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Résumé de l'article

Les protéines G sont des commutateurs moléculaires controlant divers aspects
de la vie cellulaire tels que la transduction du signal, la réorganisation du
cytosquelette et les mécanismes de transport vésiculaire. Ces protéines fixent
alternativement les nucléotides GDP et GTP, ce qui leur permet de transiter
entre deux conformations structurelles, respectivement inactive et active.
L’activation des protéines G résulte d’une interaction avec un facteur
d’échange qui stimule la dissociation du GDP pour le remplacer par du GTP.
C’est sous cette forme liée au GTP que les protéines G vont pouvoir interagir
avec leurs effecteurs et les activer. La stimulation de l'activité intrinséque
d’hydrolyse des protéines G par des protéines GAP (GTPase activating protein)
va conduire a un retour vers la forme inactive liée au GDP. De nombreuses
études ont montré I’existence d’interconnexions entre les voies de signalisation
impliquant les GTPases ARF (ADP ribosylation factor) et Rac/Cdc42. La
découverte d’'un complexe protéique comprenant PIX, un facteur d’échange
pour Rac/Cdc42 et GIT1, une protéine GAP pour les ARF, a récemment donné
un nouvel éclairage sur les moyens mis en oeuvre par la cellule pour réguler
de facon étroite ’agencement du cytosquelette et la dynamique des
membranes. De plus, la plate-forme PIX-GIT1 est associée & des réseaux de
signalisation comprenant des suppresseurs de tumeur. Ces données récentes
incitent & prendre ce complexe en considération dans le contexte des
pathologies cancéreuses.
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> Les protéines G sont des commutateurs molé-
culaires contrélant divers aspects de la vie cel-
lulaire tels que la transduction du signal, la réor-
ganisation du cytosquelette et les mécanismes
de transport vésiculaire. Ces protéines fixent
alternativement les nucléotides GDP et GTP, ce
qui leur permet de transiter entre deux confor-
mations structurelles, respectivement inactive
et active. U'activation des protéines G résulte
d’une interaction avec un facteur d’échange qui
stimule la dissociation du GDP pour le remplacer
par du GTP. C’est sous cette forme liée au GTP
que les protéines G vont pouvoir interagir avec
leurs effecteurs et les activer. La stimulation
de I'activité intrinséque d’hydrolyse des protéi-
nes G par des protéines GAP (GTPase activating
protein) va conduire a un retour vers la forme
inactive liée au GDP. De nombreuses études ont
montré I’existence d’interconnexions entre les
voies de signalisation impliquant les GTPases
ARF (ADP ribosylation factor) et Rac/Cdc42. La
découverte d’un complexe protéique comprenant
PIX, un facteur d’échange pour Rac/Cdc4?2 et
GITL, une protéine GAP pour les ARF, a récemment
donné un nouvel éclairage sur les moyens mis en
ceuvre par la cellule pour réguler de fagon étroite
I’agencement du cytosquelette et la dynamique
des membranes. De plus, la plate-forme PIX-
GIT1 est associée a des réseaux de signalisation
comprenant des suppresseurs de tumeur. Ces
données récentes incitent a prendre ce complexe
en considération dans le contexte des patholo-
gies cancéreuses. <
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active liée au GTP, les

protéines G monomériques jouent un role déterminant
dans la régulation temporelle, mais aussi spatiale, de
nombreuses fonctions cellulaires.

Les effets biologiques pléiotropes d’une GTPase donnée
sont attribués a sa capacité d’interagir et de moduler
différents effecteurs cellulaires. 'existence de réseaux
de signalisation complexes liés aux protéines G permet
en outre I'existence de multiples points de convergence,
offrant ainsi la possibilité d’effets coopératifs ou
antagonistes en fonction des cascades de signalisation
impliquées.

L’action des GTPases s’établit dans le cadre d’un réseau
d’effecteurs, mais également de régulateurs. €n effet,
I’étape limitante de la réaction d’échange GDP/GTP
est la dissociation du GDP de la forme inactive de
la protéine G. Cette réaction est extrémement lente
et requiert d’étre stimulée par un facteur d’échange
nucléotidique (GEF) dont Pactivité est souvent régu-
lée en amont. Ces facteurs d’échange interagissent en

