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Analyse des rôles respectifs de RhoA et RhoC dans le 
phénotype des cellules d’adénocarcinome prostatique 

 

Introduction 
Parmi les protéines du sous-groupe Rho, RhoC a été décrit comme 

marqueur d’invasion et de dissémination métastatique. Dans le même 

ordre d’idée, les résultats exposés dans le premier chapitre montrent 

clairement une implication différente pour RhoA et RhoC au cours de 

la migration de fibroblastes humains. Afin de comparer leurs rôles 

respectifs dans le phénotype des cellules tumorales, nous avons inhibé 

spécifiquement leur expression dans des cellules d’adénocarcinome 

prostatique (PC-3) qui expriment un niveau significatif de chacune 

d’entre elles. Les conséquences de ces inhibitions spécifiques ont été 

évaluées par des analyses transcriptomiques et par détermination des 

propriétés tumorigéniques in vitro et in vivo. 

 

Résumé des résultats 
 
 La suppression de RhoA ou RhoC nous a permis de conclure que 

RhoC contribue significativement à la croissance sans ancrage des PC-

3, alors que RhoA ne semble pas impliqué dans ce processus (Figure 

17). 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 17 : RhoC et non RhoA est impliqué dans la croissance sans 
ancrage des PC-3. Nombre de colonies en agar mou de PC-3 
transfectées par les différents siRNA exprimé en pourcentage par 
rapport au sictrRhoC considéré comme 100%. Les différences 
significatives sont montrées par comparaison avec le contrôle 
sictrRhoC par le test statistique « ANOVA one way » suivie par un test 
de Tuckey-Kramer *** : p<0.001. 
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 L’analyse de l’expression génique des cellules PC-3 par microarray 

montre que la répression de RhoC, mais non de RhoA, induit la 

surexpression d’un groupe de gènes codant pour des protéines décrites 

comme suppresseurs de tumeurs tels que NAG-1 (Non steroidal anti-

inflammatory drug activated gene-1), p21Cip1 et p8 (Figure 18). RhoC 

réprime également l’expression de gènes codant pour des protéines 

impliquées dans les cascades de signalisation induites par le stress au 

niveau du réticulum endoplasmique cellulaire et susceptibles d’induire 

l’apoptose. Il s’agit de GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage 

inducible transcription factor 153), GADD34 (Growth Arrest and DNA 

Damage inducible transcription factor 34), ATF-3 (Activating 

transcription factor-3), TRIB3 (Tribbles Homolog 3), HERPUD1 

(Homocysteine-inducible, Endoplasmic Reticulum stress-inducible, 

Ubiquitin-like Domain member 1) et CTH (Cystathionase). La 

réduction de l’expression de protéines matricellulaires contribuant à la 

tumorigenèse comme SPARC (Secreted protein acidic and rich in 

cysteine ou ostéonectine) (Chen et al. 2007) a été aussi observée par 

inhibition de RhoC. Ces modulations ont été confirmées par RT-PCR 

en temps réel et/ou Western blot. Des données de la littérature 

permettent d’établir des relations entre les produits de certains de ces 

gènes dans divers modèles de carcinomes, dont l’adénocarcinome 

prostatique (Jiang et al. 2006; Niknejad et al. 2007; Papineni et al. 

2008). Parmi les facteurs différentiellement régulés par RhoA et RhoC, 

NAG-1 joue un rôle central. En effet, sa répression par co-transfection 

d’un siNAG-1 avec un siRhoC réverse la plupart des régulations de 

gènes observées après l’extinction de RhoC (Figure 18). 

 



 

 

  
 
Figure 18 : L’induction de p21Cip1, p8, CTH, TRIB3, HERPUD1, 
GADD153 et GADD34 dans les PC-3 invalidées pour RhoC est 
dépendante de NAG-1. En effet, les surexpressions observées après 
transfection avec le seul siRhoC sont abolies lors d’une double 
transfection siRhoC+siNAG-1. PCR en temps réel réalisées à partir 
d’ARN totaux extraits des PC-3 transfectés par sictrRhoC, siRhoC, 
siRhoC+siNAG-1. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires 
(a.u.). Les différences significatives sont montrées par comparaison 
avec sictrRhoC et avec siRhoC+siNAG-1 en utilisant le test statistique 
« ANOVA one way » suivie par un test de Tukey-Kramer * : p<0.05; 
**: p<0.01; ***: p<0.001. 
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L’inhibition de NAG-1 restaure également les capacités de croissance 

en agar mou de cellules PC-3 transfectées par siRhoC. Enfin, le rôle de 

NAG-1 dans le contrôle de la croissance tumorale in vivo par RhoC a 

été confirmée en comparant le développement de tumeurs PC-3 

injectées in situ chez la souris par siRhoC seul ou siRhoC+siNAG-1 

(Figure 19).  

