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Trio : un facteur d’échange des GTPases Rho
aux multiples facettes
iImpliqué dans le guidage axonal

Les facteurs d’échanges nucléotidiques (GEF) des GTPases
Rho remodélent le cytosquelette d’actine en activant leurs
cibles, les GTPases Rho, et sont ainsi impliqués dans de
nombreux processus physiologiques. Trio est le premier
membre d’une famille de protéines multifonctionnelles
possédant deux domaines fonctionnels d’échange dont la
spécificité est différente, le premier activant Rac et le
second RhoA. Trio possede aussi de nombreux domaines

contrélent I’organisation du

cytosquelette d’actine [1, 2], qui
joue un rodle capital dans une variété
de processus physiologiques tels que
la prolifération, la motilité, la mor-
phologie et la différenciation cellu-
laires. L’effet sur le cytosquelette
d’actine des GTPases Rho les plus
étudiées a été trés bien caractérisé
dans les fibroblastes: Cdc42 induit la
formation de structures riches en
actine appelées les filopodes, Rac
promeut la formation de replis mem-
branaires appelés ruffles, et RhoA la
formation de fibres de tension [1].
RhoG active indépendamment les
GTPases Rac et Cdc42 [3]. L’activa-
tion de Rac et de Cdc42 est associée a
la motilité cellulaire dans de nom-
breux systemes, tandis que I’activité
de RhoA est associée a I’adhérence a
la matrice extracellulaire, indiquant
que les voies de signalisation
Rac/Cdc42 et RhoA sont en général
antagonistes.
La fonction des GTPases dépend de
I’équilibre entre leurs formes inac-
tive, liée au GDP, et active, liée au
GTP. Sous forme GTP, les GTPases
interagissent avec des protéines effec-
trices spécifiques dont I’activation
permet les modifications du cytos-

Les GTPases de la famille Rho

s (Uelette d’actine [4]. L’équilibre
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entre les formes inactive et active des
GTPases est régi par deux types de
protéines: les facteurs d’échanges
nucléotidiques ou GEF (pour guanine
nucleotide exchange factors) qui activent
les GTPases en accélérant I’échange
du GDP pour le GTP, et les GTPase-
activating proteins (GAP) qui assurent
le retour de la GTPase a I’état inactif
par la stimulation de I’hydrolyse du
GTP [5]. Les protéines GEF qui acti-
vent les GTPases Rho, appelées Rho-
GEF, appartiennent a une famille
caractérisée par la présence d’un
domaine DH (pour Dbl-homology
domain, en référence a I’oncogéne
Dbl, un des premiers Rho-GEF identi-
fié) qui porte I'activité catalytique
d’échange [6]. Au domaine DH de
ces GEF est toujours associé un
domaine PH (Pleckstrin-homology
domain) dont le rdle le mieux établi
est le ciblage des protéines a la mem-
brane plasmique grace a sa liaison aux
phospholipides [7]. Les domaines PH
participent également a des interac-
tions protéine-protéine [8, 9] et peu-
vent aussi moduler I’activité cataly-
tiqgue du domaine DH adjacent [10,
11]. L’association systématique d’un
domaine DH avec un domaine PH
suggére que ce module constitue
I’unité fonctionnelle minimale pour
I’activation des GTPases Rho in vivo.

d’interaction protéine-protéine, et semble donc se situer a
un carrefour de différentes voies de signalisation. La
liaison de Trio avec des protéines qui lient I'acting,
suggere en outre que I'activation des GTPases par Trio est
controlée par sa localisation spécifique prés du
cytosquelette. De plus, I'identification d’orthologues de
Trio chez les invertébrés a permis de proposer une fonction
essentielle de Trio dans le guidage axonal.

En plus du module DH-PH, les Rho-
GEF contiennent aussi de nombreux
domaines accessoires d’interaction
protéine-protéine, ce qui laisse pen-
ser que I’activation des GTPases par
les Rho-GEFs peut étre contrdlée
par différentes voies de signalisa-
tion. Ce contréle participe probable-
ment & la spécificité de la réponse
biologique induite par chaque Rho-
GEF.

La protéine multifonctionnelle Trio

La protéine humaine Trio de 330 kDa
a été isolée au cours d’un crible
double-hybride en utilisant comme
appat la tyrosine phosphatase trans-
membranaire LAR (leucocyte common
antigen related) [12], un homologue
de la tyrosine phosphatase spécifique
du lymphocyte T CD45. Si la fonction
de LAR chez les mammiféres est
encore mal comprise, son orthologue
chez la drosophile semble en
revanche impliqué dans le guidage
axonal de certains moto neurones
[13].

