Figure 4: Cancer-associated mutations in PLS abolish PLS/Cter interaction and 
increase PLS/Nter interaction.  

 

 

Figure 4: Cancer-associated mutations in PLS abolish PLS/Cter interaction and increase PLS/Nter 
interaction.  
(A) Phosphosites Y1105 and Y1087 are not involved in PLS/Cter interaction. HEK293T cells were 
cotransfected with indicated constructs and coIP were performed using HA-coupled beads. Input and 
coIP experiments were analyzed by Western-blot with antibodies against HA and GFP tags, as 
indicated. (B) Phosphorylation is not implicated in Cter/PLS interaction. Cells were cotransfected as 
indicated and treated with phosphatase with or without phosphatase inhibitor. Cell extracts were 
analyzed after (IP HA) coIP, by Western-blot using anti-HA or anti-GFP antibodies as indicated. (C-D) 
HEK293 cells were transfected as indicated and cell extracts were analyzed by Western-blot before 
(Input) or after coIP (IP HA). Western-blots were performed using a mouse anti-HA or a rabbit anti-GFP 
antibodies as indicated. (C) CoIP were performed between HA-Cter and WT (GFP-PLS) or mutated PLS 
(GFP-PLS S866F, GFP-PLS ∆865-870). (D) CoIP was performed between HA-Nter or HA-Nter2h and the 
WT or mutated forms of the PLS. (B, D) Arrows indicated expected proteins, stars indicated signal of 
the IgG light chains. 
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Figure 5: Auto inhibition folding of the protein.  

 

Figure 5: Auto inhibition folding of the protein.  
Representation of the model for an intramolecular interaction within p190A involving PLS/Cter 
domains. In the WT inactivated protein, PLS is interacting with the Cter domain in a locked Cter 
conformation masking the GAP domain. In the mutated protein, the Cter is not interacting anymore 
with the PLS leading to unmasking of the GAP domain and increasing of the GAP activity. The Nter 
domain would instead interact with the PLS preventing the correct localization of the protein. A fully 
activated protein may require an open conformation to allow proper localization and GAP activity. 
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Supplementary Figure 1: PLS is necessary for p190A linear invadosome 
localization 

 

 

 
 

Supplementary Figure 1: PLS is necessary for p190A linear invadosome localization 
Huh6 cells transfected with indicated HA-tagged constructs were plated on type I collagen-coated 
coverslips to induced linear invadosomes. Cells were then fixed and stained for F-actin (red), HA tag 
(green), and nuclei (blue). Boxed regions are shown as enlarged views. Bar: 10 μm. 
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Supplementary Table I:  

ARHGAP35/GRLF1 clones obtained in the 2Hydrid screen 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clone Name Gene Name (Best Match) Global PBS Start Stop
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-174 Homo sapiens - GRLF1 A 621 1256
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-41 Homo sapiens - GRLF1 A 621 1256
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-319 Homo sapiens - GRLF1 A 2683 3695
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-209 Homo sapiens - GRLF1 A 2685 3820
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-330 Homo sapiens - GRLF1 A 2685 3820
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-346 Homo sapiens - GRLF1 A 2685 3820
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-337 Homo sapiens - GRLF1 A 2820 4250
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-264 Homo sapiens - GRLF1 A 2886 3909
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-323 Homo sapiens - GRLF1 A 2886 3909
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-279 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-289 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-117 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-204 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-205 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-363 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-360 Homo sapiens - GRLF1 A 2907 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-287 Homo sapiens - GRLF1 A 2931 3767
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-300 Homo sapiens - GRLF1 A 2934 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-255 Homo sapiens - GRLF1 A 2934 4257
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-268 Homo sapiens - GRLF1 A 2970 3841
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-354 Homo sapiens - GRLF1 A 2970 3841
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-353 Homo sapiens - GRLF1 A 2970 3841
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-366 Homo sapiens - GRLF1 A 2970 3841
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-296 Homo sapiens - GRLF1 A 3000 3829
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-327 Homo sapiens - GRLF1 A 3000 3829
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-45 Homo sapiens - GRLF1 A 3000 3829
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-150 Homo sapiens - GRLF1 A 3000 3829
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-184 Homo sapiens - GRLF1 A 3000 3829
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-158 Homo sapiens - GRLF1 A 3003 3702
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-178 Homo sapiens - GRLF1 A 3003 3702
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-348 Homo sapiens - GRLF1 A 3051 3733
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-347 Homo sapiens - GRLF1 A 3051 3733
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-172 Homo sapiens - GRLF1 A 3051 3733
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-1 Homo sapiens - GRLF1 A 3204 4044
PLA_RP6_hgx4519v1_pB27_A-223 Homo sapiens - GRLF1 A 3204 3823
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Supplementary Table II:  

ARHGAP35 constructs used in this study. Numbering corresponds to the rat ARHGAP35 cDNA 
(GenBank under accession no. M94721), that was used. 

 

 

 

Supplementary Table III:  

ARHGAP35 primers used in this study. 

 

 
 
 
  

Protein name Vector name Tag Start & Stop amino-acids Observed MW (kDa)
HA-p190A WT pKH3-p190A WT HA 1-1513 190
HA-p190A∆PLS pKH3-p190A∆PLS HA 1- 379 & 800-1513 135

HA-PLS pKH3-p190A-PLS WT HA 380-971 70
GFP-PLS pEGFPC1-p190A-PLS WT GFP 380-971 110

GFP-PLS S866F pEGFPC1-p190A-PLS S866F GFP 380-971 110
GFP-PLS∆865-870 pEGFPC1-p190A-PLS ∆865-870 GFP 380-971 110

HA-Nter pKH3-p190A-Nter HA 1-533 60
HA-Nter2h pKH3-p190A-Nter2h HA 207-418 28

HA-GBD pKH3-p190A-GBD HA 1-257 30
HA-2FF pKH3-p190A-2FF HA 380-531 23
HA-4FF pKH3-p190A-4FF HA 251-533 33
HA-Cter pKH3-p190A-Cter HA 1055-1513 55

HA-Cter2h pKH3-p190A-Cter2h HA 1069-1231 25
HA-p120BD pKH3-p190A-p120DB HA 1055-1180 15

HA-GAP pKH3-p190A-GAP HA 1259-1513 33
HA-Cter Y1087F pKH3-p190A-Cter Y1087F HA 1055-1513 55
HA-Cter Y1105F pKH3-p190A-Cter Y1105F HA 1055-1513 55
HA-Cter Y 1105E pKH3-p190A-Cter Y1105E HA 1055-1513 55

Construct generated Vector matrix Forward primer 5’ ➝ 3’ Reverse primer 5’ ➝ 3’
pKH3-p190A-Cter2h HA-p190A CGGGATCCCGAGATCTTTCTTACTTAGACC GGAATTCAGGGTTTGGGCTTTGGTTTCTTG

pKH3-p190A-Nter2h HA-p190A CGGGATCCCGGTACATTAGAGATGCACATACT GGAATTCAGGTCTCATACAACTGCTCAGC
pKH3-p190A Cter Y1087F HA-p190A GGATTTGATCCTTCTGACTTCGCAGAGCCCATGGATGCTGTGG CCACAGCATCCATGGGCTCTGCGAAGTCAGAAGGATCAAATCC
pKH3-p190A Cter Y1105E HA-p190A GAGGAAGAAAACATAGAGTCAGTGCCCCACGAC GTCGTGGGGCACTGACTCTATGTTTTCTTCCTC
pKH3-p190A Cter Y1105F HA-p190A GAGGAAGAAAACATATTCTCAGTGCCCCACGAC GTCGTGGGGCACTGAGAATATGTTTTCTTCCTC
pEGFP-PLS S866F GFP-PLS GCCAAACGTAAGGCCTTCTTGGCAATGTTA CGT ACGTAACATTGCCAAGAAGGCCTTACGTTTGGC
pEGFP-PLS Δ865-870 GFP-PLS TATTCAGCCAAACGTAAGGTACGTGCCTTTCTTTGTGAA TTCACAAAGAAAGGCACGTACCTTACGTTTGGCTGAATA
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Nous avons ainsi pu démontrer que le domaine PLS régule l’activité GAP de p190A par 

une analyse biochimique de quantification du ratio d’actine F/actine G présent dans la cellule. 

Nous avons également mis en évidence que le domaine PLS est nécessaire et suffisant à la 

localisation de p190A aux invadosomes (de type linéaire et rosettes).  

Par des expériences de co-immunoprécipitation (CoIP), nous avons démontré que le 

domaine PLS interagit fortement avec le domaine Cter de p190A et que la phosphorylation 

n’était pas impliquée dans cette interaction. L’introduction de mutations dans le PLS (S866F 

et Δ865-870, retrouvées dans les tumeurs) entraine une perte de l’interaction entre ces deux 

domaines. De façon opposée, ces deux mutations induisent une interaction entre le PLS et le 

domaine Nter, interaction qui est très faible voire absente avec le PLS sauvage.  

Ces résultats suggèrent donc un nouveau modèle de régulation de p190A impliquant 

un changement de conformation entre la protéine p190A WT et la protéine mutée S866F. En 

effet, p190A WT oscillerait entre deux conformations : une conformation repliée/inactive avec 

le PLS masquant le domaine Cter et une conformation ouverte/active. Les mutants 

constitutivement actifs de p190A permettraient la levée du repliement auto-inhibiteur en 

démasquant le domaine Cter et, dans le même temps, en renforçant l’interaction du PLS avec 

le domaine Nter de la protéine. 
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2.2. Mécanisme d’adressage de p190A aux invadosomes 

 

La cortactine, protéine de liaison à l’actine, se localise aux invadosomes et a été 

identifiée comme étant nécessaire à l’adressage de p190A aux lamellipodes (Binamé et al. 

2016 ; Markwell et al. 2019). Le domaine PLS a été identifié comme un domaine essentiel à la 

localisation de p190A aux lamellipodes et également aux invadosomes. Afin de compléter le 

mécanisme de régulation de localisation de p190A, nous avons donc étudié l’impact de 

l’extinction de la cortactine sur la localisation de p190A aux invadosomes par 

immunofluorescence dans des cellules NIH3T3-vSrc formant des invadosomes de type 

rosettes. Nous observons que l’extinction de la cortactine par deux ARN interférents 

(si1Cortactine et si2 Cortactine) n’a pas d’impact sur la localisation de la protéine p190A 

endogène, en comparaison à la condition contrôle s0 (Figure 38). 

 
Figure 38 : L’extinction de la cortactine n’altère pas la localisation de p190A aux invadosomes. 
Marquage par immunofluorescence de p190A (vert) et de la cortactine dans des cellules NIH3T3-vSrc 
où l’expression de la cortactine a été diminuée. L’actine F a été marquée par la phalloïdine (rouge) et 
les noyaux ont été marqués avec le Hœscht (bleu).  
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L’introduction de mutations retrouvées dans les tumeurs S866F et Δ865-870, situées 

dans le domaine PLS, altère la localisation de p190A aux lamellipodes (Binamé et al. 2016). 

Pour cette raison, nous nous sommes intéressées à l’impact de ces mutations sur la 

localisation de la protéine aux invadosomes. Par des immunomarquages réalisés dans des 

cellules NIH3T3-vSrc formant des invadosomes de type rosettes, nous avons montré que les 

formes mutées S866F et Δ865-870 n’altèrent pas la localisation de la protéine aux 

invadosomes (Figure 39).  

 

Figure 39 : Les mutants S866F et Δ865-870 se localisent toujours aux invadosomes. 
Marquage par immunofluorescence de HA-p190A sauvage ou mutées (vert) dans des cellules NIH3T3-
vSrc. L’actine F a été marquée par la phalloïdine (rouge) et les noyaux ont été marqués avec le Hœscht 
(bleu).  
 

Les résultats indiquent que l’adressage de p190A aux invadosomes implique un 

mécanisme différent de l’adressage de p190A aux lamellipodes. Toutefois, il serait intéressant 

d’évaluer l’impact de l’extinction de la cortactine sur la localisation des mutants de p190A.  
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2.3. Le domaine PLS inhibe l’activité GAP in cellulo 
 

Des données supplémentaires confirment le modèle proposé dans l’article de 

régulation de p190A. Étant donné que le domaine PLS est important dans la localisation de 

p190A aux lamellipodes et aux invadosomes et qu’il inhibe l’activité GAP par un repliement 

du domaine Cter de p190A, nous avons souhaité analyser l’impact in vitro de l’expression de 

chacun de ces domaines (HA-Cter ou GFP-PLS) et de leur co-expression (HA-Cter + GFP-PLS).  

La surexpression de HA-Cter dans des cellules tumorales Huh7 (carcinome 

hépatocellulaire) entraine un remodelage important du cytosquelette d’actine avec une perte 

des fibres de stress et des jonctions cellulaires (Figure 40). Ce remodelage est expliqué par 

une très forte activité GAP, non contrôlée.  

La surexpression du GFP-PLS inhibe le phénotype induit par la surexpression de HA-

Cter où nous pouvons observer un remodelage moins important du cytosquelette d’actine 

(Figure 40). Il semble donc que la présence du domaine PLS inhibe la suractivité RhoGAP 

engendrée par le domaine Cter in cellulo. 

 

Figure 40 : Le domaine PLS inhibe l’activité GAP de p190A in cellulo. 
Marquage par immunofluorescence de HA-Cter (rouge) +/- GFP-PLS (vert) dans des cellules Huh7. 
L’actine F a été marquée par la phalloïdine (blanc) et les noyaux ont été marqués avec le Hœscht (bleu).  
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Cependant, ce résultat nécessite une confirmation ainsi qu’une quantification du 

remodelage de l’actine. Pour cela, nous prévoyons une approche biochimique de 

quantification du ratio d’actine F/actine G, identique à celle utilisée dans l’article afin de 

quantifier le remodelage de l’actine dans des cellules exprimant soit le domaine PLS, soit le 

domaine Cter, soit les domaines PLS et Cter.  

Cette étude pourra également être complétée avec l’expression de formes mutées du 

PLS, S866F et Δ865-870, car ces mutations altèrent la localisation de p190A aux lamellipodes, 

augmentent l’activité GAP de p190A et abolissent l’interaction PLS/Cter.  

Ces résultats pourraient nous permettre de mieux comprendre les mécanismes de 

régulation de la localisation, de la fonction et de la conformation de p190A. 

 

L’interaction des domaines PLS et Cter de p190A semble importante pour la régulation 

de l’activité RhoGAP de p190A. Il est donc nécessaire de préciser le mécanisme de régulation 

de conformation de p190A.  

 

2.4. Recherche de modulateurs de la conformation de 

p190A 
 

Nous avons démontré que le domaine PLS interagit avec le domaine Cter de p190A et 

qu’il régule l’accessibilité de RhoA actif au domaine GAP, régulant ainsi l’activité catalytique 

de la protéine. J’ai donc recherché un signal qui serait capable de réguler cette interaction 

entre les domaines PLS et Cter de p190A. J’ai tout d’abord essayé d’identifier un partenaire 

protéique qui serait impliqué dans ce mécanisme de fermeture/ouverture. Pour cela, deux 

approches ont été initiées : une approche ciblée et une approche globale. 

 

2.4.1. Approche ciblée 

 
D’après les données de la littérature, nous avons ciblé des protéines spécifiques 

interagissant et/ou régulant p190A : (1) les 3 principales RhoGTPases régulant le 

cytosquelette d’actine : RhoA, Rac1 et Cdc42, (2) la RhoGTPase atypique Rnd3, (3) l’isoforme 

de p190A : p190B, (4) une autre GAP : p120RasGAP et (5) une protéine de liaison de l’actine : 

la cortactine (Wennerberg et al. 2003 ; Bradley et al. 2006 ; Binamé et al. 2016 ; Héraud et al. 
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2019). Deux stratégies ont été réalisées en parallèle afin d’évaluer l’impact de ces protéines 

cibles sur l’interaction PLS/Cter : une stratégie de surexpression par transfection plasmidique 

transitoire et une stratégie de diminution d’expression par ARNs interférents (siRNA) (Figure 

41A). 

 Les 7 protéines ont été surexprimées et leur impact sur l’interaction PLS/Cter a été 

quantifié. Pour les GTPases, nous avons décidé de surexprimer les formes constitutivement 

actives de RhoA, Rac1 et Cdc42 car ce sont ces formes actives, liées au GTP, qui interagissent 

avec les domaines GAP. Les résultats montrent qu’aucune de ces protéines n’entraine de 

variation de l’interaction PLS/Cter (Figure 41B&41C).  

 
Figure 41 : Approche ciblée de recherche de partenaires protéiques pouvant moduler l’interaction 
PLS/Cter. 
(A) Représentation de la protéine p190A et des domaines d’interaction avec les protéines ciblées. 
(B) Analyse par Western Blot de l’interaction GFP-PLS/HA-Cter après une IP α-HA dans les cellules sur-
exprimant les différentes protéines cibles. Western Blot représentatif des 3 expériences réalisées. 
(C) Quantification de l’interaction GFP-PLS/HA-Cter sur 3 expériences indépendantes. 
Un test statistique ANOVA une voie a été réalisé avec ns : non significatif (p>0,05). 
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Concernant la stratégie d’extinction des protéines cibles, nous n’avons pas pu conclure 

car une seule expérience a été réalisée. De plus, l’extinction des protéines cibles étant très 

faible, il nous faut améliorer les conditions expérimentales. Toutefois les premiers résultats 

indiquent que l’extinction (partielle) de RhoA, Rac1 ou Cdc42 ne semble pas montrer de 

modification de cette interaction alors que l’extinction des protéines p190B et cortactine 

semble avoir un effet en diminuant l’interaction PLS/Cter (données non montrées). Ces 

résultats restent à être confirmés. 