L’analyse des voies de signalisation potentiellement impliquées dans la 

régulation de NAG-1 par RhoC montre qu’elle dépend de GSK3β et de 

p38 MAPK mais n’implique pas Erk 1,2. 

  

Conclusions  
Nos résultats indiquent que la RhoGTPase RhoC, contrairement à 

RhoA, joue un rôle promoteur dans la  tumorigenèse des cellules 

d’adénocarcinome prostatique in vitro et in vivo. L’exploration des 

mécanismes de régulation de ce processus par une analyse 

transcriptomique a mis en évidence l’implication du suppresseur de 

tumeurs NAG-1 dont l’expression est réprimée par RhoC par 

l’intermédiaire de la voie p38 MAPK et GSK3β. Dans notre modèle, 

NAG-1 régule positivement d’autres suppresseurs de tumeurs tels que 

p8 et p21Cip1 et module négativement l’expression de protéines 

contribuant à l’invasion tumorale telles que SPARC. 



 

 

 
Figure 19 : RhoC est impliqué dans la croissance tumorale in vivo 
par un mécanisme dépendant de NAG-1. Les PC-3 sont injectées en 
sous-cutané dans le flanc de souris athymiques. Après formation des 
tumeurs (j20), celles-ci sont injectées par sictrRhoC, siRhoC ou 
siRhoC+siNAG-1 associés à de l’atelocollagène à j21, j33 et j45. A. 
Évolution du volume des tumeurs. Les différences significatives sont 
montrées en utilisant le test statistique « ANOVA one way » suivie par 
un test de Tukey-Kramer * : p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. En 
vert, comparaison avec sictrRhoC. En rouge, comparaison avec 
siRhoC+siNAG-1. B. Après le sacrifice des animaux, les tumeurs sont 
excisées et pesées. Les différences significatives sont montrées en 
utilisant le test statistique « ANOVA one way » suivie par un test de 
Tukey-Kramer * : p<0.05; **: p<0.01. 
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Ho_Supplementary Figure S2

The double silencing RhoA+RhoC was as efficient as the single silencing of 
RhoC in inhibiting the anchorage-independent growth properties of PC-3 
cells. PC-3 cells were transfected by 20 nM of sictrRhoA, siRhoA, sictrRhoC, 
siRhoC,  20 nM sictrRhoA + 20 nM sictrRhoC (sictrRhoA+C) or 20 nM siRhoA + 20 
nM siRhoC (siRhoA+C) . 24 hours post-transfection, cells were plated in soft agar 
as described in material and methods. After three weeks of culture, colonies were 
counted in the whole dishes. Results are reported on the sictrRhoC condition and 
are the mean± sem of triplicate experiments. Two independent experiments were 
performed with similar results. n.s.: not significant  *** p< 0.001 ANOVA followed by 
Tukey-Kramer analysis.

***
***

n.s.
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Ho_Supplementary Figure S3

The up-regulation of NAG-1 and p21Cip1 protein level following RhoC-silencing 
were confirmed with a second siRNA targeting RhoC (siRhoC#2).
PC-3 cells were transfected by 20nM of two different siRNAs targeting RhoA (siRhoA and 
siRhoA#2), by 20nM of two different siRNAs targeting RhoC (siRhoC and siRhoC#2) and 
by an irrelevant siRNA as control (siScr). 48 hours post transfection, cells were lysed and 
analyzed by immunoblotting using specific antibodies to NAG-1, p21Cip1and Erk 1,2. 
Representative blots of three independent experiments are shown.
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Regulation of NAG-1 expression. (A) NAG-1 up-regulation following RhoC silencing with 
the 2nd siRNA targeting RhoC is also dependent on GSK-3β. Representative Western blot 
analysis with specific antibodies to NAG-1, GSK3β, RhoC and Erk1/2 of lysates of PC-3 
harvested 48h after transfection with 20 nM of the mentioned siRNA. (B) p38 MAPK, but 
not Erk1/2, regulated the expression of NAG-1. Representative Western blot analysis with 
specific antibodies to NAG-1, RhoC and Erk1/2 of lysates of PC-3 harvested 48h after 
transfection with 20nM of the mentioned siRNA. To inhibit Erk1/2, cells were cultured with 2 
or 10 µM of the MEK inhibitor U0126. To inhibit p38MAPK, cells were treated with 5 or 20 
µM of SB203580.
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