Trio est une protéine ubiquitaire
dont I’organisation structurale est
relativement complexe (figure 1) [14].
En effet, elle posséde 3 domaines
enzymatiques: deux domaines GEF
(GEF1 et GEF2) et un domaine
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Figure 1. Trio est une protéine multifonctionnelle qui contrdle I'activation de
plusieurs GTPases in vivo. Trio est le premier membre d’une nouvelle famille
de protéines multifonctionnelles. Elle possede en effet deux domaines GEF
(GEF1 et GEF2) de spécificité différente, chacun composé d’'un domaine DH
associé a un domaine PH. GEF1 active la voie de signalisation Rac/Cdc42 via
I'activation directe de la GTPase RhoG, ce qui permet la formation de replis
membranaires (ruffles) et de microvillosités. GEF2 active la GTPase RhoA
impliquée dans la formation des fibres de tension. Trio possede en outre plu-
sieurs domaines d’interaction protéine-protéine comme les motifs spectrine,
les motifs SH3, Immunoglobuline-like et un domaine kinase. Ces deux der-
niers, Ig-like et kinase, sont responsables de I'interaction de Trio avec la pro-
téine phosphatase membranaire LAR. GEF: guanine nucleotide exchange
factor; DH: Dbl-homology domain; PH: Pleckstrin-homology domain; LAR:
leucocyte common antigen related.

kinase fortement homologue a celui
de la famille des sérine kinases
dépendantes de la calmoduline. Trio
possede en outre des domaines
d’interaction protéine-protéine tels
que des motifs SH3, immunoglobu-
line(lg)-like et des motifs répétés
trouvés dans la spectrine, suggérant
que Trio puisse étre a un carrefour
de différents réseaux de signalisation
(figure 1). Ce sont les domaines Ig et
kinase de Trio qui sont responsables
de I'interaction avec la phosphatase
LAR [14]. Ainsi, la liaison de LAR a
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Trio permettrait a la phosphatase
d’avoir accés au contrbéle du cytos-
quelette d’actine en modulant I’acti-
vité des GTPases Rho.

Trio contrdle I'activation
de plusieurs GTPases

Le domaine GEF1 de Trio est
capable d’accélérer spécifiquement
I’échange GDP/GTP sur la GTPase
Racl in vitro, mais surtout sur la
GTPase RhoG, qui est un bien
meilleur substrat pour ce domaine

que Rac [14, 15]. L’expression du
domaine GEF1 de Trio dans des
fibroblastes provoque la formation
de replis membranaires et de micro-
villosités, effets morphologiques révé-
lateurs de I’activation concommi-
tante de Rac et de Cdc42 par RhoG
(figure 1). La GTPase RhoG semble
étre effectivement la cible directe du
domaine GEF1 in vivo puisque le
remodelage du cytosquelette induit
par ce domaine est complétement
bloqué par des formes dominantes
négatives de la GTPase et de ses
effecteurs spécifiques [15].

En revanche, I’expression dans les
fibroblastes du domaine GEF2 de
Trio promeut la formation de fibres
de tension, qui est un événement
dépendant de RhoA [16] (figure 1).
Ceci est tout a fait cohérent avec le
fait que ce domaine stimule spécifi-
guement I’échange GDP/GTP de
RhoA in vitro [14]. Trio est ainsi le
premier membre d’une nouvelle
famille de protéines complexes pos-
sédant deux domaines GEF fonction-
nels et de spécificité différente, pou-
vant relier la signalisation de
plusieurs GTPases in vivo [16].
D’autres protéines possédant des
caractéristiques structurales simi-
laires ont été isolées depuis chez
I’lhomme, le rat, la drosophile et
C. elegans (figure 2).

Cependant, il reste encore a détermi-
ner si les deux domaines GEF de
Trio sont actifs simultanément in
vivo, puisque seul le premier semble
jouer un réle majeur dans la fonction
de Trio. Ceci est d’autant plus impor-
tant que ces deux domaines stimu-
lent des voies de signalisation antago-
nistes.

Les partenaires de Trio

L’organisation structurale de Trio
suggere que cette protéine multi-
fonctionnelle participe a des com-
plexes multiprotéiques et puisse ainsi
intégrer différents signaux lui per-
mettant de contrdler finement I’acti-
vation des GTPases Rho. Plusieurs
données expérimentales étayent
cette hypothése : deux cribles double-
hybride effectués de facon indépen-
dante en utilisant comme appét le
premier domaine GEF de Trio ont

permis d’isoler deux protéines QUi m——
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Figure 2. La famille des protéines Trio. Depuis la caractérisation de la pro-
téine Trio humaine, des orthologues de Trio ont été identifiés chez le néma-
tode C. elegans et la drosophile. Les membres de cette famille contiennent
tous deux domaines GEF activant les GTPases Rho. La séquence entre ces
différents orthologues diverge uniquement dans la partie C-terminale, aprés
le domaine GEF2. unc-73 se termine par un domaine Fibronectine de type Il
(Fnlll). Chez les mammiféres, d’autres protéines possédant le méme type
d’organisation structurale existent, telles que la kalirine chez le rat, et les pro-
téines Duo et Duet chez ’lhomme.