 

2.4.2. Approche globale 

 

Pour l’approche globale, nous avons effectué une analyse par spectrométrie de masse 

afin de trouver de potentiels interactants du domaine PLS (WT ou muté S866F) seul, du 

domaine Cter seul ou bien du complexe PLS/Cter. Pour cela, nous avons réalisé des 

expériences de CoIP à partir de lysats protéiques provenant des cellules HEK293T exprimant 

les constructions listées ci-dessus. Plusieurs centaines de protéines ont été identifiées au 

cours de l’analyse. Pour s’assurer de la robustesse des résultats, nous avons décidé de ne 

garder que les protéines identifiées dans les 3 réplicats réalisés. Puis, des ratios d’interaction 

spécifique ont été calculés à partir des abondances brutes afin de sélectionner les protéines 

d’intérêt (Figure 42). Par exemple, dans la recherche d’interactants avec le GFP-PLS WT mais 

pas avec le complexe GFP-PLS WT/HA-Cter, nous avons défini (1) qu’un ratio supérieur à 2 

permet de définir l’interaction spécifique de la protéine X avec GFP-PLS WT (en comparaison 

avec le contrôle GFP seul) et (2) qu’un ratio inférieur à 0,5 permet de définir une absence 

d’interaction de la protéine X avec le complexe GFP-PLS WT/HA-Cter (en comparaison avec le 

contrôle GFP seul).  

 

Étant donné que p190A participe au remodelage du cytosquelette d’actine via son 

activité RhoGAP et que le domaine PLS régule l’activité RhoGAP de p190A, nous avons, dans 

un premier temps, mis en avant des protéines en lien avec le cytosquelette d’actine et son 

organisation. La folliculine, qui agit comme une protéine GAP vis-à-vis de Rag et se localise à 

la membrane du lysosome, et la gelsoline, protéine de fragmentation de l’actine, interagissent 

avec le PLS WT mais cette interaction n’est pas retrouvée avec le complexe PLS WT/Cter 

(Lawrence et al. 2019 ; Vemula et al. 2021). La destrine (ADF, Actin Depolymerizing Factor) 
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interagit avec le PLS WT mais pas avec le PLS S866F. Ces protéines pourraient donc participer 

à la déstabilisation de l’interaction en bloquant l’interaction PLS WT/Cter. À l’inverse, le 

récepteur membranaire DGCR2 interagit avec le complexe PLS WT/Cter mais pas avec le PLS 

WT donc DGCR2 pourrait maintenir l’interaction auto-inhibitrice de p190A. 

 

Figure 42 : Approche globale de recherche de partenaires protéiques pouvant moduler l’interaction 
entre les domaines PLS et Cter de p190A. 
Protéines identifiées comme interagissant avec l’un des domaines impliqués dans l’interaction PLS/Cter 
après une expérience de CoIP suivie d’une analyse par spectrométrie de masse. Les protéines en gras 
sont les protéines pouvant avoir un intérêt dans la régulation de p190A car elles ont des activités 
enzymatiques (jaune) ou sont en lien avec le cytosquelette d’actine (bleu).  
 

Nous avons également identifié des protéines qui, par leur activité enzymatique, 

pourraient moduler la conformation de p190A en agissant sur ses liaisons covalentes. La 

protéine de liaison au GTP, GTPBP1, interagit avec le complexe PLS WT/Cter et pas avec le PLS 

WT, elle pourrait favoriser la conformation repliée de p190A. D’autres enzymes à activité 

hydrolase comme AHCYL2, que nous avions identifiée dans l’interactome de p190A, 

(interaction avec le domaine Cter et pas avec le complexe Cter/PLS WT) ou oxydase comme 

PLOD1 (interaction avec le domaine Cter, interaction avec le domaine PLS WT et pas 

d’interaction avec le complexe Cter/PLS WT) pourraient bloquer l’interaction.  

Ces différentes protéines sont des pistes intéressantes de modulateur de l’interaction 

PLS/Cter de p190A qui devront être testées.  

Metastasis-associated protein MTA2 - GN=MTA2
Histone acetyltransferase type B catalytic subunit - GN=HAT1
Adenosylhomocysteinase 3 - GN=AHCYL2
DNA primase large subunit - GN=PRIM2
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2 - GN=TDP2
S-adenosylhomocysteine hydrolase-like protein 1 - GN=AHCYL1
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 - GN=PLOD1
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein - GN=C1QBP
Heat shock 70 kDa protein 4 - GN=HSPA4
WD repeat-containing protein 43 - GN=WDR43
Succinate-semialdehyde dehydrogenase - GN=ALDH5A1

Eukaryotic translation initiation factor 6 - GN=EIF6
Integral membrane protein DGCR2/IDD - GN=DGCR2
GTP-binding protein 1 - GN=GTPBP1
Endoplasmic reticulum transmembrane helix translocase - GN=ATP13A1
Influenza virus NS1A-binding protein - GN=IVNS1ABP

Folliculin - GN=FLCN
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial - GN=ACAT1
Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A - GN=GSPT1
Nitric oxide synthase-interacting protein - GN=NOSIP
Caspase-2 - GN=CASP2
Protein kinase C-binding protein NELL2 - GN=NELL2
Actin-depolymerizing factor - GN=GSN
Tastin - GN=TROAP
Leucine zipper putative tumor suppressor 2 - GN=LZTS2
Actin, cytoplasmic 2 - GN=ACTG1
Protein disulfide-isomerase A3 - GN=PDIA3
Agrin - GN=AGRN

Mitochondrial tRNA methylthiotransferase CDK5RAP1 - GN=CDK5RAP1
Arsenite methyltransferase - GN=AS3MT
Protein Mis18-beta - GN=OIP5
TBC1 domain family member 15 - GN=TBC1D15
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 - GN=PLOD1
Destrin - GN=DSTN
Probable E3 ubiquitin-protein ligase MID2 - GN=MID2
RING-type E3 ubiquitin transferase - GN=UHRF1

Interaction avec PLS WT mais pas avec PLS WT/Cter Interaction avec PLS WT mais pas avec PLS S866F

Interaction avec PLS WT/Cter mais pas avec PLS WT

Interaction avec Cter mais pas avec Cter/PLS WT
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3. Régulation intermoléculaire 
 

3.1. Interaction entre les protéines p190A et p190B 

 

Dans les résultats du criblage double hybride, un domaine dans la région C-terminale 

de p190B a été identifié (Cter2h_B) suggérant une interaction entre p190A et p190B (Tableau 

4).  

Pour étudier cette interaction, nous avons cloné, dans un vecteur pKH3, permettant 

une expression dans les cellules de mammifères sous la forme d’une protéine étiquetée HA, 

la région Cter de p190B identifiée lors du criblage double hybride (aa 1151-1272). Nous avons 

également cloné un domaine de p190B (aa 378-969) équivalent au domaine PLS de p190A 

(Figure 43A). 

 
3.1.1. Interaction du PLS de p190A et du Cter de p190B 

 

Dans un premier temps, nous avons souhaité confirmer les résultats du criblage double 

hybride. Pour cela, nous avons surexprimé le domaine Cter2h_B (HA-Cter2h_B) et observé son 

interaction avec le PLS de p190A (GFP-PLS WT ou S866F).  

 

Nous notons que le domaine Cter2h_B interagit de manière forte avec le PLS de p190A 

sous sa forme WT (Figure 43B). Ces résultats confirment les résultats du criblage double 

hybride et démontrent l’interaction entre p190A et p190B.  

Lorsque la mutation S866F est introduite dans le domaine PLS de p190A, l’interaction 

avec le domaine Cter2h_B est perdue (Figure 43B). Ceci suggère que le PLS de p190A pourrait 

avoir un rôle dans la régulation de p190B.  

 

Le domaine PLS de p190A interagit avec le domaine Cter2h de p190B et les protéines 

p190RhoGAPs présentent un degré d’homologie important (Annexe 3). Pour compléter les 

résultats de l’interaction p190A/p190B, deux hypothèses ont été émises concernant 

l’interaction p190A/p190B : (1) soit l’interaction entre les domaines PLS et Cter des deux 

protéines serait bilatérale (PLS de p190A avec Cter de p190B et vice-versa : PLS de p190B avec 
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Cter de p190A), (2) soit l’interaction identifiée entre p190A/p190B est unilatérale et implique 

les domaines PLS de p190A et Cter de p190B.  

 

Figure 43 : Le domaine PLS de p190A interagit avec le domaine Cter2h de p190B. 
(A) Représentation schématique des protéines p190A de p190B ainsi que des domaines utilisés dans 
les CoIP ci-dessous. 
(B) Expériences de CoIP entre le domaine PLS de p190B (HA-PLS_B) et le domaine Cter de p190A 
(YFP-Cter) ou entre le domaine Cter2h de p190B (HA-Cter_2h) et le domaine PLS de p190A (GFP-PLS 

WT ou S866F). La 1
ère

 colonne montrant l’interaction les protéines GFP-PLS et HA-Cter sert de contrôle 
positif. 
 

3.1.2. Interaction du PLS de p190B et du Cter de p190A 
 

Pour évaluer la première hypothèse, nous avons analysé si le domaine PLS de p190B 

interagit avec le domaine Cter de p190A. Pour cela, nous avons surexprimé le domaine Cter 

de p190A (YFP-Cter) et observé son interaction avec le PLS de p190B (HA-PLS_B). 
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Les résultats de CoIP montrent que le domaine PLS de p190B n’interagit pas avec le 

Cter de p190A (Figure 43B). Ceci valide donc la seconde hypothèse selon laquelle l’interaction 

entre les domaines PLS de p190A et Cter de p190B interagissent de façon unilatérale.  

 

3.1.3. Interaction de p190A et p190B endogènes 

 
Nous venons de montrer que certains domaines des protéines p190A et p190B 

interagissent suggérant une interaction intermoléculaire p190A/p190B que nous avons 

analysé. Pour cela, nous avons voulu vérifier si les protéines p190A et p190B endogènes 

interagissaient. Les expériences ont été réalisées dans la lignée de cellules Huh7 car les deux 

protéines sont fortement exprimées dans cette lignée. En parallèle, nous avons réalisé une 

immunoprécipitation de p190A et une immunoprécipitation de p190B.  

De manière intéressante, p190A est co-immunoprécipitée avec p190B. Cependant, 

p190B n’est pas visible dans l’immunoprécipitat de p190A. Ceci peut s’expliquer par une plus 

faible abondance de p190B dans le lysat protéique ou d’une mauvaise détection par les 

anticorps. Ainsi, même si ce résultat reste à confirmer par de nouvelles expériences de CoIP, 

l’expérience suggère une interaction intermoléculaire p190A/p190B (Figure 44).  

 
Figure 44 : Les protéines endogènes p190A et p190B interagissent. 
Expérience de CoIP des formes endogènes de p190A et p190B dans la lignée Huh7. IgG sert de 
contrôle interne. 
 
 Ces résultats confirment les données issues du criblage double hybride et démontrent 
une interaction intermoléculaire entre les protéines p190A et p190B.  
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3.1.4. Localisation de p190A et p190B aux rosettes 
 

Nous avons voulu observer par immunofluorescence si les protéines p190A et p190B 

se localisent au même endroit dans la cellule. Des données préliminaires montrent que 

chacune des protéines se localise au niveau des invadosomes de type rosette (Figure 45).  

 
Figure 45 : Les protéines endogènes p190A et p190B se localisent aux rosettes. 
Marquage par immunofluorescence des formes endogènes de p190A (image de gauche) et p190B 
(image de droite) en vert dans des cellules NIH3T3-vSrc. L’actine F a été marquée par la phalloïdine 
(rouge) et les noyaux ont été marqués avec le Hœscht (bleu).  

 

 Cependant, nous ne pouvons pas conclure sur une colocalisation de ces protéines. Pour 

cela, des marquages sont en cours avec des anticorps compatibles qui permettraient d’étudier 

une colocalisation de p190A et p190B. Pour compléter, une expérience de Proximity Ligation 

Assay (PLA) nous permettra d’analyser cette l’interaction in cellulo.  

 

 

A ce stade, nous avons mis en évidence une interaction entre p190A et p190B 

impliquant le domaine PLS de p190A et le domaine Cter de p190B. Au-delà de potentiels 

hétérodimères p190A/p190B, nous avons également testé si p190A pouvait interagir avec lui-

même via une interaction intermoléculaire.  

 

 

 

 

p190A NoyauActine p190B NoyauActine
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3.2. Interaction entre deux protéines p190A 
 

3.2.1. Interaction p190A/p190A 
 

Pour étudier l’interaction intermoléculaire de p190A, nous avons généré des 

constructions afin d’exprimer une protéine p190A (sauvage ou mutée S866F) fusionnée à la 

YFP (yellow fluorescent protein). Nous avons ensuite réalisé des expériences de CoIP afin 

d’observer l’interaction d’une protéine p190A sauvage ou mutée S866F avec une autre 

protéine p190A. 

Les résultats montrent une faible interaction entre deux protéines p190A sauvages ou 

entre une protéine sauvage et une protéine mutée S866F. Cependant, une très forte 

interaction est retrouvée entre deux protéines p190A S866F (Figure 46).  

 

 
 
Figure 46 : L’interaction intermoléculaire de p190A est renforcée par l’introduction de la mutation 
S866F. 
Expérience de CoIP des formes entières de p190A WT ou mutée S866F (fusionnée à la YFP ou avec 
une étiquette HA). IP α-HA de HA-p190A (WT ou S866F) et analyse par Western Blot de son interaction 
avec YFP-p190A (WT ou S866F). 
 

De plus, pour confirmer cette interaction, nous avons utilisé la technique de BRET 

(bioluminescence resonance energy transfer) en collaboration avec l’équipe du Dr. Yann 

Percherancier, directeur de recherche à l’IMS de Bordeaux.  

Le principe de cette technique in cellulo est l’évaluation d’une interaction physique 

étroite (inférieure à 100 Å) entre deux protéines par transfert d’énergie entre la luciférase et 

la YFP. L’émission de luminescence émise lorsque ces deux protéines sont proches sert de 

mesure de quantification de l’interaction entre les deux protéines (Figure 47A). Deux 

constructions plasmidiques sont nécessaires afin d’exprimer une protéine fusionnée à la 

luciférase, donneuse d’énergie et une protéine fusionnée à la YFP, receveuse d’énergie. La 
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fusion se fait en N-terminal et en C-terminal de la séquence d’intérêt pour disposer de toutes 

les configurations à tester car le niveau d’expression et le signal de BRET peuvent varier selon 

les constructions.  

Pour cela, nous avons dû générer de nouvelles constructions plasmidiques afin 

d’exprimer les protéines fusionnées à la luciférase ou à la YFP. La liste des plasmides générés 

ainsi que les amorces utilisées pour les clonages sont présentées en annexe 5. Les expériences 

de BRET se sont déroulées en plusieurs étapes. 

 

Tout d’abord, pour avoir un contrôle expérimental, nous avons utilisé les constructions 

correspondant aux domaines PLS et Cter de p190A, qui interagissent fortement en CoIP. Ces 

plasmides ont été transfectés dans des cellules HEK293T. Après 24h de transfection et un 

traitement à la cœlenterazine h (substrat de la luciférase), les mesures de BRET, c’est-à-dire 

de fluorescence (530 nm) et de luminescence (480 nm) sont faites à l’aide d’un lecteur de 

plaque. Pour la plupart des couples Luciférase/YFP testés, la mesure relative de BRET était 

supérieure ou égale à 0,1 qui est la valeur seuil permettant de dire qu’il y a interaction (Figure 

47B). Cette expérience nous a servi de preuve de concept en confirmant les résultats observés 

d’interaction intramoléculaire de p190A (partie 1, sous-partie 2.1).  

Nous avons, dans un deuxième temps, étudié l’interaction intermoléculaire de p190A 

en combinant deux plasmides permettant l’expression de deux protéines p190A (sauvage ou 

mutée S866F).  

 

Les premiers résultats ont montré, comme pour l’interaction PLS/Cter que la majorité 

des couples luciférase/YFP avaient un signal de BRET supérieur ou égal à 0,1 suggérant une 

interaction entre deux protéines entières p190A/p190A (données non montrées). Cela a été 

confirmé par la réalisation d’une courbe de titration.  

Le principe est de transfecter une quantité égale du plasmide luciférase (ici, p190A-

Luc) et une quantité croissante du plasmide YFP (ici, YFP-p190A) afin d’arriver à saturation. 

Les résultats sont présentés sous la forme d’un graphique et montrent qu’il existe une 

interaction entre deux protéines WT et aussi entre une protéine WT et une protéine mutée 

S866F. En revanche, le signal de BRET est significativement plus important lorsque deux 

protéines S866F sont exprimées (Figure 47C). Ceci suggère donc une interaction 

intermoléculaire de p190A renforcée lorsque la protéine présente la mutation S866F.  
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Figure 47 : Interaction intermoléculaire renforcée par l’introduction de la mutation S866F. 
(A) Schéma d’explication de la technique de BRET nécessitant une protéine A fusionnée à la luciférase 
et une protéine B fusionnée à la YFP. Une proximité de moins de 100Å entraine un signal de 
luminescence quantifiable. D’après le site www.ims-bordeaux.fr/. 
(B) Preuve de concept du BRET avec les constructions PLS et Cter. Graphique représentant le signal 
calculé de BRET démontrant une interaction entre PLS et Cter. 
(C) Courbe de titration suivant l’interaction de deux protéines p190A WT (noir), d’une protéine WT et 
une protéine mutée (gris clair et gris foncé) et de deux protéines mutées (rouge). Un test statistique 
ANOVA une voie a été réalisé avec * : p<0,05. 

