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Les protéines Rho:
leur réle

dans les neurones

Céline Ménager, Kozo Kaibuchi

> La fonction essentielle d’un neurone est de rece-
voir, conduire, transmettre et intégrer les influx
nerveux. Dans ce but, la majorité des neurones va
développer plusieurs dendrites et un unique axone,
prolongements qui différent par leur structure
moléculaire et par leur rdle: les premiéres regoi-
vent I'information, alors que le second la propage.
La polarisation structurale et fonctionnelle com-
mence peu apres le début de croissance des neu-
rites. Les mécanismes responsables de la mise en
place de la polarité neuronale sont dans I'en-
semble encore inconnus. Cependant, les membres
de la famille des petites GTPases Rho ont récem-
ment été impliqués dans la régulation de la mor-
phologie neuronale, dont le développement de la
polarité neuronale, la croissance et le guidage
axonal, I’élaboration de I'arbre dendritique, la
plasticité synaptique... De plus, les protéines Rho
paraissent impliquées, directement ou indirecte-
ment, dans certaines maladies neurologiques
telles que le retard mental lié a I’X et les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson. Ces observations sug-
geérent I'importance de ces protéines dans le déve-
loppement, le maintien et le fonctionnement du
systéme nerveux. <

’établissement de la polarité neuronale (Figure 1), qui
se traduit par la formation de prolongements différen-
ciés, est lié a des modifications du cytosquelette
constitué d’actine, de microtubules et de filaments
intermédiaires. Dans le neurone, la colchicine, inhibi-
teur de la polymérisation des microtubules, empéche
I’élongation de I"axone et des dendrites, alors que la
cytochalasine D, agent dépolymérisant I’actine, sup-
prime la motilité du cone de croissance et entraine une
élongation des neurites. Ces résultats montrent I'impor-
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bules et des réarrangements rapides des filaments d’ac-
tine intervenant au niveau des filopodes et des lamelli-
podes des cones de croissance.

La motilité du cone de croissance est également essen-
tielle. €n effet, pour étre fonctionnel, un neurone doit
établir des connexions avec des cellules cibles parfois
tres éloignées. Le cone de croissance, soumis a diffé-
rents phénoménes d’attraction/répulsion (attraction de
contact et chimio-attraction, répulsion de contact et
chimiorépulsion [1-3]), pilote vers sa cible le neurite en
extension, en alternant élongation et rétraction des
filopodes et des lamellipodes.

Des études réalisées in vitro sur des cellules fibroblas-
tiques animales ont mis en évidence le role des protéines
Rho dans la réorganisation du cytosquelette d’actine,
notamment au cours de la formation de structures tran-
sitoires observées dans les processus d’adhérence et de
migration cellulaire [4, 5]. Plus récemment, des études
menées in vivo et in vitro sur des neurones ont suggéré
I'importance des protéines Rho dans la régulation de la
croissance des neurites.



Les protéines Rho

Les protéines Rho appartiennent a la superfamille des
petites GTPases Ras; les plus connues sont RhoA, Racl
et Cdc4?2. De mode d’action identique aux protéines Ras,
les protéines Rho existent sous deux formes distinctes,
I"'une active se liant au GTP et I’autre inactive se liant au
GDP. Le changement de configuration est réglé, d’une
part, par des protéines RhoGEF (guanine nucleotide
exchange factor), qui sont des facteurs d’échange favo-
risant la dissociation du GDP et la liaison du GTP aux
protéines Rho et, d’autre part, par des protéines GDI
(GDP dissociation inhibitor) et RhoGAP (GTPases activa-
ting protein) qui favorisent le retour des protéines Rho a
leur état inactif.

Les différentes protéines Rho impliquées dans la réorga-
nisation du cytosquelette d’actine ont largement été
étudiées dans les fibroblastes: Cdc42 et Racl jouent
respectivement un r6le dans la formation des filopodes
et des lamellipodes, tandis que RhoA intervient essen-
tiellement dans la formation des fibres de tension et des
plaques d’adhérence [4, 5] (0).