Les protéines G monomériques constituent une superfa-  premier lieu avec la protéine G liée au GDP, puis cata-
mille de protéines de plus de 100 membres qui existent  lysent la dissociation du GDP pour former un complexe
chez les eucaryotes, de la levure a ’homme. Grace a binaire qui va ensuite lier le GTP. Les formes inactives
leur nature de commutateur moléculaire, cyclant entre  des protéines G des familles Rho/Rac/Cdc4?2 et Rab

interagissent également avec des protéines GDI (GDP

Article recu le 1¢juin 2005, accepté le 13 juillet 2005

M/S n° 10, vol. 21, octobre 2005

dissociation inhibitor) qui régulent le cycle d’échange

849

REVUES

M. Zeniou-Meyer, N. Vitale : CNRS @

SYNTHESE



GDP/GTP, ainsi que leur translocation entre le cytosol et

la membrane. Lactivité GTPase provoquant I’hydrolyse

du GTP, est intrinséque aux protéines G monomériques
mais d’intensité variable, trés faible pour la majorité, voire quasiment
nulle pour les GTPases ARF. Cette réaction est catalysée par les GAP
(GTPase activating protein) qui forment une troisiéme famille de pro-
téines régulatrices des protéines G.

PIX : une famille de facteurs d’échange
pour les GTPases Rac/Cdc42

Le premier membre de la famille des protéines PIX (PAK-interacting
exchange factor) aussi appelées Cool (cloned out of library) a été iden-
tifié par sa capacité a interagir avec des séquences riches en résidus
proline grace a son domaine SH3 [1]. La famille PIX contient deux mem-
bres chez les mammiféres : OPIX et BPIX. BPIX existe sous deux formes,
B1et 2, quise distinguent par la présence d’une extrémité coiled-coil
en position carboxyterminale dans 1. Le messager de B1PIX peut, en
outre, subir un épissage alternatif pour produire trois variants (a, b, c)
[2]. Deplus, laforme B1PIX-a peut étre exprimée sous une forme longue
de 85 kDa et une forme courte de 50 kDa [3]. Toutes ces isoformes par-
tagent la méme organisation avec un domaine SH3, un domaine DH (Dbl
homology) qui catalyse I’échange nucléotidique sur Rac et Cdc42, un

Figure 1. Organisation schématique des protéines PIX et GIT. Chaque domaine
est représenté par un rectangle de couleur différente dont la dimension n’est
pas représentative de la taille du domaine. A. Pour 0PIX et BPIX : SH3 : domaine
d’homologie avec Src 3; DH: domaine d’homologie avec la protéine Dbl; PH:
domaine d’homologie avec la pleckstrine ; GB: domaine de liaison a GIT; LZ:
domaine leucine zipper. Le domaine de dimérisation des protéines PIX est indi-
quée par la double fleche rouge. B. Pour GIT] et GIT2 : GAP: domaine GTPase-
activating protein; AR: domaines ankyrine; SHD: Spa2 homology domain ;
CC: domaine coiled-coil ; PBS: site de liaison a la paxilline. Le domaine de
dimérisation des protéines GIT est indiqué par la double fleche rouge. La fleche

verte indique le site d’épissage majeur de GIT2.
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domaine PH (pleckstrin homology) de liaison aux phos-
pholipides, un domaine GB permettant I'interaction avec
les protéines GIT et un domaine leucine zipper impliqué
dans I’lhomodimérisation de PIX (Figure 1). Uassociation
de PIX avec un compartiment membranaire et secondai-
rement son activité d’échange pour Rac/Cdc4?2 semblent
étre également régulées par phosphorylation sur les
résidus sérine 525 et thréonine 526 et par son interaction
avec des phospholipides.

Le domaine SH3 de PIX lie une séquence riche en résidus
proline de PAK (p2l-activated serine threonine kinase)
et le complexe PAK-PIX a été décrit au niveau des points
focaux des jonctions adhérentes en contact avec les
matrices extracellulaires [4]. Le domaine leucine zipper
semble nécessaire a Iinitiation du remodelage du cytos-
quelette et a la formation de replis membranaires [5].
PIX présente une activité GEF pour Rac et Cdc4? in vitro
et in vivo et joue un role dans la motilité cellulaire et la
formation de neurites in vitro [4, 6]. Enfin, une mutation
dans le geéne codant pour O(PIX provoque une forme non
syndromique de retard mental chez ’lhomme, une donnée
qui souligne la place importante de ce facteur d’échange
dans le développement neuronal [7].

GIT : une famille de protéines GAP
pour les GTPases ARF

Originellement identifiées par leur capacité a interagir
avec GRK2, une sérine/thréonine kinase couplée aux
protéines G hétérotrimériques [8], les protéines GIT ont
ensuite été isolées de fagon indépendante par différents
groupes qui ont démontré leur interaction avec d’autres
partenaires (PIX, FAK et paxilline). Cela a permis d’obte-
nir un grand nombre d’informations sur les protéines GIT,
mais a également installé une certaine confusion dans la
nomenclature de cette famille de protéines.