 

La technique de BRET permet facilement de suivre l’interaction de deux protéines et 

de moduler cette interaction. Nous avons utilisé différents réactifs, notamment des 

inhibiteurs de ROCK (Y-27632) ou de la myosine II (blebbistatine), un inhibiteur de la 

dépolymérisation de l’actine (jasplakinolide) et des inhibiteurs de la kinase Src (PP2, dasatinib) 

afin de moduler l’interaction. Les résultats obtenus ne nous ont malheureusement pas permis 

de conclure sur cette expérience.  

 
 
 

En conclusion, nous avons mis en évidence l’interaction intermoléculaire de deux 

protéines p190A sauvages. La présence de la mutation S866F, dans le domaine PLS, augmente 

très fortement cette interaction intermoléculaire. 
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Nous avons ensuite voulu déterminer les domaines de p190A impliqués dans cette 

interaction intermoléculaire de p190A. Pour répondre à cette question, nous avons testé 

l’implication des domaines PLS, Nter et Cter par de nouvelles expériences de CoIP.  

 
3.2.2. Implication du domaine PLS dans l’interaction p190A/p190A 

 

Le PLS est impliqué dans l’interaction avec le domaine Cter de 190A donc nous avons 

recherché si le domaine PLS était important également à l’interaction intermoléculaire de 

p190A. Pour cela, nous avons étudié (1) l’interaction de deux domaines PLS isolés et (2) 

l’interaction de la protéine p190A dépourvue de domaine PLS (p190A ΔPLS) avec la protéine 

p190A entière. 

 

Dans un premier temps, nous avons analysé l’interaction de deux domaines PLS isolés 

(sauvage ou muté S866F). Les résultats démontrent que deux PLS sauvages n’interagissent pas 

ensemble, un PLS WT et un PLS S866F interagissent très faiblement tandis que deux PLS mutés 

S866F interagissent de manière très forte (Figure 48A). Les domaines PLS seraient impliqués 

dans l’interaction intermoléculaire p190A/p190A.  

 

Dans un second temps, dans le but de compléter l’analyse de l’implication du domaine 

PLS dans l’interaction intermoléculaire de p190A, des expériences de CoIP ont été effectuées 

avec la protéine HA-p190A ΔPLS (Figure 48B).  

La protéine p190A ΔPLS n’interagit pas avec p190A WT mais semble interagir avec 

p190A S866F. Ceci confirme la forte interaction intermoléculaire p190A/p190A identifiée avec 

des protéines p190A mutées S866F.  

De plus, la protéine p190A ΔPLS interagit très fortement avec le PLS sauvage et le PLS 

muté S866F. Ceci indique que l’interaction intermoléculaire ne se fait pas uniquement via le 

domaine PLS mais pourrait impliquer le domaine Nter car le PLS muté S866F n’interagit pas 

avec le domaine Cter de p190A.  
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Figure 48 : L’interaction intermoléculaire de p190A est possible via l’interaction des domaines PLS. 
(A) Expérience de CoIP des domaines PLS WT ou muté S866F (fusionné à la GFP ou avec une étiquette 
HA). IP α-HA de HA-PLS (WT ou S866F) et analyse par Western Blot de son interaction avec GFP-PLS 
(WT ou S866F). 
(B) Expérience de CoIP avec une IP α-HA de HA-p190A ΔPLS et analyse par Western Blot de son 
interaction avec YFP-p190A (WT ou S866F) ou GFP-PLS (WT ou S866F). 
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3.2.3. Implication du domaine Nter dans l’interaction p190A/p190A 
 

Nous avons ensuite analysé l’implication du domaine Nter de p190A dans l’interaction 

intermoléculaire. Pour cela, nous avons généré d’une part, une construction permettant 

l’expression de la protéine p190A dépourvue de son domaine Nter (p190A ΔNter) et d’autre 

part une construction permettant l’expression de la protéine p190A sans domaine Nter mais 

avec un domaine PLS muté S866F (p190A ΔNter S866F). Une expérience de CoIP a été réalisée 

afin d’évaluer l’interaction de p190A ΔNter (sauvage ou mutée S866F) avec la protéine p190A 

sauvage ou mutée S866F.  

 

D’après les résultats de CoIP présentés sur la figure 49, la protéine p190A ΔNter 

sauvage n’interagit pas avec la protéine p190A sauvage et très faiblement avec la protéine 

p190A mutée S866F. La protéine p190A sans domaine Nter semble se comporter de la même 

manière que la protéine p190A ce qui suggère que le domaine Nter ne serait pas impliqué 

dans l’interaction intermoléculaire. Ce résultat semble confirmé lorsque la protéine p190A 

ΔNter S866F est utilisée pour la CoIP. Cette protéine n’interagit pas avec la protéine p190A 

sauvage mais interagit fortement avec la protéine p190A mutée S866F (Figure 49).  

 

Ces résultats suggèrent que la protéine p190A ΔNter agit de façon similaire à la 

protéine p190A entière et que le domaine Nter n’est pas impliqué dans l’interaction 

intermoléculaire de p190A.  
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Figure 49 : Analyse de l’implication du domaine Nter dans l’interaction intermoléculaire. 
Expérience de CoIP avec une IP α-HA de HA-p190A ΔNter (WT ou mutée S866F) et analyse par 
Western Blot de son interaction avec YFP-p190A (WT ou mutée S866F). 
 

3.2.4. Implication du domaine Cter dans l’interaction p190A/p190A 
 

Enfin, nous avons analysé l’implication du domaine Cter dans l’interaction 

intermoléculaire. Pour cela, nous avons utilisé un mutant p190A R997* qui entraine la délétion 

du domaine Cter (et donc du domaine GAP). Une expérience de CoIP a été réalisée afin 

d’évaluer l’interaction de p190A R997* avec la protéine p190A sauvage ou p190A mutée 

S866F. 

Les résultats montrent que la protéine p190A sauvage interagit avec une autre 

protéine p190A sauvage (comme observé Figure 46). De la même manière, deux protéines 

p190A présentant la mutation S866F sont capables d’interagir. Ces interactions sont 
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également retrouvées entre la protéine p190A R997* sans domaine Cter et la protéine p190A 

sauvage ou mutée S866F (Figure 50A&50B).  

Il semble que le domaine Cter ne soit pas impliqué dans l’interaction intermoléculaire 

de p190A.  

 
Figure 50 : Analyse de l’implication du domaine Cter dans l’interaction intermoléculaire. 
(A) Expérience de CoIP avec une IP α-HA de HA-p190A WT ou du mutant R997* et analyse par Western 
Blot de son interaction avec YFP-p190A WT. 
(B) Expérience de CoIP avec une IP α-HA de HA-p190A S866F ou du mutant R997* et analyse par 
Western Blot de son interaction avec YFP-p190A S866F. 
 

3.3. Conclusion sur les changements de conformation 

des protéines p190RhoGAPs 

 

Dans cette partie, nos résultats sont en faveur d’un changement de conformation de 

la protéine p190A par une double régulation intramoléculaire et intermoléculaire (Tableau 5).  
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La protéine p190A sauvage présenterait ainsi une interaction intramoléculaire entre 

les domaines PLS et Cter et dans une plus faible mesure, une interaction intramoléculaire 

entre les domaines PLS et Nter. Ceci suggère qu’une conformation en double repliement des 

domaines Nter et Cter sur le PLS n’est pas à exclure. Une interaction intermoléculaire entre 

deux protéines p190RhoGAPs a également été détectée. Cette interaction intermoléculaire 

semble être présente entre deux protéines p190A, mais également entre une protéine p190A 

et une protéine p190B.    

 
Tableau 5 : Bilan des données concernant la régulation de p190RhoGAPs. 
Bilan des différentes données issues des résultats précédents du laboratoire (*) et des principaux 
résultats acquis au cours de ma thèse amenant à un modèle de changement de conformation entre la 
protéine p190A WT et la protéine p190A mutée S866F.   

 

L’introduction d’une simple mutation au niveau de la sérine 866 dans le PLS de p190A 

suffit à modifier ces interactions. En effet, la mutation S866F augmente l’interaction 

intramoléculaire entre le PLS et le domaine Nter de la protéine et abolit le repliement du PLS 

sur le domaine Cter. Plus encore, cette mutation semble permettre une interaction 

intermoléculaire plus forte entre deux protéines p190A. Dans cette conformation combinant 

interactions intra et intermoléculaires, le mutant p190A S866F resterait dans une 

configuration ouverte ce qui rendrait accessible plus facilement le domaine GAP pour fixer et 

réguler RhoA. 

 

 

p190A WT p190A S866F

Localisation aux lamellipodes* +++ -
Localisation aux invadosomes +++ +++
Activité GAP* + +++
Interaction PLS/Cter +++ -
Interaction PLS/Nter + +++
Interaction PLS/PLS + +++
Interaction p190A/p190A + +++
Interaction p190A/p190B +++ Non testé
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4. Étude de nouveaux partenaires de p190A 
 

Pour compléter l’étude des mécanismes de régulation de p190A, nous avons recherché 

de nouveaux partenaires protéiques potentiels de p190A. Pour cela, nous avons réalisé une 

immunoprécipitation de HA-p190A WT et HA-p190A S866F (à partir de lysats protéiques de 

cellules HEK293T transfectées) suivie d’une analyse en spectrométrie de masse (Figure 51A).  

Plus de 700 protéines interagissant avec p190A ont été trouvées. Parmi ces protéines, 

environ 20 interagissent exclusivement avec la forme sauvage de p190A tandis qu’une 

quinzaine interagit spécifiquement avec la forme mutée S866F. Nous pouvons noter que près 

de 650 protéines identifiées interagissent majoritairement avec p190A S866F (Figure 51B). 

De nombreuses protéines identifiées sont en lien avec la dégradation par le 

protéasome, la traduction ou la régulation de la division cellulaire, ce qui est cohérent avec ce 

que nous avions déjà observé dans le criblage double hybride et cohérent avec les données 

de la littérature (Annexe 1).  

 

4.1. Le protéasome 

 

Des études ont montré une régulation de l’expression de p190A, notamment au 

moment de la mitose, impliquant une dégradation de la protéine par le protéasome (Su, Agati, 

and Parsons 2003 ; Naoe et al. 2010). De manière intéressante, parmi les protéines identifiées 

dans cette analyse d’interactome, douze membres du complexe enzymatique du protéasome 

interagissent préférentiellement avec p190A S866F (Annexe 1).  

Le protéasome est un complexe multi-protéique faisant partie du système UPS 

(ubiquitin-proteasome system) contrôlant la protéolyse dans les cellules eucaryotes (Karatas 

and Bouchecareilh 2020). Ce système permet la reconnaissance et la poly-ubiquitination de 

substrats par des ubiquitine ligases. Ensuite, l’élimination des chaines poly-ubiquitinylées 

grâce aux enzymes DUB (deubiquitinilating enzymes) est associée à la dégradation par le 

protéasome.  

 

Dans la plupart de nos expériences, nous avons souvent observé une différence 

d’expression de p190A mutée S866F par rapport à p190A sauvage (Figure 51C&51D). Ces 
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résultats suggèrent une possible dégradation protéique plus importante de p190A mutée dans 

les cellules. Nous avons donc analysé si le protéasome est impliqué dans la différence 

d’expression de p190A WT et mutée. 

 
Figure 51 : L’interactome de p190A (WT et S866F) montre l’enrichissement de deux complexes 
pouvant réguler l’expression de p190A dans les cellules. 
(A) Coloration au bleu colloïdal du produit de migration des immunoprécipitats de HA-p190A WT et 
HA-p190A S866F. 
(B) Quantification des peptides interagissant exclusivement ou préférentiellement avec l’une des deux 
formes de p190A. 
(C) Traitement des cellules avec 50 μM de MG132 (inhibiteur du protéasome) pendant 4 heures avant 
extraction protéique et analyse par Western Blot. Le marquage de la ß-caténine sert de contrôle positif 
du traitement au MG132 tandis que la GAPDH est le contrôle de charge.  
(D) Quantification du Western Blot en (C).  
(E) Expression en ARNm par qRT-PCR de HA-p190A WT et HA-p190A S866F.  
Un test statistique ANOVA une voie a été réalisé avec *** : p<0,001 ; * : p<0,05 et ns : non significatif 
(p>0,05). 
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Pour cela, nous avons utilisé le MG132, inhibiteur du protéasome. Les cellules 

HEK293T, transfectées au préalable par un plasmide permettant l’expression de HA-p190A WT 

ou HA-p190A S866F, ont été traitées avec une concentration de 50μM de MG132 pendant 4 

heures avant extraction et analyse par Western Blot. Le marquage de la β-caténine sert de 

contrôle positif car de nombreuses études ont montré sa dégradation par le protéasome (Ji et 

al. 2019). Cependant, l’expression de p190A S866F n’est pas restaurée par l’inhibition du 

protéasome (Figure 51C&51D).  

 

 
Une régulation croisée existe entre le protéasome et l’autophagie, un autre 

mécanisme de dégradation protéique (Nam et al. 2017). Mais aucune compensation ne 

semble expliquer la différence d’expression entre p190A WT et p190A S866F (données non 

montrées). 

 

Un mécanisme de dégradation protéique n’explique pas la différence d’expression 

protéique entre les formes sauvage et mutée S866F de p190A. La régulation d’expression 

pourrait se produire à un stade transcriptionnel ou un stade traductionnel. 

 

Afin d’analyser si la variation d’expression de la forme mutée de p190A est présente 

au niveau de l’ARNm, nous avons observé les quantités d’ARNm des formes surexprimées de 

p190A par une analyse par qRT-PCR. Les résultats démontrent que la diminution de 

l’expression protéique de p190A S866F est également retrouvée au niveau de l’ARNm (Figure 

51E). Ceci suggère une régulation au niveau transcriptionnelle qu’il reste à confirmer.  

 

4.2. La machinerie de traduction  

 

L’analyse de l’interactome de p190A a également mis en évidence la présence de 

nombreux facteurs d’initiation de la traduction (eiF) fortement enrichis (Annexe 1). Ce 

complexe est nécessaire à la mise en place des phases initiales de la traduction, notamment 

les sous-unités eiF3 qui sont les facteurs majeurs de la régulation de la traduction (Z. Dong 

and Zhang 2006). 
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Ces résultats suggèrent un rôle de p190A dans la régulation de la traduction et sont en 

adéquation avec les données de la littérature. En effet, une analyse par spectrométrie de 

masse a montré l’interaction de p190A avec treize sous-unités du complexe eiF3 

(Parasuraman et al. 2017). De plus, une machinerie de traduction est présente au niveau des 

invadosomes où p190A se localise (Ezzoukhry et al. 2018). Ainsi, p190A pourrait jouer un rôle 

dans le contrôle de la traduction au sein des invadosomes. Cette piste reste à explorer. 

 

Toutefois, il existe un lien entre les mécanismes de régulation de la traduction et la 

prolifération cellulaire. En effet, la dérégulation de la mise en place de l’étape d’initiation de 

la traduction entraine des altérations dans l’expression génique menant à un défaut de 

régulation de la prolifération cellulaire (Dong and Zhang 2006 ; Zheng et al. 2021). Par le biais 

d’interaction de p190A avec des facteurs d’initiation de la traduction et des protéines en lien 

avec la prolifération cellulaire, p190A pourrait avoir un rôle dans ces deux processus.  

 

4.3. La mitose 

 
L’analyse de l’interactome de p190A par spectrométrie de masse a mis en évidence 

des protéines reliées à la prolifération cellulaire et plus particulièrement à la mitose indiquant 

un rôle de p190A dans la régulation de la prolifération cellulaire (Annexe 1). Deux études ont 

déjà montré un rôle de p190A dans la prolifération cellulaire et notamment au cours de la 

mitose, dans la régulation du fuseau mitotique.  

La première étude a montré que la formation d’un complexe entre p190A et l’anilline 

permet une modulation du taux de RhoA-GTP au niveau de l’anneau de cytokinèse. RhoA 

permet la progression de la division cellulaire par recrutement de l’actine et de la myosine II 

favorisant la contractilité. L’extinction de p190A entraine une augmentation de l’activité de 

RhoA au niveau de l’anneau de cytokinèse résultant en un défaut de division des cellules filles 

(Manukyan et al. 2015). 

Dans la seconde étude, p190A est indispensable pour prévenir la fragmentation du 

fuseau mitotique. La présence de p190A est nécessaire à l’activation de la kinase Aurora A au 

niveau des deux pôles dirigeant la ségrégation chromosomique. L’extinction de p190A 

entraine l’altération de localisation de la kinésine Kif2A participant à l’organisation du fuseau 

mitotique et à la dépolymérisation des microtubules. Ce défaut de recrutement de Kif2A au 
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niveau des pôles explique le défaut de la fragmentation du fuseau mitotique et donc 

l’altération de la progression de la mitose (Manukyan et al. 2018).   

