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Régulation négative de RhoB par ses homologues RhoA 
et RhoC via RhoGDIα 

 

Introduction 
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction générale, la famille des 

RhoGTPases se divise en huit sous-groupes. Parmi ceux-ci, on 

distingue la sous-famille Rho comprenant RhoA, son homologue RhoC 

mais également RhoB. Contrairement à RhoA et RhoC, RhoB est une 

protéine dont la demi-vie est courte et qui possède des propriétés anti-

tumorales. En effet, certaines tumeurs présentent une diminution 

d’expression de RhoB tandis que sa surexpression inhibe la migration 

cellulaire, la croissance tumorale et la formation de métastases. Par 

ailleurs, il a été démontré que RhoB fait partie de la réponse 

antitumorale induite par des agents anticancéreux tels que les 

inhibiteurs de la farnésyltransférase. La compréhension des 

mécanismes régulant son expression pourrait ouvrir de nouvelles voies 

de développement de stratégies anticancéreuses.  

 

Résumé des résultats  
 
 Dans le premier chapitre de notre mémoire, nous avons montré que 

l’inhibition spécifique de RhoA ou de RhoC seuls ne modifiait pas 

l’organisation et la distribution de l’actine polymérique dans les 



 

 

 
 
 

 
Figure 14: Réversion de la régulation de RhoB par réexpression de 
RhoA. Les clones inductibles contenant le vecteur vide (PC-
3/TR/control) ou le vecteur permettant l’expression de l’ARNm de 
RhoA muté de façon à le rendre résistant au siRNA (PC-3/TR/mRhoA) 
mais exprimant toujours la protéine sauvage sont transfectés par siScr 
ou siRhoA en présence (+tet) ou en l’absence de tétracycline. Panneau 
supérieur. RT-PCR réalisée avec des oligonucléotides permettant 
uniquement l’amplification de l’ARNm RhoA endogène ou uniquement 
l’amplification de l’ARNm RhoA exogène résistant au siRNA (mRhoA). 
Panneaux inférieurs. Western blot sur des lysats cellulaires totaux et 
quantification de RhoB après normalisation sur base de l’abondance 
de Erk 1,2. 

0

20

40

60

80

100

120

RhoB

RhoA

Erk 1,2

R
ho

B
(A

.U
.)

W
es

te
rn

 b
lo

ts

+t
et

+t
et

+t
et

+t
et

siScr siScrsiRhoA siRhoA

PC-3/TR/control PC-3/TR/mRhoA

RhoA
mRhoA

R
T-

P
C

R

+t
et

+t
et

siScr siRhoA

PC-3/TR/mRhoA

28s*



Résultats : Partie II 

 64 

 
fibroblastes humains. Puisque ces deux RhoGTPases activent un 

effecteur commun (ROCK) qui contrôle la formation des fibres de 

stress d’actomyosine en permettant la phosphorylation de la chaîne 

légère de la myosine, nous avons réalisé une double transfection par 

siRhoA et siRhoC et évalué les fibres de stress par marquage à la 

phalloïdine dans des cellules d’adénocarcinome mammaire (Hs578T). 

Malgré une extinction efficace de l’expression de ces deux 

RhoGTPases et une altération modérée de la morphologie, les fibres de 

stress étaient toujours présentes ce qui suggérait l’existence d’une 

activité de type Rho résiduelle. L’inhibition de RhoA seul et la double 

répression de RhoA et de RhoC induisent effectivement l’apparition 

d’un taux élevé de la protéine RhoB dans les Hs578T. Cette 

surexpression s’est également révélée dans d’autres types cellulaires 

tels que les fibroblastes dermiques primaires, des cellules de mélanome, 

de fibrosarcome et d’adénocarcinome prostatique (PC-3). Ce n’est que 

lorsque les Hs578T sont transfectés simultanément par les siRNAs 

ciblant RhoA, RhoC et RhoB que la disparition totale des fibres de 

stress est observée. Cette observation indique que RhoB induit par 

l’extinction simultanée de RhoA et RhoC joue un rôle actif dans la 

dynamique du cytosquelette. Ceci est corroboré par la mesure de la 

forme active de RhoB par « Pull-down » indiquant que la forme RhoB-

GTP est accrue parallèlement à l’induction de la protéine. La 

réexpression de RhoA à l’aide d’un vecteur inductible exprimant un 

ARNm muté insensible au siRNA a permis la réversion de l’induction 

de RhoB confirmant ainsi l’existence d’un processus de régulation de 

RhoB par RhoA (Figure 14). 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 15 : RhoB est régulé par RhoA-GDP. Les clones PC-3 
inductibles contenant le vecteur permettant l’expression de RhoA 
dominant négatif (PC-3/TR/RhoA N19) sont transfectés par siScr ou 
par siRhoA en présence (+tet) ou en l’absence de tétracycline. Western 
blot utilisant les anticorps anti-RhoA, anti-RhoB et anti-Erk 1,2 sur les 
lysats totaux (a, c, d) ou après pull-down de RhoA-GTP (b).  
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 L’expression inductible de la forme dominante négative de RhoA 

(RhoAN19) empêche l’échange GDP-GTP (Figure 15, a et b, puits 3) et 

démontre que l’absence de la forme GTP n’est pas responsable de 

l’induction de RhoB (Figure 15, c, puits 3) suggérant que c’est la 

suppression de la forme RhoA-GDP qui en est responsable (Figure 15, 

c, puits 4). 

 

 La surexpression de RhoB est liée à un allongement de la demi-vie 

de la protéine. Cette stabilisation induite par l’ablation de RhoA est 

indépendante des voies de synthèse des isoprénoïdes, de ROCK et des 

voies de signalisation de Erk 1,2, p38 MAPK ou PI3K mais elle 

implique en revanche l’inhibiteur de dissociation RhoGDIα. En effet, la 

surexpression de RhoGDIα accroît la demi-vie de RhoB tandis que la 

co-transfection d’un siRhoGDIα avec le siRhoA réduit l’induction de 

RhoB (Figure 16, comparer les puits 3 et 4 aux puits 6 et7). Par ailleurs, 

l’expression d’un mutant de RhoA ne se liant pas à RhoGDIα ne 

permet pas la réversion de l’induction de RhoB suite à l’extinction de 

RhoA.   

 

Conclusions 
Nos résultats suggèrent que l’inhibition de l’expression d’une 

RhoGTPase ne mime pas uniquement les effets de la surexpression 

d’un mutant dominant-négatif mais révèle de nouvelles voies de 

régulation des RhoGTPases. Ceci est dû non seulement à la haute 

spécificité des siRNAs mais également à la déplétion simultanée des 

formes liées au GTP et au GDP ce qui nous a permis de mettre en 

évidence une fonction inattendue de RhoA-GDP. Les mécanismes de 
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Figure 16: L’induction de RhoB est dépendante de RhoGDIα. Les 
HS578T sont transfectées par l’agent de transfection seul (CaP), siScr, 
siRhoA, siRhoA#2, siScr+siRhoGDIα, siRhoA+siRhoGDIα et 
siRhoA#2+siRhoGDIα. Western blot réalisé sur des extraits cellulaires 
totaux utilisant des anticorps anti-RhoB, anti-RhoA, anti-RhoGDIα et 
anti-Erk1,2.  
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régulation croisée ne se limitent probablement pas à la seule sous-

famille Rho et doivent être pris en compte pour l’analyse des résultats 

d’expériences basées sur le ciblage des RhoGTPases par des siRNA 

mais également pour l’élaboration de stratégies à visée thérapeutique. 
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