Les protéines Rho au niveau
du cone de croissance

Différents signaux extracellulaires agissent sur I'activa-
tion des protéines Rho. Les signaux attractifs activent
Racl et Cdc4?2, avec pour conséquence une formation
des filopodes et des lamellipodes, tandis que les signaux
répulsifs, en activant RhoA, entrainent la rétraction de
ces structures et vraisemblablement le collapsus

(rétraction subite, avec perte de motilité) du céne de (7)) s
croissance (Figure 2). 2001, n° 8-9,
p- 878

In vivo, chez la drosophile, Caenorhabditis elegans ou
bien encore chez la souris, I'expression des formes
constitutivement actives ou dominantes négatives des
protéines Racl et Cdc42 provoque des défauts du gui-
dage axonal. De plus, il a récemment été montré que
I’éphrine A5, un chimiorépulsif, entraine le collapsus du
cone de croissance via son activation de RhoA et son
inhibition de Rac [6]. Cette observation renforce I’hy-
pothese selon laquelle un signal répulsif extracellulaire
que Ion sait impliqué dans le guidage axonal module
directement I’activité des protéines Rho.

Au niveau de I’axone et des dendrites

L’effet des protéines Rho sur la croissance axonale
dépend de leur nature: Cdc4?2 et Racl induisent la crois-
sance des neurites, alors que RhoA I’inhibe. In vivo, chez
la drosophile [7] et chez la souris [8], Racl est requise
pour la croissance axonale, tandis que Cdc4? intervient
au niveau de la migration neuronale et de la croissance
des axones et des dendrites. Les formes dominantes
négatives et constitutivement actives de Racl induisent
d’une fagon similaire une anomalie de croissance de
I’axone durant son développement. L'une des explica-
tions possibles est que la forme GTP-Rac favorise la polymérisation de
I’actine, comme le fait la forme constitutivement active, alors que
GDP-Racl, a qui correspond la forme dominante négative, favorise
directement ou indirectement la dépolymérisation de I’actine. Puisque
la croissance d’un axone nécessite une alternance entre polymérisation
et dépolymérisation, en bloquant ce cycle par I’'une ou I’autre forme de
Racl, la croissance axonale se trouverait bloquée. Des
études réalisées in vivo sur des cellules de Purkinje de

Dendrites
Neurites / \
/
Lamellipodes
filopodes
Cone

de croissance

Figure 1. Etablissement de la polarité neuronale in vitro. Dans les neurones en
culture, immédiatement aprés I"attachement au substrat, on observe la forma-
tion de lamellipodes puis "apparition des prolongements non différenciés, les
neurites. L'un de ces neurites, le futur axone, va croitre plus rapidement: le

neurone acquiert sa polarité. Le développement des dendrites et de I’axone se

poursuit alors jusqu’a la maturité.
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souris montrent que I'expression de la forme active de
Racl induit un déficit des terminaisons pré-synap-
tiques, mais que 'arbre dendritique présente une taille
normale et de nombreux embranchements [8]. Leffet
des GTPases semble donc différer selon le type de com-
partiment neuronal. Les formes activées de Rac et de
Cdc42 régleraient I’actine et favoriseraient la formation
de filopodes et de lamellipodes dans le cone de crois-
Axone sance du futur axone, facilitant ainsi la croissance du
neurite. Dans les autres cdnes de croissance du méme
neurone, Rac et Cdc 42 resteraient dans un état inactif
(liées au GDP), alors qu’il y aurait une concentration
relativement forte en Rho activée (liée au GTP) qui inhi-
berait I’élongation des neurites. Il faut également noter
que Racl est susceptible, dans certaines conditions,
d’induire le collapsus des cénes de croissance [9, 10].
€n utilisant des molécules comme la collapsine-1 ou la
sémaphorine-3, connues pour inhiber la croissance axo-
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(0) mrs nale en induisant le collapsus des cones de croissance,
2001, n° 12, Jin et al. ont montré, dans les neurites de DRG (dorsal
p- 1316 root ganglia) de poussins, que RhoA et Racl modulaient

la croissance des neurites et que I'activation de Racl
était I'une des clés de la cascade d’événements condui-
sant au collapsus [9]. €n effet, le collapsus du cone de
croissance induit par la sémaphorine-3 est bloqué par
I’expression de la forme inactive de Racl [9], et plus
précisément par les acides aminés 17-32 de Racl [10].
Uexpression de la forme dominante négative de RhoA et
I'agjout de la toxine botulinique C3, inhibiteur de RhoA, induisent la
croissance de neurites, voire la régénération de I’axone dans les neu-
rones du systéme nerveux central. C’est le cas chez le rat: 2 semaines
apres lésion du nerf optique et traitement avec C3, de nombreux axones
sont régénérés et traversent le site de Iésion [11]. Inversement, I'acti-
vation de RhoA par I'acide lysophosphatidique ou la thrombine pro-
voque le collapsus des cones de croissance et la rétrac-