 

De manière intéressante, parmi les protéines identifiées lors du criblage double 

hybride (réalisé avec le PLS en appât), deux isoformes de la protéine Kif2A ont été mis en avant 

(Tableau 4). En lien avec l’implication de p190A dans le cycle cellulaire, nous avons voulu 

confirmer l’interaction de Kif2A avec le domaine PLS de p190A. Pour cela, par des expériences 

de CoIP, nous avons analysé l’interaction des protéines HA-PLS WT ou avec HA-p190A WT avec 

GFP-Kif2A. Toutefois, les résultats n’ont pas permis de mettre en évidence d’interaction entre 

le domaine PLS et Kif2A (Figure 52A). 

Cependant, par l’analyse de la localisation des protéines HA-p190A et GFP-Kif2A 

surexprimées dans des cellules Huh7, par immunofluorescence, nous avons observé une 

colocalisation de HA-p190A WT et GFP-Kif2A au niveau de l’anneau de cytokinèse, en fin de 

mitose (Figure 52B).  

 
Figure 52 : p190A et Kif2A colocalisent au niveau de l’anneau de cytokinèse, en fin de mitose. 
(A) Expérience de CoIP avec une IP α-HA de HA-PLS WT ou HA-p190A WT et analyse par Western Blot 
de l’interaction avec GFP-Kif2A. La condition HA-Cter + GFP-PLS WT sert de contrôle positif. 
(B) Marquage par immunofluorescence de HA-p190A WT et GFP-Kif2A dans des cellules Huh7. Les 
noyaux ont été marqués avec le Hœscht.  

 

Ce stade de division étant très peu représenté sur les lames observées, une 

synchronisation des cellules semble être indispensable afin de pouvoir observer une 

colocalisation entre Kif2A et p190A.  
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En conclusion, au cours de cette première partie, nous avons mis en évidence que la 

conformation de p190A régule son activité GAP par masquage/démasquage du domaine Cter 

de p190A avec une interaction intramoléculaire. De manière intéressante, nous avons 

également démontré une interaction intermoléculaire p190A/p190A et aussi p190A/p190B. 

Ceci suggère donc que les protéines p190A et p190B pourraient être régulées de façon 

complémentaire ou de façon antagoniste. Des expériences complémentaires sont nécessaires 

pour compléter notre modèle de régulation de p190RhoGAPs.  
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Partie 2  

–  

Étude de p190RhoGAP dans 

le cancer de l’endomètre 
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Comme décrit dans l’introduction de ce manuscrit, le gène ARHGAP35 codant pour 

p190A est significativement muté dans les cancers de l’endomètre.  

Mes travaux de thèse décrits précédemment montrent qu’un lien physique entre 

p190A et p190B existe. Les protéines p190RhoGAP présentent un fort degré d’homologie et 

des fonctions similaires, notamment de régulation de RhoA. Par leur activité GAP, ces deux 

protéines régulent de nombreux processus biologiques comme la prolifération, la migration 

et l’invasion dérégulés dans le cancer. Ainsi, nos résultats nous ont incités à débuter une 

analyse comparative de p190A et p190B dans le cancer de l’endomètre. Cette analyse est 

réalisée dans un premier temps sur des lignées issues de cancer de l’endomètre puis dans un 

second temps, sur des échantillons provenant de patientes atteintes d’un cancer de 

l’endomètre.  

 

1. Analyse de p190RhoGAP in vitro 
 

1.1. Analyse de l’expression de p190RhoGAP dans les lignées de 
cancer de l’endomètre 

 

Nous avons tout d’abord recherché de possibles mutations des gènes ARHGAP35 et 

ARHGAP5 dans des lignées de cancer de l’endomètre. D’après le site CCLE, les données de 

séquençage montrent que dans un ensemble de 31 lignées cellulaires, 42% ne sont pas mutées 

tandis que 58% présentent au moins une mutation des gènes ARHGAP35 ou ARHGAP5.  

Au sein de ces lignées mutées, 1/3 présente une mutation uniquement d’ARHGAP35, 

1/3 présente une mutation uniquement d’ARHGAP5 et 1/3 est mutée sur ARHGAP35 et 

ARHGAP5. Parmi les 6 lignées de cancer de l’endomètre disponibles au laboratoire, les lignées 

HEC-1-A et HEC-1-B sont mutées ARHGAP35 tandis que les lignées AN3Ca, Ishikawa, KLE et 

RL95-2 présentent au moins une mutation du gène ARHGAP5 (Figure 53A). 

 

Nous avons ensuite analysé si les mutations de ces gènes ont un impact sur l’expression 

des protéines p190RhoGAP. Pour cela, une analyse des quantités d’ARNm et de protéines a 

été réalisée par qRT-PCR et par Western Blot, respectivement.  

La quantité d’ARNm de p190A, résultant de l’expression du gène ARHGAP35, est plutôt 

homogène dans les 6 lignées (Figure 53B) malgré une légère augmentation dans la lignée HEC-
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1-A. Concernant p190B, les quantités d’ARNm sont également homogènes dans les différentes 

lignées testées avec cependant une augmentation pour la lignée AN3Ca (Figure 53C).  

 
Figure 53 : Les lignées cellulaires de cancer de l’endomètre ont des expressions variables des 
p190RhoGAPs. 
(A) Tableau compilant les lignées issues de cancer de l’endomètre disponibles au laboratoire et les 
mutations des gènes ARHGAP35 et ARHGAP5 retrouvées dans ces lignées. 
(B) (C) Quantité d’ARNm de p190A (B) et p190B (C) analysée par qRT-PCR. 
(D) Révélation des marquages de p190A et de p190B par Western Blot. La GAPDH sert de contrôle de 
charge. 
(E) (F) Quantification de l’expression protéique de p190A (E) et p190B (F) analysée par Western Blot 
(D), unité arbitraire. 
 

La protéine p190A est présente de façon homogène dans les différentes lignées. La 

quantité de protéine présente dans la lignée RL95-2 est plus importante que dans les autres 

lignées testées (Figure 53D&53E). La protéine p190B est présente en quantité relativement 

homogène dans l’ensemble des lignées (Figure 53D&53F).  

 

De plus, il ne semble pas y avoir de profils d’expression distincts entre les lignées HEC-

1-A et HEC-1-B (mutées sur ARHGAP35) et les lignées AN3Ca, Ishikawa, KLE et RL95-2 (mutées 

sur ARHGAP5). Aucune corrélation entre la présence de mutations et l’expression de 

p190RhoGAPs n’est mise en évidence.  
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Nous avons voulu évaluer l’impact des mutations présentes dans les différentes lignées 

cellulaires sur des processus biologiques différents. Étant donné que p190RhoGAP régule via 

RhoA le remodelage du cytosquelette d’actine, nous avons étudié l’impact de p190RhoGAP et 

de ses mutations sur l’invasion et la prolifération des cellules. 

 

1.2. Analyse des fonctions biologiques de p190RhoGAP in vitro 
 

1.2.1. Évaluation de la capacité invasive des lignées de cancer de l ‘endomètre 
 

Comme démontré précédemment, les protéines p190A et p190B se localisent aux 

invadosomes (Figure 45). Les invadosomes sont des structures d’actine impliquées dans 

l’invasion cellulaire. Nous avons donc analysé la capacité invasive des lignées de cancer de 

l’endomètre. Pour cela, nous avons réalisé un test de dégradation d’une matrice de gélatine 

fluorescente. La présence de zones noires correspond aux zones d’absence de fluorescence 

donc, aux zones où les cellules ont dégradé la matrice fluorescente (Figure 54).  

 

Il semble que les différentes lignées cellulaires testées dégradent très peu voire ne 

dégradent pas la matrice sous-jacente (Figure 54). La lignée HEC-1-A ne présente aucune zone 

de dégradation de la matrice de gélatine fluorescente. Pour les lignées AN3Ca, Ishikawa et 

RL95-2, il semble que quelques petites zones noires de dégradation soient visibles mais celles-

ci sont très peu nombreuses.  

 

 

Figure 54 : Les lignées cellulaires provenant de carcinomes de l’endomètre n’ont pas de capacités 
invasives. 
Images de microscopie à épifluorescence des lignées HEC-1-A (mutée ARHGAP35) et les lignées 
AN3Ca, Ishikawa et RL95-2 (mutées ARHGAP5). Les cellules ont été ensemencées sur une matrice de 
gélatine fluorescente afin d’analyser la présence de zones de dégradation de la gélatine (zones noires). 
Les noyaux ont été marqués avec le Hœscht.  
 

HEC-1-A AN3Ca RL95-2Ishikawa
Gélatine 488

Noyaux
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Ces résultats sont en adéquation avec les analyses préliminaires 

d’immunofluorescence ne montrant pas la présence d’invadosomes dans ces cellules 

(données non montrées). De nouvelles expériences sont à réaliser afin d’évaluer le rôle des 

mutations de p190RhoGAP dans l’invasion.  

 

1.2.2. Étude de l’impact de p190RhoGAP dans la prolifération cellulaire 
 

Comme décrit dans la partie 1.4.3, les protéines p190RhoGAPs sont impliquées dans la 

prolifération cellulaire. De plus, dans les différentes approches de recherche d’interactants de 

p190A ou de p190B, nous avons identifié de nombreuses protéines en lien avec la régulation 

de la mise en place du fuseau mitotique et de la cytokinèse, en fin de mitose telles que Kif2A.  

 

Nous avons donc étudié l’impact de l’extinction de p190A, par une stratégie d’ARN 

interférent, sur la prolifération cellulaire. Pour cela, nous avons utilisé uniquement les lignées 

HEC-1-A et AN3Ca qui présentent soit une protéine p190A mutée dans la lignée HEC-1-A soit 

une protéine p190B mutée dans la lignée AN3Ca. 

Les résultats montrent qu’une diminution de l’expression de p190A par le si1 p190A 

entraine une diminution de la prolifération des HEC-1-A par rapport aux conditions contrôles 

« NT » et « s0 » (Figure 55A&55B&55C). Il en est de même avec la lignée AN3Ca, la diminution 

d’expression de p190A par les différents siRNA p190A (si1, si3 et si4) diminue fortement la 

prolifération des cellules (Figure 55D&55E&55F).  

 

D’après ces résultats, p190A semble nécessaire à la prolifération des cellules tumorales 

d’endomètre. Il nous faut désormais poursuivre cette étude dans les autres lignées de cancer 

de l’endomètre. De plus, nous intégrerons l’analyse de l’extinction de p190B dans ces lignées 

afin de compléter ces données fonctionnelles. Ces perspectives nous permettront de conclure 

sur le rôle des protéines p190RhoGAP dans le processus de prolifération des cellules 

tumorales. 
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Figure 55 : L’extinction de p190A dans les lignées HEC-1-A et AN3Ca entraine une diminution de la 
prolifération cellulaire. 
(A) Extinction de p190A dans la lignée HEC-1-A, analysée par Western Blot. La GAPDH sert de contrôle 
de charge. 
(B) Quantification de l’expression protéique de p190A analysée par Western Blot. 
(C) Analyse de la prolifération cellulaire des HEC-1-A à l’aide du vidéomicroscope Incucyte. 
(D) Extinction de p190A dans la lignée AN3Ca, analysée par Western Blot. La GAPDH sert de contrôle 
de charge. 
(E) Quantification de l’expression protéique de p190A analysée par Western Blot. 
(F) Analyse de la prolifération cellulaire des AN3Ca à l’aide du vidéomicroscope Incucyte. 
Un test statistique ANOVA une voie a été réalisé avec *** : p<0,005 ; ** : p< 0,01 ; * : p<0,05 et ns (non 
significatif) : p>0,05. 

 

 

Notre analyse comparative in vitro des p190RhoGAPs dans le cadre du cancer de 

l’endomètre est complétée par une étude clinique d’échantillons de tissus provenant de 

patientes atteintes de cancer de l’endomètre.  
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2. Étude de l’expression de p190A et p190B dans des 
tissus humains de cancer de l’endomètre 
 

À ce jour, aucune étude publiée dans la littérature n’associe l’analyse conjointe de 

p190A et de p190B. Dans le but d’analyser le rôle de p190RhoGAP dans le cancer de 

l’endomètre, en parallèle de l’étude in vitro, une analyse sur tissus humains a été initiée.  

En collaboration avec le Dr. Sabrina Croce de l’Institut Bergonié, nous avons pu obtenir 

des échantillons de tissus d’endomètre congelés provenant de 16 patientes atteintes de 

carcinomes de l’endomètre (Tableau 6).  

 

Ces carcinomes ont été classés par une analyse histologique : sept cas de cancers 

endométrioïdes, sept cas de cancers séreux, un cas de cancer à cellules claires ainsi qu’un 

carcinome peu différencié donc non classé. Afin d’analyser l’expression d’ARHGAP5 et 

d’ARHGAP35 dans ces tumeurs, les échantillons ont été broyés puis les protéines et les ARN 

en ont été extraits pour les analyser par WB et par qRT-PCR, respectivement. 

 

 
Tableau 6 : Liste des échantillons de tissus sains ou tumoraux d’endomètre. 
Dans ce tableau sont référencés, le nombre de tissu provenant d’échantillons sains ou tumoraux ainsi 
que les sous-types histologiques associés à chaque patiente : à cellules claires (jaune), séreux (rose) et 
endométrioïde (bleu). Un échantillon provient d’une tumeur peu différenciée (vert). 
* Représente les patientes décédées. 

 

 

Patiente Échantillon de 
tissu sain

Échantillon de 
tissu tumoral Diagnostic

LF592 P1 Non Oui (1) Carcinome peu différencié
LF623 P2 Oui (1) Oui (3) Adénocarcinome endométrioïde de grade II
LF773* P3 Oui (1) Oui (1) Carcinome à cellules claires
LH004 P4 Non Oui (3) Adénocarcinome endométrioïde de grade II
LI365 P5 Non Oui (1) Adénocarcinome endométrioïde de grade II

LK386* P6 Oui (1) Oui (1) Carcinome séreux
LL477 P7 Non Oui (1) Carcinome séreux
LN527 P8 Oui (1) Oui (1) Adénocarcinome endométrioïde de grade I
LN802 P9 Oui (1) Oui (1) Adénocarcinome endométrioïde de grade I
LR244 P10 Oui (1) Oui (1) Carcinome séreux
MB922 P11 Oui (1) Oui (3) Carcinome séreux
MG595 P12 Oui (1) Oui (2) Adénocarcinome endométrioïde de grade III
MJ862* P13 Oui (1) Oui (1) Carcinome séreux
MJ869 P14 Oui (1) Oui (1) Adénocarcinome endométrioïde de grade I
ML349 P15 Oui (1) Oui (1) Carcinome séreux
MU348 P16 Oui (1) Oui (3) Carcinome séreux

Peu différencié

À cellules claires

Séreux

Endométrioïde (tout grade confondu)

Grade I

Grade II

Grade III
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2.1. Analyse de l’expression des gènes codant p190RhoGAP 
 

Tout d’abord, nous avons étudié les quantités d’ARNm relatives à l’expression des 

gènes ARHGAP35 et ARHGAP5 codant les protéines p190RhoGAP, par qRT-PCR.  

 

Les résultats montrent que les quantités en ARNm d’ARHGAP35 et d’ARHGAP5 sont 

significativement diminuées dans les échantillons non tumoraux (NT) par rapport aux 

échantillons tumoraux (T) (Figure 56A&56B).  

De plus, une corrélation positive très forte (r=0,73) est retrouvée entre les quantités 

en ARNm d’ARHGAP35 et d’ARHGAP5 (Figure 56C).  

 
Figure 56 : La quantité d’ARNm de p190A et p190B diminue significativement dans les échantillons 
tumoraux. 
(A) (B) Quantité d’ARNm de p190A (A) et p190B (B) analysée par qRT-PCR en comparant les 
échantillons sains (NT) des échantillons tumoraux (T). 
(C) Corrélation positive entre les quantités d’ARNm de p190A et p190B. r est le coefficient de 
corrélation. 
(D) (E) Quantité d’ARNm de p190A (D) et p190B (E) analysée par qRT-PCR en comparant les sous-types 
histologiques. 
Un test statistique t-test ou ANOVA une voie a été réalisé avec **** : p<0,001 ; *** : p<0,005 ; ** : p< 
0,01 ; * : p<0,05 et ns (non significatif) : p>0,05. 
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 La quantité d’ARNm de p190A semble varier selon le sous-type histologique. En effet, 

nous observons une diminution non significative de la quantité de p190A dans les échantillons 

tumoraux des tumeurs endométrioïdes, en comparaison avec les contrôles non tumoraux 

(Figure 56D). Pour les tumeurs séreuses, la quantité d’ARNm de p190A est significativement 

inférieure dans les échantillons tumoraux par rapport aux échantillons non tumoraux (Figure 

56D). 

Concernant la quantité d’ARNm de p190B, nous mettons en évidence une diminution 

significative dans les échantillons tumoraux des carcinomes endométrioïdes et séreux, en 

comparaison aux contrôles non tumoraux (Figure 56E). 

 
2.2. Analyse de l’expression protéique de p190RhoGAP 

 

En parallèle, nous avons analysé l’expression protéique de p190RhoGAP dans les 

échantillons de tissus de patientes atteintes de cancer de l’endomètre par Western Blot. Nous 

avons utilisé la lignée cellulaire HEC-1-A en contrôle positif ainsi que pour la normalisation des 

quantités d’expression. 

 

Les résultats montrent que l’expression protéique de p190A et de p190B varie de 

manière importante dans les différents tissus normaux et tumoraux.  L’analyse globale montre 

que l’expression protéique de p190A tend à diminuer dans les échantillons non tumoraux (NT) 

par comparaison aux échantillons tumoraux (T) (Figure 57A&57B). L’expression protéique de 

p190B ne semble pas varier entre les échantillons non tumoraux (NT) et les échantillons 

tumoraux (T) (Figure 57A&57C).  

