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Validation des siRNAs comme outils biologiques 
performants : évaluation du rôle des RhoGTPases dans 
les propriétés contractiles et migratoires des fibroblastes 
humains en relation avec l’organisation du cytosquelette. 

 

Introduction 
 
In vivo, les cellules interagissent avec leur matrice extracellulaire 

environnante constituée par un réseau tridimensionnel de protéines 

fibrillaires organisé au sein d’un gel hydraté de protéoglycans et de 

glycoprotéines. Les cellules adhèrent à cette matrice extracellulaire par 

l’intermédiaire de récepteurs transmembranaires dont les plus 

représentés font partie de la famille des intégrines. Suite à leur 

activation par leur liaison à des séquences consensus des protéines 

matricielles, les intégrines recrutent au niveau de leur domaine 

cytoplasmique des protéines structurales et de signalisation formant les 

adhésions focales. Ces structures permettent l’établissement d’un lien 

physique entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine. Ce 

couplage, indispensable à la transmission des forces mécaniques issues 

de la matrice (« outside-in ») ou générées par le cytosquelette (« inside-

out »), est requis pour de nombreuses fonctions cellulaires telles que la 

migration, la contraction ou l’assemblage et le remodelage des 

protéines matricielles. Les protéines de la famille des RhoGTPases sont 

des protéines de signalisation relayant des signaux extracellulaires,



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 12 : Modulation de la distribution d’actine et de vinculine par 
l’extinction de l’expression des RhoGTPases dans des fibroblastes humains 
de derme. Analyse par Western blot des fractions insolubles et solubles dans 
le détergent non-ionique NP-40. Les différences significatives sont montrées 
par comparaison avec le contrôle siScr en utilisant le test statistique 
« ANOVA one way » suivie par un test de Tuckey-Kramer ** p ‹ 0.01, *** p ‹ 
0.001. 
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 chimiques et mécaniques, largement impliquées dans la dynamique du 

cytosquelette et le contrôle de nombreux processus cellulaires associés.  

A l’aide de siRNA spécifiques, nous avons évalué le rôle individuel de 

quatre membres apparentés de la famille des RhoGTPases RhoA, 

RhoC, Rac1 et Cdc42 dans les propriétés contractiles et migratoires des 

fibroblastes humains. Des doubles transfections ont permis en outre 

d’inhiber simultanément des couples de RhoGTPases.  

Résumé des résultats 
 
 La répression de l’expression de RhoA, RhoC, Rac1 et Cdc42 par 

transfection de siRNAs s’est révélée spécifique et efficace durant 5 à 7 

jours pour au moins deux siRNAs différents ciblant deux séquences 

distinctes de l’ARNm de chacune des RhoGTPases étudiées. Nous 

avons noté d’emblée que l’inhibition de RhoC induit une surexpression 

de RhoA.  

 

 Les changements de morphologie détectables par microscopie en 

contraste de phase des fibroblastes humains transfectés par les 

différents siRNA sont liés à des modifications de la distribution de 

l’actine polymérique (fibres de stress et corticale) et de la vinculine 

associée aux adhésions focales, comme le montre un marquage par la 

phalloïdine et un anti-vinculine réalisé trois jours après transfection. 

L’inhibition de l’expression de Rac1 et Cdc42 semble induire une 

réduction de la quantité d’actine fibrillaire et de la vinculine associée 

aux adhésions focales. Ces résultats morphologiques ont été quantifiés 

par Western blotting réalisés sur des échantillons obtenus par une 

extraction détersive différentielle permettant de séparer les protéines 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 13 : Rôle des RhoGTPases dans la migration des fibroblastes 
humains. Index de migration des WI-26 EGFP transfectées par différents 
siRNA déterminé 24h après réalisation de la plaie. Les différences 
significatives sont montrées par comparaison avec le contrôle siScr en 
utilisant le test statistique « ANOVA one way » suivie par un test de Tuckey-
Kramer ** p ‹ 0.01, *** p ‹ 0.001. 
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associées au cytosquelette des protéines devenant libres dans le 

cytoplasme (Figure 12). Ces analyses montrent que l’inhibition de 

l’expression de Rac1 ou de Cdc42 induit effectivement une réduction 

de la proportion d’actine polymérique insoluble dans le détergent. Par 

ailleurs, la répression de RhoC, Rac1 et Cdc42 conduit à une 

diminution significative du niveau de vinculine associée aux adhésions 

focales.  

 

 La contribution des RhoGTPases dans les propriétés contractiles 

des fibroblastes a été étudiée dans le modèle des gels flottants de 

collagène. Dans ces conditions expérimentales, les fibroblastes exercent 

des forces de traction et compactent les fibres de collagène menant à 

une réduction progressive du diamètre et du volume de ces gels.  

Les fonctions migratoires des fibroblastes ont été étudiées en réalisant 

des stries décellularisées (« wound assay ») in vitro et en analysant le 

recouvrement de ces zones après 24h. La transfection par siRac1 ou 

siCdc42 entraîne une réduction des capacités contractiles et migratoires 

des fibroblastes. Leur inhibition simultanée par une double transfection 

siRac1+siCdc42 induit un effet inhibiteur plus marqué de type additif 

(Figure 13). 

 

 Nos résultats montrent également que RhoA n’est requis ni pour les 

fonctions contractiles ni pour les fonctions migratoires des fibroblastes. 

En revanche, si RhoC n’intervient pas dans les capacités contractiles 

des fibroblastes, il contribue par contre à leur migration (Figure 13). 

L’implication d’un processus de compensation entre RhoA et RhoC 

dans nos expériences a été écartée en réalisant des expériences de 
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double transfection siRhoA+siRhoC. Celles-ci ont donné des résultats 

équivalents à la simple transfection avec siRhoC. 

 

Conclusions  
Ces résultats suggèrent que Rac1 et Cdc42 participent à la formation de 

l’actine polymérique et des complexes d’adhésion. Ils indiquent 

également que, contrairement aux résultats publiés dans la littérature 

mais obtenus avec des outils moins spécifiques, RhoC mais non RhoA 

joue un rôle dans la formation des adhésions focales.  

L’extinction de l’expression de Rac1 et Cdc42 induit une inhibition de 

la migration et des propriétés contractiles des fibroblastes. RhoC ne 

participe pas aux fonctions contractiles mais module leur migration 

tandis que RhoA n’est à nouveau pas impliqué. 

Les modifications engendrées, notamment au niveau de l’organisation 

du cytosquelette et des fonctions cellulaires qui en dépendent, par les 

siRNA ciblant les RhoGTPases des trois classes principales de cette 

famille supportent l’efficacité et la spécificité de ces outils biologiques 

et valident leur utilisation dans la suite de nos travaux. 
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