pement & croftre le long de neurites préexistants). Dans
les neuroblastes, la surexpression de p190 RhoGAP induit,
quant a elle, la croissance des neurites, d’une fagon qui
dépend de la présence de laminine, protéine de la matrice
extracellulaire. Le facteur p190 RhoGAP pourrait étre un
régulateur clé de RhoA, en réponse a 'adhérence des neu-
rones a la matrice extracellulaire.

Protéines Rho et effecteurs:
effet sur le cytosquelette d’actine

Les voies de signalisation par lesquelles les GTPases Rho
exercent une régulation sur le cytosquelette d’actine
ont été largement étudiées [15]. L'un des effecteurs de
Cdc42, N-WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein),
essentiel pour la formation des filopodes induite par

tion des neurites.

Le role de RhoA, Racl et Cdc42 dans I’élaboration de
Parbre dendritique a été étudié dans différents sys-
téemes, in vivo comme in vitro. Méme si les résultats
obtenus sont parfois différents d’une étude a Iautre, ils
suggerent toutefois que Racl et Cdc42 favorisent la
croissance des dendrites, alors que RhoA I'inhibe. De
plus, Racl intervient au niveau du développement des
épines dendritiques [8] et contribue a la plasticité neu-
ronale en favorisant le remodelage dendritique, alors
que RhoA "inhibe.

Effet des activateurs et des inhibiteurs de Rho

Parmi les protéines RhoGEF, activatrices des protéines
Rho, la plus étudiée dans le contexte du guidage axonal
est certainement la protéine Trio (0). Les résultats
d’études menées chez la drosophile et chez C. elegans
suggerent que Trio regle la croissance et le guidage axonal
en activant Racl via son domaine GEF1 et limite le déve-
loppement des dendrites en activant Rho via son domaine
GEF2 [12]. Une autre protéine GEF, Tiaml (T-lymphoma

Chimio-attraction
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|

K‘X
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|
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vV Vv v
[ S

Filopodes Collapsus
du cone
de croissance

invasion and metastasis inducing protein 1), activatrice
de Racl, a récemment été impliquée dans la formation et
la polarisation de I'axone. La surexpression de cette pro-
téine conduit a I'apparition de plusieurs neurites ressem-
blant a des axones, tandis que sa suppression entraine
une inhibition de la formation de "axone [13].

Quelques études ont montré le rdle spécifique des pro-
téines de régulation RhoGAP dans le contrdle de la crois-
sance axonale. Brouns et al. [14] ont ainsi étudié I'effet
de p190 RhoGAP (Rho family GTPase-activating protein),
régulatrice de RhoA: les souris déficientes pour ce facteur
présentent des défauts au niveau du guidage axonal et de
la fasciculation (tendance qu’ont les neurites en dévelop-
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Figure 2. Voies de signalisation faisant intervenir les GTPases Rho dans la régulation
de la mobilité du cone de croissance. Cdc4? et Racl sont sous le contrdle de signaux
extracellulaires attractifs, tandis que RhoA est sous le controle de signaux répulsifs.
’association de ligands extracellulaires et de leurs récepteurs entraine, via les pro-
téines de régulation GEF (guanine nucleotide exchange factor) ou GAP (GTPase-
activating protein), 'activation ou I'inhibition des protéines Rho. Lactivation de
RhoA permet celle de la protéine Rho-kinase, provoquant le collapsus du cone de
croissance qui peut éventuellement aboutir au phénomene d’évitement observé en
présence d’agents chimiorépulsifs. A Iinverse, I'activation de Cdc42 et de Racl via
celle de N-WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) et PAK (serine-threonine
kinase p21-activated kinase) induit la formation de filopodes et de lamellipodes
qui vont autoriser la croissance axonale et le phénomene d’attraction en réponse a

un signal attractif.



Cdc42 dans les fibroblastes, est particulierement pré-
sent dans le systeme nerveux. N-WASP se lie au com-
plexe Arp 2/3 (actin-related protein 2/3), stimulateur
de la nucléation des filaments d’actine (0).