Cependant, il existe une forte corrélation positive (r=0,44) entre les expressions 

protéiques de p190A et de p190B (Figure 57D). 

 

L’expression de p190A entre les différents sous-types semble varier. En effet, dans les 

échantillons provenant de carcinomes endométrioïdes, l’expression de p190A semble plus 

importante que l’expression dans les carcinomes séreux (Figure 57E). 

L’expression protéique de p190B semble également varier dans les carcinomes séreux 

où nous observons une augmentation de l’expression dans les carcinomes endométrioïdes par 

rapport aux carcinomes séreux (Figure 57F).  
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Figure 57 : L’expression protéique de p190RhoGAPs est corrélée positivement dans les échantillons 
d’endomètre. 
(A) Analyse par Western Blot de l’expression protéique de p190A et de p190B. La GAPDH sert de 
contrôle de charge. 
(B) (C) Quantification de l’expression protéique de p190A (B) et p190B (C) analysée par Western Blot 
en comparant les échantillons sains (NT) des échantillons tumoraux (T). 
(D) Corrélation positive entre les expressions protéique de p190A et de p190B. r est le coefficient de 
corrélation. 
(E) (F) Quantification de l’expression protéique de p190A (E) et p190B (F) analysée par Western Blot en 
comparant les sous-types histologiques. 
P représente chaque patiente identifiée dans le tableau 6. 
Un test statistique t-test ou ANOVA une voie a été réalisé, ns (non significatif) : p>0,05 et ** : p< 0,01. 
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D’après ces résultats, nous pouvons dire que l’expression protéique de p190RhoGAP 

varie selon les sous-types de cancers de l’endomètre, en comparaison avec les contrôles non 

tumoraux.  

 

Dans le cas du carcinome à cellules claires de notre cohorte, l’expression protéique de 

p190A et de p190B semble plus importante dans le contrôle non tumoral que l’échantillon 

tumoral (Figure 57E&57F). Les quantités d’ARNm de p190A et p190B ne semblent pas varier 

dans les échantillons non tumoraux et tumoraux (Figure 56D&56E). Cependant, il s’agit d’un 

unique cas de carcinome à cellules claires donc nous ne pouvons pas émettre de conclusion. 

Des cas supplémentaires de carcinomes de l’endomètre sont nécessaires afin de pouvoir 

confirmer ces résultats.  

 

 

 

Cette analyse sur tissus humains montre, au niveau ARNm, une variation d’expression 

de p190A et p190B dans les échantillons de tumeurs en comparaison au tissu non tumoral. 

Cela indiquerait un rôle protecteur de p190RhoGAP car l’expression de ces protéines est plus 

importante dans les échantillons non tumoraux. Cependant l’analyse de l’expression 

protéique par Western Blot n’a, pour l’instant, pas permis d’obtenir des résultats cohérents. 

Pour compléter les résultats d’expression protéique, une analyse de la localisation de 

p190RhoGAP (p190A et p190B) dans les tissus (tumeurs et sains) est en cours par 

immunohistochimie (IHC) afin d’évaluer si la localisation est diffuse ou spécifique de certains 

types cellulaires. 

En parallèle, l’acquisition des données moléculaires sur la classification des carcinomes 

de l’endomètre, ainsi que des données de séquençage des gènes ARHGAP35 et ARHGAP5 sont 

en cours.  

L’ensemble des résultats obtenus par ces différentes approches nous permettra de 

mieux comprendre le rôle des protéines p190RhoGAPs dans le cancer de l’endomètre.  

 



 
 

203 

  



 
 

204 

 
  



 
 

205 

 
 
 
 
 

Discussion  

et conclusion 

 
 
 



 
 

206 

  



 
 

207 

L’acquisition de capacités pro-migratoires et pro-invasives des cellules est une des 

caractéristiques du cancer et est liée au remodelage du cytosquelette d’actine. La régulation 

fine et coordonnée des GTPases Rho est essentielle afin de réguler des fonctions biologiques 

telles que la migration ou l’invasion des cellules tumorales. Les GTPases Rho, régulateurs 

majeurs du cytosquelette d’actine, ainsi que leurs régulateurs sont des cibles thérapeutiques 

dans le cadre du cancer. Les protéines p190RhoGAPs, régulateurs négatifs de RhoA, sont des 

cibles potentielles, notamment par le fort taux de mutations identifiées dans les tumeurs.  

 

Au cours de ma thèse, dans une première partie, j’ai étudié plusieurs aspects de la 

régulation des protéines p190RhoGAPs : leur localisation, leur fonction et leur conformation, 

à l’aide des mutations retrouvées dans les tumeurs. Puis, dans une seconde partie, j’ai réalisé 

une étude comparée de p190A et de p190B dans le cadre du cancer de l’endomètre à l’aide 

de lignées cellulaires mais également à partir d’échantillons de patientes. 

 

Partie 1 – Mécanismes de régulation de p190RhoGAPs 
dans la cellule 
 

Une régulation rapide de l’activité de p190RhoGAP est requise au niveau des 

structures d’actine afin de réguler négativement RhoA. Nous avons mis en évidence que le 

domaine PLS de p190A est impliqué dans la régulation de la localisation de la protéine au 

niveau de structures d’actine et de l’activité RhoGAP de p190A. Le modèle ainsi que les 

mécanismes de régulation de p190RhoGAP seront discutés dans cette partie.  

 

1.1. Le PLS régule la localisation de la protéine 
 

Tout d’abord, nous avons confirmé que le domaine PLS est un domaine fonctionnel 

important pour p190A. Précédemment, le domaine PLS a été identifié comme essentiel à la 

localisation de p190A aux lamellipodes et à la migration cellulaire (Binamé et al. 2016). 

 

Les invadosomes sont également des structures d’actine impliquées dans l’invasion 

cellulaire qui, en couplant des activités de polymérisation de l’actine et de dégradation de la 
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matrice environnante, permettent aux cellules d’envahir les tissus afin de former des 

métastases à distance. Étant donné que plusieurs études ont montré que p190A régule les 

GTPases Rho au niveau des invadosomes, par exemple RhoC et RhoQ (TC10), nous nous 

sommes intéressés à l’implication du PLS dans la localisation de p190A aux invadosomes 

(Bravo-Cordero et al. 2011 ; Hülsemann et al. 2021).  

Dans un premier temps, nous avons complété les données disponibles concernant la 

localisation de p190A aux invadosomes (Nakahara et al. 1998 ; Burgstaller and Gimona 2004 ; 

Guegan et al. 2008 ; Crimaldi, Courtneidge, and Gimona 2009). Nous avons mis en évidence la 

localisation de la protéine p190A endogène au niveau de plusieurs organisations 

d’invadosomes, (1) rosettes dans des fibroblastes où Src est activé, (2) points dans des cellules 

de cancer du foie et (3) invadosomes linéaires dans des cellules tumorales déposées sur une 

matrice de collagène de type I.  

Ensuite, nous avons mis en évidence l’importance du domaine PLS dans la localisation 

aux invadosomes de type rosette en utilisant une protéine dépourvue du PLS.  

 

La cortactine, NPF de classe II, se localise aux invadosomes et il a été montré que la 

cortactine interagit avec p190A et est requise pour la localisation de p190A aux lamellipodes 

(Markwell et al. 2019 ; Campellone and Welch 2010 ; Binamé et al. 2016). Nous nous sommes 

intéressés à l’impact de son extinction sur la localisation de p190A aux invadosomes. De plus, 

l’introduction des mutations retrouvées dans les tumeurs S866F et Δ865-870, dans le PLS, 

inhibe la localisation de p190A aux lamellipodes et altèrent la directionalité de la migration 

des cellules, nous avons complété nos résultats avec l’analyse de la localisation aux 

invadosomes des formes mutées de p190A (Binamé et al. 2016). 

D’après nos résultats, ni l’extinction de la cortactine et ni l’introduction de mutations 

S866F et Δ865-870 n’altère la localisation de p190A aux invadosomes. Afin de compléter ces 

données, il serait intéressant d’évaluer l’impact de l’extinction de la cortactine sur la 

localisation aux invadosomes des formes mutées de p190A avant d’exclure son rôle potentiel 

dans l’adressage de p190A aux invadosomes.  

 

Toutefois, le mécanisme permettant la localisation de p190A aux invadosomes semble 

donc différent de celui permettant la localisation de p190A aux lamellipodes. La kinase PYK2 

se localise aux invadosomes et l’interaction de PYK2 avec p190A est impliquée dans l’invasion 
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de cellules cancéreuses du sein (Zrihan-Licht et al. 2000 ; Genna et al. 2018). L’hypothèse que 

PYK2 puisse être impliqué dans le mécanisme d’adressage de p190A (sauvage et mutée) aux 

invadosomes est donc émise.  

 

Bien que les formes mutées de p190A se localisent toujours aux invadosomes, ces 

mutants peuvent altérer la fonction de dégradation de la MEC, d’autant que p190B, est 

impliquée dans le recrutement de MT1-MMP à la membrane plasmique de cellules 

endothéliales (Guegan et al. 2008). Pour cela, nous avons réalisé un test de dégradation de 

matrice fluorescente afin d’évaluer les capacités invasives des cellules. Malheureusement, à 

cause de difficulté d’expression de p190A sauvage ou mutée, ni l’approche par transfection 

transitoire, ni l’approche par transduction lentivirale ne nous a pas permis de conclure sur la 

capacité invasive différentielle des cellules exprimant p190A sauvage ou mutées S866F et 

Δ865-870.  

Des expériences complémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre le 

mécanisme d’adressage de p190A aux invadosomes et l’impact des mutations S866F et Δ865-

870 de p190A dans l’invasion cellulaire. 

 

1.2. Le PLS régule l’activité GAP de la protéine 
 

Un rôle de régulation de l’activité RhoGAP par le domaine PLS a déjà été mis en 

évidence (Binamé et al. 2016). Nous avons confirmé ce résultat par une quantification du ratio 

actine F/actine G. Ces résultats suggèrent un repliement auto-inhibiteur du domaine GAP 

impliquant le domaine PLS  (Binamé et al. 2016 ; Bidaud-Meynard et al. 2017). Un mécanisme 

d’auto-inhibition médié par Rac1 a également été proposé pour p190B ce qui renforce 

l’hypothèse d’un repliement auto-inhibiteur des protéines p190RhoGAPs (Bustos et al. 2008). 

De plus, le repliement auto-inhibiteur de plusieurs protéines GEF et GAP a déjà été démontré 

(Rossman, Der, and Sondek 2005 ; Bos, Rehmann, and Wittinghofer 2007 ; Eberth et al. 2009 ; 

Elvers et al. 2012 ; Liu et al. 2013 ; Chang et al. 2020). Par exemple, le domaine BAR de la 

protéine GAP OPHN1 bloque la régulation des GTPases Rho en masquant le domaine GAP, par 

une interaction intramoléculaire ou intermoléculaire (Eberth et al. 2009). 
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Au cours de ma thèse, par un criblage double hybride et des expériences de CoIP, nous 

avons pu confirmer cette hypothèse et mettre en évidence un modèle de régulation en nous 

basant sur les domaines d’interaction de p190A avec le domaine PLS. Dans le tableau 5, sont 

résumées les interactions mises en évidence avec le domaine PLS.  

Nous proposons un modèle où la protéine sauvage est présente sous deux formes dans 

la cellule : (1) une forme repliée, auto-inhibée, du PLS masquant le domaine catalytique et (2) 

une forme ouverte, active où une régulation localisée de RhoA est nécessaire (Figure 58). 

Localement, un système d’activation rapide de p190A par la levée de l’auto-inhibition 

permettrait une inhibition de RhoA. La présence des deux formes permettrait d’éviter une 

suractivation de p190A et donc une inactivation incontrôlée de RhoA, induite par la protéine 

en conformation ouverte, qui serait délétère pour la cellule.  

Ce modèle a été complété avec l’analyse des mutations S866F et Δ865-870 qui miment 

la perte du domaine PLS au niveau de la localisation aux lamellipodes et de l’augmentation de 

l’activité GAP. L’interaction entre le PLS muté (S866F ou Δ865-870) et le domaine Cter est 

perdue suggérant l’ouverture du domaine Cter de la protéine, explication de l’augmentation 

de l’activité GAP. En parallèle, un repliement des domaines Nter et PLS a été identifié ce qui 

suggère que le repliement PLS/Cter n’est pas le seul mécanisme de régulation du repliement 

de p190A (Figure 58).  

Figure 58 : Proposition d’un modèle de régulation des protéines p190RhoGAPs. 
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De plus, nous avons mis en évidence une interaction intermoléculaire entre les 

protéines p190A et p190B, par un criblage double hybride et des expériences de CoIP, 

indiquant une interaction entre ces protéines. L’intégration de p190B dans le modèle de 

régulation de p190A est donc une perspective intéressante à investiguer dans le futur.  

Nous avons démontré une interaction intermoléculaire de p190A, par des expériences 

de CoIP et de BRET. Ainsi, nous avons mis en évidence l’interaction de deux protéines p190A 

renforcée par l’introduction de la mutation S866F et impliquant le domaine PLS de ces deux 

protéines (Figure 58).  

Au travers de notre modèle de régulation de p190A, la régulation de l’activité RhoGAP 

par le PLS semble donc agir par le biais d’une interaction intramoléculaire et d’une interaction 

intermoléculaire de p190A.  

 

Comme il a été montré dans la revue (Chapitre 3), l’activité GAP de p190A est régulée 

par des modifications post-traductionnelles et des partenaires protéiques qui pourraient 

intervenir en tant que commutateur conformationnel en favorisant ou en levant l’auto-

inhibition (Héraud et al. 2019). La simple mutation de la sérine 866 suffit à modifier 

l’interaction du PLS/Cter et PLS/Nter donc nous avions émis l’hypothèse d’une régulation de 

la conformation de p190A par la phosphorylation. Une analyse de spectrométrie de masse n’a 

pas montré que la sérine 866 était phosphorylée tandis qu’un traitement à la phosphatase n’a 

pas modifié l’interaction PLS/Cter.  

A l’instar de l’interaction de la protéine ELMO nécessaire à l’activation de DOCK1-5, 

nous avons également recherché parmi les interactants connus de p190A, des partenaires 

protéiques capable de moduler l’interaction PLS/Cter (Liu et al. 2013 ; Chang et al. 2020). 

Notre approche ciblée ne nous a pas permis d’identifier un partenaire protéique de p190A 

capable de moduler cette interaction PLS/Cter. Une approche globale en cours nous apporte 

des pistes à explorer afin de compléter notre modèle de régulation de p190A. Des enzymes à 

activité hydrolase ou oxydoréductases ainsi que des protéines en lien avec le cytosquelette 

d’actine ont été identifiées.  

Il a été montré que l’interaction de la folliculine avec des dimères de la GTPase Rag 

favorisait son recrutement au lysosome (Sancak et al. 2010). De plus, la folliculine est 

impliquée dans le processus d’implantation embryonnaire, processus qui nécessite la 

coordination de GTPases durant les évènements d’apposition, d’adhésion et d’invasion de 
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l’endomètre maternel (Leiva et al. 2021 ; Liang et al. 2021). Étant donné que la folliculine 

interagit avec le PLS sauvage mais que cette interaction n’est pas retrouvée avec le complexe 

PLS/Cter, il serait potentiellement intéressant d’analyser si la folliculine pouvait empêcher 

l’interaction PLS/Cter et favoriser l’ouverture de p190A. 

 

1.3. Structure tridimensionnelle de la protéine 
 

Afin de mieux comprendre ce modèle conformationnel, la résolution de la structure 

tridimensionnelle (3D) de p190A est essentielle. À ce jour, la structure de certains domaines 

(GBD, FF, pG1 et GAP) ont pu être résolues (Bonet et al. 2009 ; Stiegler and Boggon 2017 ; 

Stiegler and Boggon 2018a ; Stiegler and Boggon 2018b). Cependant, ni la structure 3D de la 

protéine entière p190A, ni celle du domaine PLS ou bien celle du domaine Cter2h, le domaine 

minimal identifié comme interagissant avec le PLS, n’ont été résolues.  

En collaboration, nous avions initié ce projet mais la difficulté de purification de la 

protéine (du fait de sa taille importante) rend compliquée la résolution de la structure de 

p190A par cristallographie.  

 

Néanmoins, des chercheurs ont mis au point un logiciel de prédiction de structure 3D 

de protéine, AlphaFold (Jumper et al. 2021). Il s’agit d’un système d’intelligence artificielle qui 

combine notamment les informations de structure issues de bases de données avec les 

alignements de séquence grâce à un algorithme amélioré par des approches d’apprentissage 

(« deep learning »). Ce site de prédiction nous permet de représenter en 3D la structure de la 

protéine p190A humaine sauvage (Figure 59).  

Nous pouvons observer les 3 domaines (Nter, PLS et Cter) séparés par de grandes 

boucles de couleur orange, présentant un score faible de prédiction de séquence. De par leur 

composition en acides aminés, la prédiction des structures secondaires au sein de ces boucles 

n’est pas permise. Au sein du domaine PLS, deux plus petits domaines sont identifiables avec 

les feuillets β, ce sont les domaines pseudoGTPases pG1 et pG2 (Stiegler and Boggon 2017 ; 

Stiegler and Boggon 2018b).  
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Figure 59 : Prédiction de structure en 3 dimensions de p190A sauvage. 
D’après le logiciel AlphaFold. 
 