€n résumé, il existe deux génes GIT qui ont été appe-
lés respectivement, GITI1/Cat-1/p95-APP1 et GIT2/
KIAA0148/Cat-2/p95-PKL/p95-APP2. Les genes GITI
et GIT2 sont localisés au niveau des régions chromo-
somiques 17p11.2 et 12q24.1 humaines [9]. A ce jour,
ces locus n’ont pas été associés a des maladies. Tandis
que GIT1 semble étre uniquement exprimé sous sa forme
longue (761 a 770 acides aminés selon I'espéce), GIT2
présente un épissage alternatif important produisant
une forme courte et une forme longue [9, 10].

Le domaine fonctionnel le plus caractéristique des protéi-
nes GIT est le domaine GAP pour les GTPases de la famille
ARF (Figure 1). Ce domaine, situé en position aminoter-
minale, contient une séquence consensus en doigt de zinc
(CX2CX16CX2C) ainsi qu’un résidu arginine important pour
la catalyse de I'activité d’hydrolyse du GTP par les GTPases



[11]. De fait, in vitro, les protéines recombinantes GITI et
GIT2 lient une quantité steechiométrique de zinc et ont une
activité GAP pour les différents membres de la famille ARF
[12]. Comme pour d’autres ARF-GAP, cette activité enzyma-
tique est régulée par des phospholipides [12]. Trois domai-
nes ankyrine sont retrouvés en position carboxyterminale du
domaine GAP. Pour d’autres ARF-GAP, il a été postulé que ces
domaines servent de support a la structure en doigt de zinc
responsable de I’activité GAP [13]. Deux séries de 30 résidus
constituent ensuite des domaines SHD (Spa2 homology
domain) qui sont responsables de la liaison aux protéines
PIX [14, 15]. Ces domaines SHD semblent aussi interagir
directement avec la kinase des points d’adhérence focaux
FAK [14]. On retrouve ensuite un domaine coiled-coil qui
permetune dimérisation des protéines GIT[16]. Finalement,
deux autres domaines de liaison au domaine LD4 de la paxil-
line (PBS, paxillin binding site) ont été identifiés [ 10, 17].

La premiére fonction cellulaire identifiée de GIT1 est son
role dans le recyclage de certains récepteurs couplés
aux protéines G hétérotrimériques (RCPG) qui utilisent la
voie d’endocytose par puits de clathrine, mais également
dans celui d’autres récepteurs tels que le récepteur de
I"€GF (epidermal growth factor) [9, 18]. Cet effet semble
lié a la capacité de GIT1 a réguler le cycle de la GTPase
ARF6 en favorisant la forme liée au GDP [19]. Une autre
fonction tres étudiée de GIT est son implication dans la
motilité cellulaire. La capacité de GITl a promouvoir la
migration cellulaire semble corrélée a sa compétence
pour déplacer la paxilline des points focaux en arriére
de la cellule en migration et a faciliter la localisation de
PIX et PAK au niveau de nouvelles structures adhésives en

9 &
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Figure 2. Le complexe GIT/PIX et les conséquences moléculaires

'GTP
GIT '

de son assemblage. Les protéines GIT et PIX peuvent interagir
pour former un complexe protéique. Au sein de ce complexe, GIT
peut inactiver la GTPase monomérique ARF grdce a sa capacité
& stimuler I’hydrolyse du GTP (activité GAP). PIX est, quant &
lui, un facteur d’échange nucléotidique (GEF) pour les pro-
téines G Rac/Cdc42 et peut donc les activer. Par conséquent,
I’assemblage du complexe GIT/PIX dans un compartiment
cellulaire donné pourrait induire le changement d’une voie de
signalisation dépendante de ARF vers une voie dépendante de
Rac/Cdc42.
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avant de la cellule, ainsi qu’a sa capacité a coordonner

le transport vésiculaire dans cette direction [14]. Par

ailleurs, les protéines GIT1 semblent impliquées avec Rac

et PAK dans la formation des protrusions [20]. Uimplica-

tion de GIT dans la formation des synapses et la morphologie des dendri-
tes a également été suggérée [21]. Sur le plan physiopathologique, une
étude récente vient de mettre en évidence une interaction entre GIT et
la protéine hungtingtine et a démontré la dégradation spécifique de GIT1
au cours du développement de la maladie de Huntington [22]. Ainsi, les
protéines GIT semblent intervenir dans des fonctions cellulaires impli-
quant des modulations du réseau cytosquelettique et une dynamique
vésiculaire importante. GIT pourrait donc participer a la régulation de
ces deux aspects de la vie cellulaire.