Une autre voie de signalisation associant Racl et
Cdc42 a la réorganisation de I'actine implique leur
effecteur commun, la protéine PAK (serine-threonine
kinase p21-activated kinase), dont 'activation s’ef-
fectue par I'intermédiaire de la liaison des formes GTP
de Cdc4? ou Racl & son domaine CRIB (Cdc42/Rac-
interactive binding). Dans les neuroblastes, I"expres-
sion de la protéine PAKS5, spécifique du cerveau,
induit des prolongements semblables aux neurites,
alors que I’expression de sa forme dominante néga-
tive inhibe leur croissance [16]. Dans les photorécep-
teurs de drosophile, des mutations entranant une
perte de fonction de PAKL provoquent des défauts
dans le guidage axonal [17, 18]. PAK posséde plu-
sieurs cibles, dont la LIM kinase (Lim-11, Is(-1, Mec-3
domains kinase) et la MLCK (myosin light chain
kinase). La LIM kinase activée par PAK inhibe la cofi-
line par phosphorylation, réduisant ainsi le recyclage
des filaments d’actine. Une inhibition globale de la
cofiline aboutirait probablement a réduire la moti-
lité, mais une inhibition locale peut étre le moyen de
redistribuer I’actine du cone de croissance. PAK agit
également sur la MLCK en I’inhibant, ce qui résulte en
une diminution de la phosphorylation de la chaine
légere de myosine et, par conséquent, en une diminu-
tion de la contractilité de I’actomyosine. Sachant que
la phosphorylation de la myosine induit la rétraction
des neurites [19], PAK, via son effet inhibiteur sur la
MLCK, est susceptible d’agir en inhibant la rétraction
des neurites.

La rétraction des neurites induite par RhoA pourrait
étre liée a une contraction du systeme cortical d’acto-
myosine. €n accord avec cette hypothese, I'action de
RhoA sur la Rho-kinase permet I’activation de la myo-
sine Il, ce qui induit la rétraction des neurites [19]. Un
autre substrat de la Rho-kinase est la protéine CRMP-
2 (collapsin response mediator protein-2) [20], dont
la surexpression induit la formation d’axones surnu-
méraires [21], vraisemblablement via les microtu-
bules.

Protéines Rho et
nerve growth factor (NGF)

Les relations entre le NGF (nerve growth factor) et les
protéines Rho ont été particulierement étudiées dans
les cellules PCl2 dérivées d’un phéochromocytome
murin, cellules qui ont la particularité d’émettre des
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neurites en présence de NGF. Yamaguchi et al. ont
montré I"activation rapide de Racl et I’inhibition de
I’activité de RhoA en réponse au NGF [22].
L’expression de la forme constitutivement active de
RhoA inhibe la formation de neurites [23] et diminue
I’activation de Racl en réponse au NGF [22].
’expression de RhoA dominant négatif, au contraire,
induit la formation de neurites et 'augmentation du
nombre d’embranchements.

Dans les neurones trigéminaux (assurant innervation
sensorielle du visage et de la muqueuse buccale, ainsi
que I’innervation motrice des muscles de la mastica-
tion), la forme dominante négative de Racl, de méme
que la forme constitutivement active de RhoA, inhi-
bent la croissance de I’axone induite par le NGF, tandis
que I’expression de la forme active de Racl ou de la
forme dominante négative de RhoA la stimule [24].
Ces résultats montrent I'importance des protéines Rho
dans la formation des neurites et dans la différencia-
tion axonale en réponse au NGF, RhoA et Racl présen-
tant des effets opposés.

D’une maniére générale, les données présentées ici
soulignent le role des GTPases Rho dans la formation,
le guidage et le développement des neurites.