La prédiction d’une interaction entre les résidus T840 et S866 est identifiée mais 

aucune interaction n’est montrée entre les domaines PLS et Cter. Aucune mutation de la 

tyrosine 840 n’a été mise en évidence dans la littérature. De plus, lors de notre analyse des 

phosphorylations de p190A par spectrométrie de masse, la thréonine 840, tout comme la 

sérine 866 n’ont pas été retrouvées phosphorylées. Néanmoins, nous pouvons observer une 

proximité des domaines PLS et Cter ce qui confirmerait l’interaction intramoléculaire observée 

in vitro.  

La comparaison des structures de la protéine p190A sauvage avec la protéine p190A 

mutée S866F pourrait nous permettre de mieux comprendre le changement de conformation 

de p190A lors de l’introduction de cette mutation ainsi que l’identification d’acide aminé 

important dans le repliement tridimensionnel de la protéine. Ainsi, les modifications 

structurales engendrées par la mutation apporteraient des informations complémentaires au 

modèle de la régulation fonctionnelle de la protéine. 

 

Le modèle de régulation proposé, en combinant une interaction auto-inhibitrice et une 

interaction intermoléculaire, permet d’associer la régulation de la localisation et l’activité GAP 

de p190RhoGAP qui sont indispensables à la régulation fine et contrôlée de RhoA, notamment 

aux lamellipodes et aux invadosomes.  

 

Nter

Cter

PLS



 
 

214 

 

Partie 2 – Étude de p190RhoGAP dans le cancer de 
l’endomètre 
 

Le gène ARHGAP35 est significativement muté dans près de 15% des cancers de 

l’endomètre mais le rôle de p190A dans ce type de tumeurs, tout comme celui de p190B, ne 

sont pas clairement définis (M. S. Lawrence et al. 2014). Alors que nous avons démontré une 

interaction entre p190A et p190B et qu’aucune analyse conjointe de ces protéines n’a été 

réalisée à ce jour, nous avons initié une étude de p190A et p190B dans des lignées issues de 

cancer de l’endomètre ainsi que des échantillons de patientes.  

 

2.1. Analyse de p190RhoGAP in vitro 
 

Tout d’abord, afin de compléter les données disponibles sur le rôle de p190RhoGAPs 

dans le cancer, nous avons analysé l’implication de p190A sur les capacités de prolifération 

des cellules de cancer de l’endomètre, de par la localisation de p190A à l’anneau de cytokinèse 

que nous avons confirmé (Manukyan et al. 2015 ; Manukyan et al. 2018). Étant donné qu’une 

grande majorité des mutations retrouvées pour p190A sont des mutations non-sens suggérant 

une perte de fonction de la protéine, nous avons étudié l’impact d’une perte d’expression, par 

ARN interférent, sur la prolifération des cellules de cancer de l’endomètre (M. S. Lawrence et 

al. 2014). 

L’extinction de p190A dans des lignées de cancers de l’endomètre exprimant une 

forme mutée de p190B (AN3Ca) ou une forme mutée de p190A (HEC-1-A) diminue de façon 

significative la prolifération des cellules cancéreuses. Ces résultats suggèrent donc un rôle 

oncogénique de p190A déjà démontré dans le cancer colorectal, l’adénocarcinome 

pulmonaire ou l’ostéosarcome (L. Li et al. 2016 ; Notsuda et al. 2013 ; Zhao et al. 2014).  

 

Ensuite, nous avons évalué les capacités d’invasion des lignées de cancer de 

l’endomètre, p190A se localisant aux invadosomes (Nakahara et al. 1998 ; Hülsemann et al. 

2021). Aucune des lignées cellulaires testées (mutations d’ARHGAP35 ou d’ARHGAP5) ne 

semble favoriser l’invasion de ces cellules.  
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Les lignées de cancer de l’endomètre ne sont pas de bons modèles d’étude de 

l’invasion cellulaire car les MMPs sont peu exprimées en comparaison avec d’autres cancers 

gynécologiques (Schröpfer et al. 2010).  

Cependant, les lignées étudiées sont uniquement des lignées issues de tumeurs de 

type endométrioïde, de meilleur pronostic. L’étude de cellules provenant de tumeurs de type 

séreux est une perspective intéressante car ces tumeurs sont plus invasives et présentent un 

mauvais pronostic. De plus, la présence de mutations de p190A semble avoir un effet 

protecteur sur la survie de patientes atteintes de cancer de l’endomètre (Figure 35). Ainsi, 

cela expliquerait la quasi absence de dégradation de la MEC observée in vitro.  

 

Une stratégie d’extinction totale de p190A ou de p190B est en cours, par une approche 

de Knock-Out (KO) grâce à la technologie de CRISPR/Cas9. Actuellement, cette stratégie est 

utilisée avec la lignée HEC-1-A, présentant une forme mutée de p190A. Il serait intéressant de 

réaliser cette stratégie avec d’autres lignées cellulaires :  

- MFE280 :  p190A sauvage – p190B sauvage ; 

- KLE : p190A sauvage – p190B mutée (mais mutation silencieuse) ; 

- AN3Ca : p190A sauvage – p190B mutée ; 

- JHUEM2 : p190A mutée – p190B mutée. 

 

L’ajout d’un contrôle de cellules non tumorales d’endomètre serait un contrôle 

nécessaire mais aucune lignée cellulaire d’endomètre sain n’est utilisée dans la littérature, ni 

commercialisée. Nous souhaitons donc, grâce à notre collaboration avec le Dr. Sabrina Croce, 

établir des cultures cellulaires à partir de prélèvements frais de carcinome de l'endomètre 

(pièce d'hystérectomies).  

Lorsque ces modèles cellulaires seront mis en place, nous voulons analyser le rôle de 

p190A, de p190B et de leurs mutations dans les processus biologiques associés au cancer.  
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2.2. Étude de p190RhoGAP dans des échantillons de tumeurs 
  

 Dans le but de corréler les niveaux d’expression en ARN et en protéines de p190A et 

p190B avec le statut mutationnel de ces protéines, nous avons analysé l’expression des 

protéines p190RhoGAPs. 

 

Alors que l’analyse in vitro ne nous permet pas de mettre en évidence de profils 

distincts entre les lignées mutées pour p190A ou les lignées mutées pour p190B, l’analyse des 

échantillons d’endomètre montre des tendances (au niveau protéique) voire des variations 

significatives d’expression (au niveau ARN) de p190RhoGAPs.  

 

L’analyse comparative des échantillons tumoraux et non tumoraux met en évidence 

une diminution significative de la quantité d’ARNm de p190A et de p190B dans les échantillons 

tumoraux en comparaison aux échantillons non tumoraux (Figures 56&57). De manière 

intéressante, nous démontrons une corrélation positive entre les quantités d’ARN et de 

protéines de p190A et de p190B.  

La régulation de l’activité RhoGAP par l’interaction de protéines GAP a déjà été 

identifiée. C’est le cas de p120RasGAP, par exemple, qui en interagissant avec DLC1 inhibe son 

activité GAP tandis qu’une interaction avec p190A favorise son adressage à la membrane 

plasmique et son activation (Jaiswal et al. 2014 ; Bradley et al. 2006).  

Étant donné l’interaction intermoléculaire p190A/p190B démontrée au cours de ma 

thèse, ceci suggère une coopération et une potentielle régulation de p190A par p190B et/ou 

de p190B par p190A. Les hypothèses d’un mécanisme synergique ou d’un mécanisme 

antagoniste régulant les fonctions associées aux protéines p190RhoGAPs. Toutefois, ces 

hypothèses restent à explorer. 

 

Nous pouvons noter une différence entre les profils d’expression en ARN et en 

protéine. La présence de mutations pourrait empêcher le ciblage des microARNs (miARNs) en 

3’UTR en entrainant ainsi une augmentation de l’expression. En effet, en s’appariant à des 

ARNm, les miARNs guident la répression de leur traduction en protéine voire leur dégradation. 

Des miARNs ciblant l’expression des p190RhoGAP  ont été notamment identifiés: miR-20a 

pour p190A, miR-137, miR-744 ou miR-486-5 pour p190B (Qiang et al. 2014 ; Tian et al. 2020 ; 
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Fang et al. 2015 ; J. Wang et al. 2014). Par exemple, l’expression de miR-744 et miR-486-5 a 

été corrélée avec l’expression de p190B et la progression tumorale dans des carcinomes naso-

pharyngés et cancers du poumon, respectivement (Fang et al. 2015 ; J. Wang et al. 2014).  

Par ailleurs, une publication récente a montré la co-existence pour p190A d’un ARN 

circulaire et d’un ARN linéaire dans des cas de carcinome hépatocellulaire (Y. Li et al. 2021). 

En effet, les chercheurs ont identifié la présence de ces deux types d’ARN se traduisaient en 

deux protéines p190A avec des rôles opposés. L’ARN linéaire est traduit en une protéine allant 

exercer son activité GAP de RhoA et ainsi réguler la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses. La protéine traduite à partie de l’ARN circulaire a un rôle oncogénique en liant 

TFII-I, un facteur de transcription qui régule l’expression d’oncogènes activant les processus 

de prolifération, migration et invasion tumorales.  

Afin d’évaluer si l’expression de p190RhoGAP est régulée au niveau transcriptionnel 

ou traductionnel, des analyses de séquençage ARNs des échantillons d’endomètre nous 

permettrait d’étudier la présence d’ARN et/ou de miARNs en comparant les échantillons 

tumoraux aux échantillons non tumoraux.  

 

Néanmoins, l’analyse de l’expression protéique de p190RhoGAPs devra être confirmée 

par de nouveaux Western Blot. Pour cela, l’utilisation d’anticorps ciblant différents épitopes 

de p190A et de p190B sera réalisée en parallèle.  

 

 Toutefois, nous pouvons noter, au niveau de l’expression protéique de p190A, la 

différence entre les échantillons provenant de tumeurs de type endométrioïde en 

comparaison avec les cas de tumeurs de type séreux. En effet, les tumeurs endométrioïdes 

présentent une expression protéique de p190A supérieure à celle des tumeurs séreuses. Ceci 

est cohérent avec les données sur le site TumorPortal. En effet, pour les cas de cancers de 

l’endomètre de type endométrioïde, de nombreuses tumeurs présentent des mutations pour 

le gène ARHGAP35 (Figure 60). Pour les tumeurs de type séreux, une délétion du locus 

chromosomique où est présent le gène ARHGAP35 semble être prédominante (Figure 60). Ce 

locus chromosomique, 19q13.3, est connu pour être délété dans de nombreuses tumeurs 

solides comme le gliome ou des cancers du pancréas, de l’ovaire ou de la thyroïde (Tikoo et 

al. 2000 ; Wolf et al. 2003 ; Zack et al. 2013). De plus, les tumeurs endométrioïdes ont un 
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meilleur pronostic que les tumeurs séreuses donc cela confirme l’hypothèse d’un effet 

protecteur des mutations de p190A. 

 
Figure 60 : La classification histologique des carcinomes de l’endomètre est liée avec la régulation du 
gène d’ARHGAP35. 
Les carcinomes de l’endomètre de type séreux présentent majoritairement une perte du locus 
chromosomique 19q13.3 alors que ceux de type endométrioïde sont plutôt mutés pour ARHGAP35. 
D’après le site TumorPortal. 

 
La classification moléculaire des carcinomes de l’endomètre a mis en évidence un 

groupe de tumeurs, avec un bon pronostic clinique, présentant des mutations de l’ADN 

polymérase POLE (León-Castillo, Gilvazquez, et al. 2020). Ce groupe est caractérisé par la 

présence de très nombreuses mutations, plus de 100 mutations/mégabase. Le séquençage 

des tumeurs pourrait nous indiquer si les mutations du gène ARHGAP35 sont corrélées avec 

celles retrouvées pour POLE. Si c’est le cas, la présence de mutations d’ARHGAP35 serait un 

facteur de meilleur pronostic clinique.  

 

 De ce fait, l’accès aux données cliniques des cas de notre cohorte ainsi que le 

séquençage des gènes ARHGAP35 et ARHGAP5 dans ces tumeurs nous permettrait une 

analyse complète de nos résultats préliminaires. Ensuite, l’analyse de p190A et de p190B dans 

les tissus par IHC nous donnera des informations concernant la localisation de ces protéines 

dans les tissus d’endomètre aussi bien au niveau des différentes cellules qui composent le 

tissu mais aussi au niveau subcellulaire. Enfin, une cohorte de plus grande ampleur est 

indispensable afin de compléter notre étude en intégrant des cas supplémentaires pour les 

différents sous-types de cancer de l’endomètre. 
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En conclusion, ce travail de thèse a permis d’apporter de nouvelles informations 

dans la régulation des protéines p190RhoGAPs grâce à l’étude de mutations retrouvées dans 

les tumeurs.  

Des approches biochimiques ont fourni de nouvelles connaissances fondamentales 

sur la régulation et la conformation des protéines p190RhoGAPs. Ainsi, nous proposons un 

nouveau modèle de régulation de p190RhoGAPs par un changement de conformation 

alliant des interactions intramoléculaire et intermoléculaire. L’étude de mutations 

retrouvées dans les tumeurs de l’endomètre a permis d’enrichir ce modèle. Cela nous 

permet de mieux comprendre l’impact des mutations sur la conformation des protéines, 

leur régulation mais également sur le comportement des cellules tumorales. 

Bien que l’ensemble des mécanismes de régulation de p190RhoGAPs ne soient pas 

élucidés, ce travail de thèse permet d’amener de nouvelles informations concernant 

l’implication des protéines p190RhoGAPs dans le cancer.   
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Annexe 1 : Résultats de l’interactome de p190A (sauvage et mutée S866F)  
 
  Interactants en lien avec le protéasome 

Interactants en lien avec la traduction 

Interactants en lien avec la mitose  
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Annexe 2 : Alignement des séquences protéiques de p190A (humain) et p190B 
(humain) - Uniprot   
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Annexe 3 : Alignement des séquences protéiques de p190A (rat) et p190B 
(humain) - Uniprot  

Domaines PLS de p190A et 
domaine « PLS-like » de p190B

Domaine Cter2h de p190A

Domaine Cter2h de p190B
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Annexe 4 : Alignement des séquences protéines de p190A (humain) et p190A 
(rat) - Uniprot 
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Annexe 5 : Matériels & Méthodes  
 
Culture cellulaire  
 

Les cellules HEK293T et Huh7 ont été cultivées dans un milieu DMEM 4,5g/l de glucose 
(Gibco). Les lignées AN3Ca, HEC-1-B et Ishikawa ont été cultivées dans un milieu MEM (Gibco). 
Les cellules HEC-1-A ont été cultivées dans du milieu Mc Coys (Gibco) et les lignées KLE et 
RL95-2 dans du milieu DMEM : F12 (Gibco). Ces différents milieux de culture cellulaire utilisés 
ont été supplémentés avec 10% de sérum de vœu fœtal. Elles sont cultivées à 37°C dans une 
atmosphère à 5% de CO2 et décollées avec de la trypsine (0,05% trypsine-EDTA, Gibco). Le 
traitement au MG132 a été ajouté au milieu de culture pour une concentration finale de 50 
mM pendant 4h avant analyse. 
 
ARN interférent (siRNA)  

 
Les cellules ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre Cdc42, Cortactine, 

p120RasGAP, p190B, Rac1, RhoA, Rnd3 (Tableau 7) ou un siRNA contrôle (si Ctrl 5’- 
AATTCTCCGAACGTGTCACGT -3’) lors d’un protocole en plusieurs étapes. Le premier jour, 
4.105 cellules par boîte 6 cm ont été ensemencées. Le deuxième jour, un mélange Opti-MEM 
(Gibco), Lipofectamine RNAimax (Fisher Scientific) et siRNA a été ajouté aux cellules (selon le 
protocole du fournisseur). Les cellules sont placées à l’incubateur à 37°C, 5% de CO2. Le 
lendemain, une fois le milieu changé, un nouveau mélange total contenant le siRNA, la 
Lipofectamine et l’Opti-MEM a été ajouté aux cellules et le tout a été incubé, avant utilisation 
des cellules 2 ou 3 jours plus tard (pour les expériences de CoIP ou de prolifération, 
respectivement).  

 
siRNA Séquences 5’ ➝ 3’ Protéine ciblée 

si1 Cdc42 AAGAUAACUCACCACUGUCCA Cdc42 
si1 Cortactine CCCAGAAAGACUAUGUGAAAGGGUU  Cortactine 
si2 Cortactine GGAGAAGCACGAGUCACAGAGAGAU  Cortactine 

si1 p120 GAUGAAGCCACUACCCUAUUU p120RasGAP 
si1 p190A AAGGCAACCUGGGAGAGUAAC p190A 
si2 p190A AACCUCUCCAUCUGCUUCUGG p190A 
si3 p190A GCAGAAGUUGCAUGCCCUUAA p190A 
si4 p190A GAACAGCGAUUUAAAGCAUUU p190A 
si1 p190B AACGUGCAGCUGCAUCUAAAU p190B 
si2 Rac1 AAGGAGAUUGGUGCUGUAAAA Rac1 
si1 RhoA GAAGUCAAGCAUUUCUGUC RhoA 
si1 Rnd3 UAGUAGAGCUCUCCAAUCACA Rnd3 

 

Tableau 7 : Liste des siRNAs utilisés.  
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Génération des plasmides 
 

- Clonage par PCR. 
 Les constructions des domaines identifiés lors du criblage double hybride, de 
l’équivalent du PLS pour p190B ont été générés par PCR, par sous-clonage dans un plasmide 
pKH3 (Addgene). Les plasmides utilisés pour les expériences de BRET ont été sous-clonés dans 
les vecteurs pcDNA3.1(+)YFP-Luciférase ou pcDNA3.1(+)Luciférase-YFP. Les constructions, 
matrices et amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 8.  
 