Le complexe GIT-PIX : association transitoire
ou plate-forme stable ?

De nombreuses études ont montré I’existence de complexes protéiques
impliquant les protéines GIT, PIX et PAK dans des lignées cellulaires et
des tissus de natures variées [9, 10, 15, 20]. Ceux-ci peuvent contenir
GIT1 ou GIT2, cPIX ou BPIX et PAKL ou PAK2 ou PAK3. Ces complexes
modulaires contiennent donc a la fois une GAP pour les ARF, une GEF
pour Rac/Cdc42 et une sérine/thréonine kinase capable de fixer et
d’&tre activée par Rac/Cdc4?. Ainsi, ces complexes peuvent théorique-
ment lier ces protéines G et promouvoir leur activation/désactivation.
Les protéines GIT et PIX ayant des localisations subcellulaires diversi-
fiées et discrétes (contacts focaux, jonctions cellulaires), le complexe
PIX-GIT présent dans un compartiment subcellulaire donné, pourrait,
tel un aiguillage, induire le changement d’une voie de signalisation
ARF-dépendante vers une voie dépendante de Rac/Cdc42 (Figure 2).
A ce jour, la plupart des études se fondent sur le modéle d’une inter-
action GIT-PIX qui serait régulée et assument donc que les deux pro-
téines se dissocient pour jouer leurs rdles de facon indépendante [10,
14, 20]. Cependant, une étude récente démontre I"existence d’un com-
plexe oligomérique trés stable constitué des protéines GIT et PIX [16].
€n effet, des expériences de filtration sur gel et d’immunoprécipitation
ont permis de montrer que des protéines recombinantes GIT et PIX
forment des homo- et des hétérodimeres. De plus, un oligomere com-
posé de molécules natives de PIX et GIT a été mis en évidence a partir
d’extraits cellulaires. Cependant, la taille précise de ce complexe,
sa steechiométrie et sa distribution subcellulaire restent totalement
inconnues a ce jour. Dans ce contexte, il devient primordial de déter-
miner si les protéines sous forme d’oligomére présentent les mémes
activités d’échange pour Rac/Cdc42 et GAP pour les protéines ARF.

Le suppresseur de tumeur Scribble recrute
le complexe GIT-PIX et régule son activité

La purification de complexes protéiques par des techniques biochi-
miques couplées a I'identification des protéines par spectrométrie de
masse est une technique tres utilisée pour obtenir des informations
fonctionnelles sur une protéine donnée. Au cours d’expériences visant

o)
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a purifier les complexes protéiques associés au suppresseur de tumeur
Scribble, nous avons isolé le complexe BPIX-GIT1 et démontré I’inter-
action directe entre ces protéines [23]. Scribble a été originellement
identifié chez la drosophile comme une protéine présente dans les
jonctions cellulaires et impliquée dans I"homéostasie épithéliale de
par sa probable activité dans le trafic vésiculaire ou la compartimen-
talisation subcellulaire de récepteurs de surface. Le complexe Scrib-
ble-BPIX-GITL est présent dans les tissus épithéliaux et neuronaux et
est localisé dans les jonctions cellulaires et les compartiments pré- et
postsynaptiques. Dans un modéle de cellules neuro-endocrines (cellu-
les de phéochromocytome PC12), le complexe BPIX-GIT1 est recruté a
la membrane plasmique a la suite d’une élévation de la concentration
intracellulaire de calcium et y est retenu grdce a son interaction avec
Scribble. Le complexe membranaire Scribble-BPIX-GITL ainsi formé
promeut la sécrétion régulée de vésicules d’exocytose dont le contenu
(hormones et polypeptides) participe & la communication cellulaire.

La localisation sous-membranaire de ce complexe pourrait indiquer
une connexion a des récepteurs de surface en contact avec le milieu
extérieur. De fait, nous avons derniérement démontré que le récepteur
de la thyrotropine (TSHR) couplé aux protéines G hétérotrimériques
est régulé par le complexe Scribble-BPIX-GIT1 [24]. Une interaction
directe entre les domaines PDZ de Scribble et I’extrémité carboxyter-
minale TVL (Thr-Val-Leu) de TSHR a été mise en évidence. Des expé-