Protéines Rho et trafic membranaire

La localisation de certaines des GTPases Rho telles que
Cdc4?2 dans I'appareil de Golgi et Rho B aux niveaux
endosomique et lysosomique suggere un role possible
de ces protéines dans I’endocytose et I’exocytose
[25]. Peu de travaux ont été effectués dans les neu-
rones. Toutefois, dans le cerveau de rat, les protéines
Racl, RhoA, RhoB et Cdc42 sont présentes dans les
terminaisons pré-synaptiques. Racl est ainsi associée
aux vésicules synaptiques, tandis qu’elle intervient
dans Iexocytose dépendante du calcium [26] dans les
neurones de I’Aplysie. Dans les cellules PC12, RhoA,
Racl et Cdc4?2 sont impliquées dans le phénomene de
sécrétion induite par des stimulus [27]. Ce rdle des
GTPases Rho dans le trafic membranaire est en accord
avec les hypothéses actuelles selon lesquelles les pro-
téines Rho interviennent dans la régulation du cytos-
quelette d’actine [4, 5], qui contribue trés certaine-
ment a la motilité des vésicules sécrétrices.

Protéines Rho et maladies
neurologiques/neurodégénératives

Chez I’homme, les protéines Rho semblent jouer un réle
dans certaines maladies neurologiques telles que le
retard mental lié @ I’X. Ainsi, Billuart et al. [28] ont

(D ) m/s
1996, n° 10,
p- 1173
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identifié, chez des sujets présentant un retard mental
lié a I’X, des mutations du géne de I’oligophrénine qui
entrainent une perte de fonction de cette protéine
RhoGAP. Il est probable que "activation constitutive
des protéines Rho par inhibition de I’hydrolyse du GTP
affecte la migration cellulaire et la croissance axonale
et dendritique. De fagon similaire, des mutations du
gene de la protéine PAK3, effecteur de Racl et Cdc4?,
sont associées au retard mental 1ié a I’X [29], soute-
nant I’hypothése d’une intervention des protéines Rho
dans la physiopathologie de certaines affections neu-
rologiques.

Les protéines Rho semblent également intervenir dans
les maladies neurodégénératives. Ainsi, dans la mala-
die d’Alzheimer, la protéine kinase PKN, effecteur
direct de RhoA, jouerait un réle dans la formation des
NFT (neurofibrillary tangles) et dans la dégénéres-
cence des neurones [30]. Il a également été montré
qu’une autre kinase, la glycogene synthétase kinase-3
(GSK-3), intervient dans la maladie d’Alzheimer; or,
son activité est augmentée au cours du collapsus des
cones de croissance induit par I'acide lysophosphati-
dique, phénomene qui, la encore, fait intervenir les
protéines Rho.

Ces études suggerent I’intervention des protéines Rho
dans le développement et le fonctionnement neuronal
in vivo, chez ’homme.

Perspectives

Les protéines Rho, qui sont d’importants régulateurs
du cytosquelette d’actine, apparaissent également
impliquées dans le développement neuronal, et plus
particulierement dans la régulation de la croissance
axonale (guidage et élongation) et dendritique.
D’autres études sont nécessaires pour mieux com-
prendre leur role. Plusieurs orientations peuvent étre
envisagées. |l semble, par exemple, utile d’approfon-
dir les connaissances sur les voies de signalisation en
amont et en aval des protéines Rho, les interactions
éventuelles des protéines entre elles et 'ampleur du
role des protéines Rho dans le développement neuro-
nal, ainsi que dans la migration, le fonctionnement et
la survie des neurones. Par ailleurs, élucider le méca-
nisme d’action des GTPases Rho dans les neurones
pourrait conduire a des applications cliniques. Par
exemple, de nombreux inhibiteurs de croissance blo-
quent le développement de I’axone apres Iésion de la
moelle épiniere; I'inhibition de RhoA pourrait per-
mettre une régénération de I’axone, comme le sugge-
rent les travaux de Lehmann et al. [11] menés in vivo
sur le nerf optique. ¢
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SUMMARY

Rho GTPases function in neurons

Neurons possess a polarized morphology. In general,
each neuron has several dendrites but only one axon.
Such morphology is the basis for directionalized rapid
signaling, information flowing from the short dendrites
to the long axon. The mechanisms involved in the esta-
blishment of the neuronal polarity remain largely unk-
nown. However, recently, members of Rho family pro-
teins have been implicated in the regulation of neuronal
morphology especially development of neuronal pola-
rity, axon outgrowth and guidance, dendritic tree elabo-
ration and synapse formation. Moreover, the Rho
GTPases have been reported to be directly or indirectly
involved in some neurological conditions such as X-lin-
ked mental retardation as well as Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases. These findings demonstrate the
importance of Rho GTPases in the development, mainte-
nance and function of the nervous system. ¢
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