 
Tableau 8 : Liste des plasmides générés par clonage PCR et les amorces utilisées. 

 
- Réalisation des mutants par mutagenèse dirigée. 

La mutagénèse dirigée a été réalisée à l’aide du kit QuickChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis® (Agilent Technologies), selon les instructions du fournisseur. Les mutants sont 
réalisés à partir du vecteur pKH3-p190A WT (p190A rat) dont la protéine présente 97% 
d’homologie avec la forme humaine (Annexe 5). La mutagenèse dirigée est basée sur la 

Plasmide généré Matrice utilisée Amorces Sens 5’ ➝ 3’ Amorces Anti-sens 5’ ➝ 3’ 
pKH3-p190A-Cter2h pKH3-p190A CGGGATCCCGAGATCTTTCTTACTTAGACC 

 
GGAATTCAGGGTTTGGGCTTTGGTTTCTTG 

pKH3-p190B-PLS pcDNA3.1+/C-(K)DYK - ARHGAP5 GCG GGATCCTTTGTGGTGCTAGAAAAA CGGAATTCAGATGGTAGAAAAACATC 

pKH3-p190B-Cter2h pcDNA3.1+/C-(K)DYK - ARHGAP5 CGGGATCCCGGAGGCCTTCAAAATACAAATAT GGAATTCCTTCTCAGCTGTAACCAGATCCTG 

pcDNA3.1 (+) YFP-
p190A 

pKH3-p190A  GTACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATC 
TATGATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) Luc-
p190A 

pKH3-p190A  GTACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATC 
TATGATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) p190A-
Luc 

pKH3-p190A  GGTACCGAGCTCGGATCCGCCAACCAT 
GATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

GCCTCCACCAGAATTCACCGGTACCAG 
CGTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) p190A-
YFP 

pKH3-p190A GGTACCGAGCTCGGATCCGCCAACCAT 
GATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

GCCTCCACCAGAATTCACCGGTACCAG 
CGTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) YFP-PLS pKH3-p190A  TACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTA 
TGTTTGTTGTACTTGAAGAGGACACCATGGG 

ATCTAGTCTAGACTCGAGCGGTTAG 
GAGTTGAATACCTCCTCAGTGGTGC 

pcDNA3.1 (+) Luc-PLS pKH3-p190A  TACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTA 
TGTTTGTTGTACTTGAAGAGGACACCATGGG 

ATCTAGTCTAGACTCGAGCGGTTAG 
GAGTTGAATACCTCCTCAGTGGTGC 

pcDNA3.1 (+) PLS-Luc pKH3-p190A  TGTCTGGATCCGCCACCATGTTTGT 
TGTACTTGAAGAGACACCATGGG 

CACCAGAATTCACCGGTACGGA 
GTTGAATACCTCCTCAGTGGTGC 

pcDNA3.1 (+) PLS-YFP pKH3-p190A TGTCTGGATCCGCCACCATGTTTGT 
TGTACTTGAAGAGACACCATGGG 

CACCAGAATTCACCGGTACGGA 
GTTGAATACCTCCTCAGTGGTGC 

pcDNA3.1 (+) YFP-
Cter 

pKH3-p190A ACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTA 
TGGATCTTTCTTACTTAGACCAAGGTCATCG 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) Luc-
Cter 

pKH3-p190A ACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTA 
TGGATCTTTCTTACTTAGACCAAGGTCATCG 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) Cter-
Luc 

pKH3-p190A TGTCTGGATCCGCCACCATGGATC 
TTTCTTACTTAGACCAAGGTCATCG 

GCCTCCACCAGAATTCACCGGTACCAG 
CGTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) Cter-
YFP 

pKH3-p190A TGTCTGGATCCGCCACCATGGATC 
TTTCTTACTTAGACCAAGGTCATCG 

GCCTCCACCAGAATTCACCGGTACCAG 
CGTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) YFP-
p190A S866F 

pKH3-p190A S866F GTACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATC 
TATGATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) Luc-
p190A S866F 

pKH3-p190A S866F GTACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATC 
TATGATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

CCCTCTAGAGTCGACCGGTCACAGC 
GTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 

pcDNA3.1 (+) p190A-
Luc S866F 

pKH3-p190A S866F GGTACCGAGCTCGGATCCGCCAACCAT 
GATGATGGCAAGAAAGCAAGATGTCC 

GCCTCCACCAGAATTCACCGGTACCAG 
CGTGTGTTCGGCTTGGAGCTGAGAGG 
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réalisation d’une PCR en utilisant 10 ng de vecteur plasmidique comme matrice. Les 
modifications de bases ont été insérées grâce à l’utilisation de 125 ng d’amorces dont la 
séquence a été modifiée par rapport à la séquence sauvage (Tableau 9).  

La PCR s’effectue de manière classique selon trois étapes : (1) dénaturation de l’ADN 
double brin à 95°C, (2) hybridation des deux amorces qui contiennent la mutation désirée à 
60°C et (3) élongation par l’ADN polymérase High Fidelity PfuUltra à 68°C. Les plasmides 
obtenus (mutés et sauvages) ont été traités avec 1 µL de DpnI à 37°C pendant 1h. Cette 
endonucléase permet de sélectionner les plasmides contenant les mutations désirées.  

Des bactéries ultracompétentes XL10-Gold sont transformées par 2 µL de réaction de 
PCR par choc thermique (30 secondes à 42°C) puis étalées sur milieu LB-agar supplémenté en 
ampicilline (100 µg/mL).  
 

Amorces Séquences 5’ ➝ 3’ Protéine ciblée 

p190A Y1087F-Forward GGATTTGATCCTTCTGACTTCGCAGAGCCCATGGATGCTGTGG p190A 

p190A Y1087F-Reverse CCACAGCATCCATGGGCTCTGCGAAGTCAGAAGGATCAAATCC p190A 

p190A S866F-Forward GCCAAACGTAAGGCCTTCTTGGCAATGTTA CGT p190A 

p190A S866F-Reverse ACGTAACATTGCCAAGAAGGCCTTACGTTTGGC p190A 

p190A Y1105F-Forward GAGGAAGAAAACATATTCTCAGTGCCCCACGAC p190A 

p190A Y1105F-Reverse GTCGTGGGGCACTGAGAATATGTTTTCTTCCTC p190A 

 
Tableau 9 : Liste des amorces utilisés pour introduire des mutations par mutagenèse dirigée. 

 
- Purification plasmidique et digestion enzymatique.  

Les plasmides sauvage et mutés ont été purifiés à l’aide du kit NucleoBond® Xtra Maxi 
EF (Macherey-Nagel), selon les instructions du fournisseur. Les échantillons obtenus ont été 
dosés au lecteur de plaque Victor Nivo® (DO à 260nm). La présence de l’insert est vérifiée par 
digestion enzymatique par les enzymes de restriction EcoRI et BamHI. Le mélange réactionnel 
d’un volume final de 10 µL contient du tampon 10X FastDigest Buffer (Fermentas), 500 ng de 
plasmide, 1 µL d’enzyme EcoRI et BamHI (Fermentas). L’ensemble est incubé 30 minutes à 
37°C. Les produits de digestion sont ensuite séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% 
(m/v). L’ADN plasmidique des différents mutants est séquencé par la plateforme Genewiz 
selon le principe de séquençage Sanger. 
 
 
Transfection plasmidique 
 

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec des plasmides à l’aide de la 
Lipofectamine 2000 (Fisher Scientific). 4.105 ou 2.106 cellules ont été ensemencées en boîte 6 
cm ou 10 cm, respectivement. 24h après ensemencement, un mélange Opti-MEM (Gibco), 
Lipofectamine 2000 et des plasmides a été ajouté aux cellules (selon le protocole du 
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fournisseur. En cas de transfection double ou triple, la concentration en plasmides a été 
ajustée. Les cellules ont ensuite été incubées à 37°C, 5% de CO2 pendant 24h avant leur 
utilisation. Les différents plasmides utilisés sont listés dans le tableau 10. 
 

Protéine Vecteur plasmidique Étiquette Séquence MW (kDa) 
HA-p190A WT pKH3-p190A HA 1-1513 190 
HA-p190A S866F pKH3-p190A S866F HA 1-1513 190 
YFP-p190A WT pcDNA3.1(+)YFP-p190A YFP 1-1513 218 
YFP-p190A S866F pcDNA3.1(+)YFP-p190A S866F YFP 1-1513 218 
HA-p190A ∆PLS pKH3-p190A∆PLS HA 1- 379 & 800-1513 130 
HA-PLS WT pKH3-p190A-PLS HA 380-971 65 
HA-PLS S866F pKH3-p190A-PLS S866F HA 380-971 65 
HA-PLS ∆865-870 pKH3-p190A-PLS ∆865-870 HA 380-971 65 
GFP-PLS WT pEGFPC1-p190A-PLS GFP 380-971 95 
GFP-PLS S866F pEGFPC1-p190A-PLS S866F GFP 380-971 95 
GFP-PLS ∆865-870 pEGFPC1-p190A-PLS ∆865-870 GFP 380-971 95 
HA-Nter pKH3-p190A-Nter HA 1-533 60 
HA-Nter2h pKH3-p190A-Nter2h HA 207-418 23 
HA-GBD pKH3-p190A-GBD HA 1-257 30 
HA-2FF pKH3-p190A-2FF HA 380-531 20 
HA-4FF pKH3-p190A-4FF HA 251-533 30 
HA-Cter pKH3-p190A-Cter HA 1055-1513 50 
HA-Cter2h pKH3-p190A-Cter2h HA 1069-1231 18 
HA-p120BD pKH3-p190A-p120DB HA 1055-1180 15 
HA-GAP pKH3-p190A-GAP HA 1259-1513 30 
HA-Cter Y1087F pKH3-p190A-Cter Y1087F HA 1055-1513 50 
HA-Cter Y1105F pKH3-p190A-Cter Y1105F HA 1055-1513 50 
HA-Cter Y 1105E pKH3-p190A-Cter Y1105E HA 1055-1513 50 
HA-PLS_B pKH3-p190B-PLS HA 378-969 60 
HA-Cter2h_B pKH3-p190B-Cter2h HA 1151-1272 18 
HA-p190A ΔNter pKH3-p190A ΔNter HA 533-1513 130 
HA-p190A ΔNter S866F pKH3-p190A ΔNter S866F HA 533-1513 130 
HA-p190A R977* pKH3-p190A R997* HA 1-997 130 
HA-p190A Y1087F pKH3-p190A Y1087F HA 1-1513 190 
HA-p190A Y1105F pKH3-p190A Y1105F HA 1-1513 190 
HA-p190A Y1087F & Y1105F pKH3-p190A Y1087F & Y1105F HA 1-1513 190 
HA-p190A Y1283F pKH3-p190A Y1283F HA 1-1513 190 

YFP-Cter pcDNA3.1(+)YFP-p190A-Cter YFP 1055-1513 85 
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Tableau 10 : Liste des plasmides utilisés. 
 
Test de dégradation de la matrice 
 

- Préparation des matrices de gélatine. 
Des lamelles de verre ont été incubées sur des gouttes de 20μL de gélatine Oregon 488 

1mg/ml (Invitrogen) pendant 20 minutes. Puis, les lamelles ont été fixées sur de la 
glutaraldéhyde 0,5% (Electron Microscopy Science) pendant 40 minutes. Elles ont enfin été 
lavées 3 fois avec du PBS 1X (Phosphate Buffer Saline, Gibco) puis conservées à 4°C jusqu’à 
utilisation. Les cellules ont ensuite été ensemencées et incubées à 37° pendant 24h avant 
analyse.  

 
- Immunofluorescence. 

Les cellules ont été ensemencées à 4.105 cellules par puits sur des lamelles de matrice 
gélatine fluorescente puis incubées toute la nuit à 37°C. Elles ont ensuite été fixées avec de la 
paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes à température ambiante, puis rincées trois fois au 
PBS 1X. Après fixation, les cellules ont été perméabilisées avec dans une solution de PBS- 
Triton 0,2% pendant 10 minutes à température ambiante avant trois lavages au PBS.  

Des gouttes de PBS 1X (4% BSA) contenant du Hœcsht au 1/10000ème pour marquer 
les noyaux. Les lamelles ont ensuite été rincées trois fois dans du PBS avant d’être montées 
sur les lames à l’aide du milieu de montage Fluoromont-G (SouthernBiotech). Les images ont 
été réalisées au microscope à épifluorescence Zeiss, puis analysées avec le logiciel ImageJ.  
 
Prolifération cellulaire 
 

Les cellules ont été ensemencées à 4 000 cellules par puits dans une plaque 96 puits. 
Les cellules ont été suivies par vidéomicroscopie à l’aide de l’Incucyte® (Essen Bioscience). La 
confluence des cellules et la quantification ont été effectuées en utilisant le logiciel associé à 
l’Incucyte. 
 
 
 

Protéine Vecteur plasmidique Étiquette MW (kDa) 
GFP-G12V Cdc42 pEGFP-C2 V12 Cdc42 GFP 50 
Flag-p190B pcDNA3.1+/C-(K)DYK - ARHGAP5 Flag 190 
mCherry-Cortactine pmCherry-Cortactin mCherry 115 
GFP-L61 Rac1 pCB6-GFP Rac1 L61 GFP 50 
GFP-G14V RhoA pCB6-GFP RhoA V14  GFP 50 
GFP-Rnd3 pEGFP-C1 - Rnd3 GFP 50 
Myc-p120RasGAP pCMV6-RASA1 Myc 120 
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Extraction protéique  
 

Une fois à confluence, les cellules ont été lysées de façon mécanique, sur glace, à l’aide 
d’un grattoir dans un tampon de lyse (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet P40) 
complémenté avec des inhibiteurs de protéases et phosphatases 1X (Halt, Thermo Scientific).  

Pour les extraits de tissu d’endomètre, un tampon RIPA (0,1% SDS, 1% NP40, 150mM 
NaCl, 1% sodium deoxylate, 25mM Tris HCl pH 7,4) complémenté avec des inhibiteurs de 
protéases 1X (Complete Mini EDTA, Roche) et des inhibiteurs de phosphatases 1X 
(PhosphoSTOP, Roche) a été ajouté au broyat et incubé sous agitation pendant 2 heures. 

Le lysat est centrifugé 15 min à 13 000g à 4°C, puis le surnageant contenant les 
protéines a été conservé. Les extraits protéiques obtenus ont été dosés par la méthode Lowry 
à l’aide d’un kit selon les recommandations du fournisseur (kit DCTM Protein Assay, Biorad), 
puis lus au spectrophotomètre à 750nm.  
 
Immunoprécipitation 
 

Un mg de lysat protéique (Huh7) a été incubé avec un anticorps anti-p190A (BD Trans 
Lab, #610149), un anticorps anti-p190B (BD Trans Lab, #611612) ou un anticorps contrôle (IgG) 
pendant la nuit en agitation à 4°C (selon les informations du fournisseur). 

Quarante μl de billes magnétiques (Protéine G, Thermo Fisher) prélablement rincées 
par un tampon RIPA ont été ajoutées. Le mélange lysat-anticorps-billes est incubé à 4°C 
pendant 2h sous agitation. Cinq rinçages ont été effectués avec du tampon RIPA. Les billes ont 
été reprises dans du tampon Laemmli (Biorad)/b-mercaptoethanol (Sigma) à une 
concentration finale de 1X avant d’être dénaturées pendant 10 minutes à 95°C. 
 
Co-immunoprécipitation 
 

De 1 à 2 mg de lysat protéique à partir de HEK293T transfectées ont été incubées avec 
les billes couplées à un anticorps anti-HA (Roche) pendant 30 minutes en agitation à 4°C (selon 
les informations du fournisseur). Trois cycles de centrifugation et rinçages ont été effectués 
avec du tampon de lyse (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet P40). Puis les billes 
ont été reprises dans du tampon Laemmli (Biorad)/β-mercaptoethanol (Sigma) à une 
concentration finale de 1X avant d’être dénaturées pendant 10 minutes à 95°C. 

 
Western Blot 
 

Trente μg de protéines sont repris dans du tampon Laemmli (Biorad)/β-
mercaptoéthanol (Sigma) à une concentration finale de 1X, puis les protéines sont dénaturées 
à 95°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont ensuite déposés dans un gel 10% d’acrylamide 
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(kit Fast Cast, Biorad), dont la migration a été faite à 100V pendant 1h15 dans un tampon de 
migration 1X (Tris Base 6g/l, Glycine 28,8g/l, SDS 0,1%). Les protéines ont ensuite été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose à l’aide du Transblot Turbo de Biorad 
(programme de transfert 10 minutes, 25V, 1,3A).  

La membrane a ensuite été saturée avec du tampon de blocage TBS-T/BSA5% (TBS 1X 
(Euromedex), Tween 1% (Sigma), BSA 5%) pendant 1 heure à température ambiante. Les 
anticorps primaires ont ensuite été incubés (Tableau 11) à 4°C toute la nuit, dilués au 

1/1000
ème dans du TBSTween-5% BSA. Le lendemain, trois rinçages au TBS-T 1X ont été 

réalisés avant l’incubation des anticorps secondaires (IRDye, LI-COR, 1/5000
ème) pendant une 

heure à température ambiante, sous agitation. Trois rinçages ont été effectuées au TBS-T 1X 
avant de révéler les membranes avec le Chemidoc (Biorad).  