riences d’extinction par interférence ARN ont permis de
suggérer que ce complexe joue un réle primordial dans
le recyclage de TSHR, probablement par I'intermédiaire
d’ARF6 qui est activée apres a une liaison de la thy-
rotropine sur son récepteur. Cette GTPase possede des
propriétés régulatrices sur des enzymes modulant la
composition lipidique des membranes et sur I’état de
polymérisation du cytosquelette d’actine [25]. étant
donné I'implication de GITl dans le recyclage de dif-
férents types de récepteurs, il parait tres prometteur
de tester I'implication du complexe Scribble-BPIX-GIT1
dans le cycle de ces récepteurs. On peut s’attendre a
ce que le cycle des récepteurs présentant une séquence
consensus de liaison aux domaines PDZ en position
carboxyterminale fasse également intervenir Scribble
ou d’autres protéines a domaine PDZ. Une fois encore,
Scribble pourrait donc jouer un role d’ancrage a la
membrane pour les activités GAP et GEF du complexe
PIX-GIT et ainsi moduler "’endocytose et le recyclage de
TSHR. Ainsi, c’est probablement en modulant le niveau
d’activation d’ARFé et de Rac/Cdc4?2 que le complexe
Scribble-BPIX-GIT1 module les fonctions sécrétoire,
endocytique et de recyclage. 'ensemble de ces résul-

tats apporte de la consistance a I’hy-

Cellules épithéliales polarisées

Cellules épithéliales en migration

ot o] P o @)’Z
Lyu LJuLJﬂ 9

Cellule neuronale

Figure 3. Localisation subcellulaire du complexe hScrib/BPIX/GIT1 dans les cellules polarisées.
Le complexe (en mauve) est retrouvé au niveau des membranes basolatérales dans les cellules
épithéliales polarisées, au front de migration des cellules épithéliales en migration et dans

les régions pré- et postsynaptiques des neurones. Ces zones représentent des sites d’apport

membranaire trés actifs (vésicules rouges).
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pothése selon laquelle I'altération de la
polarité cellulaire observée dans le cadre
d’une perte de fonction de Scribble pour-
rait étre liée a un défaut d’adressage vési-
culaire. Plus généralement, ils indiquent
que le complexe Scribble-BPIX-GIT1 joue
un réle important dans I"lhoméostasie de la
membrane plasmique en controlant I’ap-
port de vésicules dans différents contextes
cellulaires (Figure 3).

Conclusions

Chez la drosophile, la perte de fonction de
Scribble entrafne une prolifération accen-
tuée des cellules épithéliales et la forma-
tion de tumeurs néoplasiques. L’expression
de I"orthologue humain de Scribble res-
taure la polarité et entrafne une régression
importante des tumeurs. La mise en évi-
dence d’un lien direct entre le suppresseur
de tumeur Scribble et le complexe GIT-PIX,
un régulateur du niveau d’activation des
GTPases Rac/Cdc4?2 et ARF, ouvre de nouvel-
les perspectives quant a la compréhension
des mécanismes de tumorigenese. €n effet,
I’existence d’un complexe macromolécu-
laire contenant un nombre modulable de



molécules GIT et PIX permet a la cellule de concentrer en
un point précis une plate-forme de régulation de I’état
de polymérisation du cytosquelette et de la dynamique
des membranes. Ces résultats illustrent la richesse des
voies de signalisation mises en ceuvre pour permettre le
maintien de ’homéostasie cellulaire et permettent d’en-
trevoir I'identification de cibles thérapeutiques visant a
pallier des déséquilibres pathologiques comme les can-
cers. |l est cependant indéniable que la compréhension
de ces mécanismes dans leur ensemble nécessitera des
études portant sur les multiples facettes du complexe
macromoléculaire GIT-PIX. ¢

SUMMARY

The GIT-PIX protein complex : a hub to ARF and Rac/
Cdc42 GTPases

We recently described that the tumor suppressor factor
Scribble anchors the PIX exchange factor for Rac/Cdc4?
and the ARF-GAP GIT proteins at the plasma membrane.
Because it has been postulated that the GIT-PIX proteins
dimerize and tightly self-assemble to form a high mole-
cular weight complex, this nexus may be capable of lin-
king together important signalling molecules to control
cytosqueleton polymerization and membrane dynamics.
To date, most studies that have tempted to unravel the
function of these proteins have found their implication
in a great variety of cellular functions (receptor recy-
cling, endo-exocytosis, cell migration, synapse for-
mation...) but have mostly neglected to consider the
multimeric organization of this hub. There is no doubt
that our comprehension of physiopathological disorders
such as cancers will be improved when the nature of the
complex pathways integrated by the GIT-PIX nodule will
be understood. ¢
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