 
Anticorps Clone Espèce Fournisseur Référence 

Cdc42 44 Mouse BD Transd. Lab.  610929 
Cortactine Polyclonal Rabbit Cell signaling  #3503 
Cortactine Clone 4F11 Mouse Millipore  05-180 

FLAG  Clone M2 Mouse Sigma  F1804 
FLAG Polyclonal Goat Santa Cruz sc-807G 

GAPDH Polyclonal FL-335 Rabbit Santa Cruz sc-25778 
GAPDH Clone D-6 Mouse Santa Cruz sc-166545 

GFP Polyclonal Rabbit Santa Cruz sc-8334 
HA Clone 12CA5 Mouse Roche 1 583 816 
HA Clone 3F10 Rat Roche  110867 423 001 

mCherry Polyclonal Rabbit Abcam  ab167453 
Myc  Clone 9E10 Mouse Santa Cruz sc-40 
Myc Polyclonal Rabbit Abcam  ab9106 

p190A Clone 30/p190 Mouse BD Transd. Lab.  610149 
p190A Clone D2D6 Mouse Sigma  R3150 
p190B Clone 54 Mouse BD Transd. Lab.  611612 
Rac1 Polyclonal Mouse  BD  #610651 

p120RasGAP Clone B4F8 Mouse Santa Cruz  sc-63 
RhoA Clone 26C4 Mouse Santa Cruz  sc-418 
Rnd3 Clone 4 Mouse Abcam  ab50316 
Rnd3 Clone 4 Mouse Cell signaling #3664 
 

Tableau 11 : Liste des anticorps utilisés. 
 
Spectrométrie de masse  
 
Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec la plateforme Oncoprot (TBM core, 
Bordeaux).  
 

- Préparation des échantillons. 
Des expériences de CoIP ont été réalisées sur les extraits protéiques (dans les 

conditions décrites dans le paragraphe CoIP). Les échantillons ont été dénaturés dans du 
Lamelli pendant 5 minutes à 95°C. La totalité des extraits a été chargée en triplicat sur un gel 



 
 

264 

SDS-PAGE à 10% d'acrylamide. La migration a été arrêtée lorsque les échantillons entraient 
dans le gel de résolution. Les protéines ont ensuite été visualisées par coloration au bleu 
colloïdal. Chaque bande SDS-PAGE a été découpée en morceaux de gel de 1 mm x 1 mm.  

Les morceaux de gel ont été décolorés dans du bicarbonate d'ammonium 25 mM 
(NH4HC03), 50% d'acétonitrile (ACN) et réduits en ACN pendant 10 min. Après élimination de 
l'ACN, les morceaux de gel ont été séchés à température ambiante. Les protéines ont d'abord 
été réduites dans du dithiothréitol 10 mM, NH4HC03 100 mM pendant 30 min à 56°C, puis 
alkylées dans de l'iodoacétamide 100 mM, NH4HC03 100 mM pendant 30 min à température 
ambiante et rétractées dans l’ACN pendant 10 min. Après élimination de l'ACN, les morceaux 
de gel ont été réhydratés avec du NH4HC03 100 mM pendant 10 min à température ambiante. 
Avant la digestion des protéines, les morceaux de gel ont été réduits en ACN pendant 10 min 
et séchés à température ambiante.  

Les protéines ont été digérées en incubant chaque tranche de gel avec 10 ng/μl de 
trypsine (T6567, Sigma-Aldrich) dans 40 mM de NH4HC03, 10% d'ACN, réhydratées à 4°C 
pendant 10 min et finalement incubées pendant une nuit à 37°C. Les peptides résultants ont 
ensuite été extraits du gel par trois étapes : une première incubation dans NH4HC0340 mM, 
ACN 10% pendant 15 min à température ambiante et deux incubations dans ACN 47,5%, acide 
formique 5% pendant 15 min à température ambiante. Les trois extractions collectées ont été 
regroupées avec le surnageant de digestion initiale, séchées dans un SpeedVac et remises en 
suspension avec 25 μl d'acide formique à 0,1% avant l'analyse par nanoLC-MS/MS.  

 
- Analyse nanoLC-MS/MS. 

Les analyses nanoLC-MS/MS ont été réalisées en utilisant un système Nano-UPHLC 
Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific) couplé à un spectromètre de masse Orbitrap Fusion 
Lumos Tribid (Thermo Scientific). Chaque extrait peptidique a été chargé sur une précolonne 
PepMap C18 de 300 μm x 5 mm (Thermo Scientific) à un débit de 10 μl/min. Après 3 minutes 
de dessalage, les peptides ont été séparés sur une colonne EasySpray 50 cm (75 μm, billes C18 
2μm, taille des pores 100 Å, ES803, Thermo Scientific) avec un gradient linéaire de 4-40% de 
solvant B (acide formique à 0,1% dans 80% d'ACN) pendant 55 min. Le débit de séparation a 
été établi à 300 nL/min. Le spectromètre de masse fonctionne en mode ion positif à une 
tension d'aiguille de 2,0 kV.  

Les données ont été acquises à l'aide du logiciel Xcalibur 4.1 dans un mode dépendant 
des données. Les balayages MS (m / z 375-1500) ont été enregistrés à une résolution de R = 

120000 (@ m/z 200) et une cible AGC de 4x105 ions collectés en 50 ms, suivi par un cycle 
rapide de 3 s pour l’acquisition MS/MS. Les ions précurseurs (2 à 7 états de charge) ont été 
isolés dans le quadrupole avec une fenêtre de masse de 1.6 Th et fragmentés en mode HCD 
et une énergie de collision normalisée de 30%.  
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Les données MS/MS ont été acquises avec l’Orbitrap avec une résolution de R = 30000 

(@ m/z 200), une cible AGC de 5x104 ions et un temps maximal d’injection de 100 ms. Les 
précurseurs sélectionnés ont été exclus pendant 60 s.  

 
- Bases de données et analyse des résultats. 

L’algorithme Mascot 2.5, disponible via le logiciel Proteome Discoverer 2.3 (Thermo 
Fisher Scientific Inc.) a été utilisé pour l’identification des protéines en recherchant une base 
de données Homo Sapiens (RP_UP000005640_Homo_Sapiens_190516, 74489 entrées) sur le 
site http://www.uniprot.org/. Deux clivages enzymatiques manquants ont été autorisés. Les 
tolérances de masse de MS et MS/MS ont été établies à 10 ppm et 0,02 Da.  
L’oxidation de la méthionine, l’acétylation de la lysine et la désamidation de l’asparagine et 
de la glutamine ont été recherchées en tant que modifications dynamiques. La carbamido-
méthylation de la cystéine a été recherchée en tant que modification fixe.  

Les données brutes de LC-MS/MS ont été importées sur Proline Studio pour la 
détection, l’alignement et la quantification. L’identification des protéines a été acceptée avec 
au moins 2 peptides spécifiques, FDR <1%. Les protéines ont été normalisées par rapport au 
contrôle, sans interférence de données. Enfin, le filtre d’enrichissement a été fait sur la 
significativité (t-test p<0,05) ainsi que sur la détection des protéines dans les 3 réplicats 
biologiques.  
 
Broyage des tumeurs  
 

Les échantillons d’endomètre congelés sont conservés à -80°C. Les tissus ont été 
broyés manuellement avec un pilon et un mortier refroidis à l’azote liquide. Entre chaque 
échantillon, le matériel a été nettoyé successivement avec du RBS dilué dans de l’eau chaude, 
de l’eau puis de l’éthanol 70%. Le papier aluminium protégeant la paillasse ainsi que les gants 
ont été changés entre chaque échantillon.  

Le broyat a été récupéré dans deux tubes Eppendorf 1,5 ml déposés dans de la 
carboglace. Deux cents μl de tampon RIPA complémentés ont été ajoutés à l’un des tubes 
pour en extraire les protéines. En parallèle, le second tube a été gardé dans la carboglace 
avant d’être utilisé afin d’extraire l’ARN. 

 
Extraction ARN 
 

Les ARNs ont été extraits des échantillons d’endomètre à l’aide du kit NucleoSpin RNA 
(Macherey Nagel). 350 μl de tampon de lyse contenant du β-mercaptoéthanol (10 µl/ml) ont 
été ajoutés au broyat de tissu d’endomètre. Le broyat lysé a été homogénéisé en le passant 
au moins 5 fois dans une aiguille 20G reliée à une seringue stérile. 350 μl d’éthanol 70% est 
ajouté dans le tube et de nouveau le mélange est homogénéisé à la séringue. Le lysat a été 



 
 

266 

transféré sur une colonne puis la colonne a été dessalée. Un mélange de rDNase a été ajoutée 
aux échantillons avant plusieurs cycles de rinçage des colonnes. Les ARNs ont été élués dans 
de l’H2O (RNAse free) et conservés à -20°C. 
 
qRT-PCR 
 

- RT 
Les ARN ont été dosés au lecteur de plaque Victor Nivo® (DO à 260nm) et dilués pour 

avoir 1 μg final d’ARN avec de l’H2O. Un μL d’hexamères (0,5µg/µl) et 1 μL de dNTP (10 mM) 
ont été ajoutés à l’ARN dilué pour obtenir de l’ADNc. Le programme sur le thermocycleur est 
lancé pendant 5 minutes à 70°C puis 12,5 μL de mix RT ont été ajoutés à chaque tube 
comprenant du tampon, un inhibiteur de RNases (Ribolock, Fermentas) et la reverse 
transcriptase (Maxima RT, Fermentas). L’incubation a été réalisée dans un PCR thermocycleur 
puis le programme relancé par 10 minutes à 25°C puis 30 minutes à 50°C et ensuite 5 minutes 
à 85°C.  
 

- qPCR 
Les RT sont dilués au 1/10. Le mix SyBR est préparé par gène d’intérêt avec du SyBR 

green, les amorces (10 μM) et de l’H2O. Dix μL de ce mix sont déposés dans chaque puits. 
Deux μL de cDNA sont ajoutés. Deux contrôles avec de l’H2O (négatif) et les échantillons de 
référence (positif) sont à prévoir. La plaque est centrifugée avant que la PCR ne soit lancée 
dans un thermocycleur CFX96 de Bio-Rad. Une dénaturation de 3 minutes à 95°C est réalisée 
puis l’amplification se fait durant 40 cycles, chaque cycle étant composé de 10 secondes à 
95°C et de 30 secondes à 60°C. L’ensemble des données sont analysées avec un logiciel 
spécifique, Q base + et une quantification relative est réalisée pour chaque gène selon la 
méthode comparative des Ct. Les amorces Sens (Forward) et Anti-sens (Reverse) sont listés 
dans le tableau 12. 

 
Primers Séquences 5’ ➝ 3’  Protéine ciblée 

H21r18S-Forward GTAACCCGTTGAACCCCATT  rRNA18S 
H21r18S-Reverse CCATCCAATCGGTAGTAGCG  rRNA18S 
hP190B-Forward GCTGACTTGAGAATTGTCATGTGC  p190B 
hP190B-Reverse AAGGAAGGGTGAAAGAATAAGATCC  p190B 
hP190A-Forward AGAAAGAGCCGGTTGGTTCAT  p190A 
hP190A-Reverse AACATAGCCAAAGAGGCCTTACG  p190A 

HA-Forward ACCCATACGATGTTCCAGATTACGC  HA 
p190A(début)-Reverse TTTCTCCTTCTCAGTGCCGGACAA  p190A 

 
Tableau 12 : Liste des amorces utilisés lors des expériences de qRT-PCR. 
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BRET 
 

Les cellules HEK293T ont été ensemencées dans des plaques 12 puits 24h avant d’être 
transfectées de façon transitoire avec du polyethylenimine (PEI ; Polysciences, # 23966). Un 
ratio 4 : 1 (PEI/ADN) a été utilisé (Percherancier et al. 2005). Pour les courbes de titration, une 
concentration croissante de constructions YFP (de 0,01 à 2 mg) ont été transfectées avec une 
quantité fixe de constructions Luciférase (0,1 mg). Les cellules ont ensuite été incubées 24h 
avant d’être détachées et resuspendues dans du DMEM sans rouge phénol (Gibco). Les 
cellules ont été ensemencées dans une plaque 96 puits à une densité de 105 cellules par puits 
à fond clair (Greiner Bio One). Après une nouvelle incubation de 24h, les mesures de BRET 
sont réalisées par une lecture sur le lecteur de plaques Tristar2 (Berthold Technologies). 

La cœlenterazine H (5μM ; Nanolight Technology) est ajoutée directement sur les 
cellules avant lecture des signaux de fluorescence et de luminescence par détection aux 
longueurs d’onde de 480 +/- 20 nm et 540 +/- 40 nm pour la luciférase (donneur d’énergie) et 
YFP (accepteur d’énergie), respectivement.  

Le signal de BRET est défini comme le ratio BRET des cellules coexprimant les 
constructions YFP et Luciférase en soustrayant le ratio BRET des cellules n’exprimant qu’une 
constructions Luciférase dans la même expérience (Hamdan et al. 2006).  
 
Analyse statistique 
 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism (GraphPad). Les 
résultats sont représentés avec les moyennes ± écart-type sur au moins 3 expériences 
indépendantes. Les comparaisons entre les groupes ont été analysés par le t-test lorsqu’il y 
avait deux conditions ou par un test ANOVA suivi d’un post-test Bonferroni lorsque le nombre 
de conditions était supérieur à 2. La corrélation entre deux variables a été analysée par le 
calcul du coefficient r de Pearson. La significativité a été acceptée suivant les valeurs 
suivantes : ns, p> 0,05 ; *, p < 0,05 ; **, p < 0,01 ; ***, p < 0,001 et **** p < 0,0001. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 

268 

Annexe 6 :  
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Étude de la régulation de p190RhoGAPs : Implication dans le cancer 
 
Au cours du développement tumoral, les cellules acquièrent des capacités migratoires et invasives leur 
permettant de se disséminer dans l’organisme et de créer des métastases à distance. Les GTPases de 
la famille Rho sont les principaux régulateurs du remodelage du cytosquelette d’actine. Une fine 
régulation spatio-temporelle des GTPases Rho est nécessaire dans la formation et le maintien des 
structures riches en actine impliquées notamment lors de la migration et l’invasion cellulaires. Les 
protéines p190RhoGAP (p190A et p190B) sont les principaux régulateurs négatifs de la GTPase RhoA. 
Les gènes ARHGAP35 et ARHGAP5, codant p190A et p190B respectivement, sont retrouvés mutés dans 
le cancer. L’objectif de ce travail de thèse vise à mieux comprendre le rôle et la régulation des protéines 
p190RhoGAP dans le cancer.  
Tout d’abord, nous avons identifié le domaine nécessaire et suffisant pour la localisation de p190A aux 
invadosomes, structures d’actine impliquées dans l’invasion cellulaire. Nous montrons que ce même 
domaine, nommé PLS, est impliqué dans la régulation de la conformation de p190A. Par l’analyse de 
l’impact de mutations retrouvées dans les tumeurs, nous proposons un modèle de régulation de 
p190RhoGAPs. Ce modèle combine une interaction auto-inhibitrice intramoléculaire et une interaction 
intermoléculaire. Parallèlement, nous avons initié une étude conjointe de p190A et p190B, dans des 
modèles cellulaires et des échantillons de patientes de cancer de l’endomètre, cancer présentant un 
fort taux de mutations des gènes ARHGAP35 et ARHGAP5.  
Ainsi, ce travail de thèse propose un nouveau mécanisme de régulation de p190RhoGAPs. Moduler ce 
mécanisme pourrait être une piste thérapeutique pour contrer l’impact des mutations dans les cellules 
tumorales. 
 
Mots clés : GTPases Rho, Cytosquelette, Mutations, Structure, Endomètre 
 
 
Study of p190RhoGAPs regulation: involvement in cancer 
 
During tumor development, cells acquire migratory and invasive capacities in order to invade 
surrounding tissues and promote metastasis. RhoGTPases are the main regulators of actin 
cytoskeleton remodeling. A tight spatio-temporal regulation of RhoGTPases is required for the 
formation and the maintenance of actin-based structures, especially those regulating cell migration 
and invasion. P190RhoGAP proteins (p190A and p190B) are the major negative regulators of RhoA 
GTPase. ARHGAP35 and ARHGAP5 genes, encoding p190A and p190B respectively, are mutated in 
cancer. My thesis project aims to better understand the role and the regulation of p190RhoGAP in 
cancer. 
First, using a structure/function analysis, we identified the domain necessary and sufficient to localize 
p190A at invadosomes. We revealed that the same domain, named PLS, is required for regulating the 
folding and, thereby, the activity of the protein. Thanks to the study of cancer-associated mutations, 
we propose a new regulatory model for p190RhoGAPs. This model combines both intramolecular auto-
inhibitory interaction and intermolecular interaction. Then, as ARHGAP35 and ARHGAP5 genes are 
mutated in a high percentage of endometrial cancers, we initiated a combined study of p190A and 
p190B, in cellular models and patient samples of endometrial cancer. 
Altogether, this work reveals a new regulatory mechanism of p190RhoGAP. Modulating this 
mechanism could be a therapeutic target to counteract the impact of cancer-associated mutations in 
tumor cells. 
 
Keywords: RhoGTPases, Cytoskeleton, Mutations, Structure, Endometrium 
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