lient I’actine. La premiére est la pro-
téine Tara qui semble avoir une acti-
vité de stabilisation du cytosquelette
d’actine [17] (figure 3). A I’heure
actuelle, peu de choses sont connues
sur la signification physiologique de
I'interaction entre Tara et Trio. La
seconde protéine identifiée lie spéci-
fiquement le domaine PH1 de Trio:
c’est la filamine, qui réticule I'actine
grace a sa capacité d’homodimérisa-
tion [9] (figure 3). La filamine inter-
agit avec de nombreuses protéines
transmembranaires dont les inté-
grines, et permet ainsi de relier la
membrane plasmique au cytosque-
lette d’actine [18]. De nombreux tra-
vaux montrent que la filamine est
absolument essentielle pour la moti-
lité cellulaire aussi bien en culture
gu’in vivo lors de la migration des
neurones corticaux au cours du déve-
loppement du cerveau humain [19,
20]. L’importance fonctionnelle de
I’interaction Trio/filamine a été
démontrée en utilisant une lignée de
mélanomes qui n’expriment plus la
filamine. Dans ces cellules, le
domaine GEF1 de Trio n’induit plus
le remodelage du cytosquelette
d’actine, alors qu’il en est parfaite-
ment capable dans les mémes cel-
lules exprimant stablement la fila-

mmmmmm Mine [9]. Sachant que la filamine
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n’affecte en aucune fagon I’activité
d’échange in vitro de ce domaine
GEF1, ces résultats suggérent que la
filamine est une protéine d’ancrage

au cytosquelette, ot Trio viendrait se
fixer via son domaine PH1 pour acti-
ver la cascade de signalisation de
Rac.

Par ailleurs, le lien entre les GTPases
Rho et Trio est encore renforcé par
la mise en évidence d’une interaction
directe entre le domaine Ig-like de
Trio et la GTPase RhoA, permettant
probablement d’amplifier le signal
activé par le domaine GEF2 [21]
(figure 3). De fagcon plus générale,
I’activation des GTPases Rho par
Trio semble donc étre finement
contrblée par la localisation spéci-
fique de Trio, localisation qui est pro-
balement dictée par son interaction
avec ses différents partenaires asso-
ciés au cytosquelette.

Finalement quelle est
la fonction biologique de Trio ?

Le rble exact de la protéine Trio
chez les mammiféres est encore mal
compris, mais I'analyse de différents
modeles génétiques chez les inverté-
brés permet d’envisager une fonction
essentielle de Trio dans la physiolo-
gie neuronale chez I'adulte et au

Extracellulaire LAR

Intracellulaire

GEF1 SH3-1

GEF2

Motifs spectrine

o ][] .

SH3-2 Ig Kinag

Remodelage du cytosquelette actinique

Figure 3. Les partenaires de Trio. Trio participe a des complexes multipro-
téiques associés au cytosquelette actinique. En utilisant différentes
approches, il a été montré que Trio se lie, par son domaine GEF1, a des pro-
téines liant I'actine telles que la filamine et une nouvelle protéine Tara. Ces
interactions semblent jouer un réle dans le remodelage du cytosquelette
d’actine. Trio interagit également, par son domaine Ig, avec la GTPase RhoA
ce qui permet probablement d’amplifier le signal activé par le domaine
GEF2.
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cours du développement, en particu-
lier dans le guidage axonal. Dans ce
processus, la croissance des axones
vers leur cible appropriée est déter-
minée par la détection des molécules
de guidage par la structure spéciali-
sée présente au bout de I'axone, le
cbne de croissance. Les cones de
croissance répondent aux signaux
attractifs par la production de struc-
tures actiniques, dont la formation
est dépendante de I’activité des
GTPases Rho [22].

L’analyse du mutant unc-73 (pour
uncoordinated) chez le nématode C.
elegans révele des mutations dans un
géene dont I’organisation structurale
ressemble fortement & Trio, sauf
dans sa partie C-terminale ou un
domaine fibronectine de type IlI
(Fnlll) remplace le domaine kinase
(figure 2). Les mutants unc-73 présen-
tent de nombreux défauts de migra-
tion des cellules neuronales, mais
aussi de guidage et de fasciculation
des axones [23].

Plusieurs études indépendantes ont
identifié I'orthologue de Trio chez la
drosophile [24-27]. Drosophila Trio
(D-Trio) a été en particulier isolé
par un crible permettant d’identifier
des genes impliqués dans le guidage
axonal des cellules photoréceptrices
de I'ceil [24]. D-Trio posséde une
forte homologie avec la protéine
Trio humaine, mais se termine apres
le deuxieme domaine PH et ne pos-
sede donc pas le domaine kinase
(figure 2). L’activité du domaine
GEF1 de D-Trio, par sa capacité a
activer Rac, est essentielle pour une
navigation correcte des axones dans
ce systeme, alors que I’activité du
GEF2 n’est pas requise. Ceci indique
que le premier domaine GEF de D-
Trio a un rdéle majeur dans le gui-
dage axonal en stimulant la voie de
signalisation de Rac, ce qui avait été
également observé dans le cas de
unc-73. De plus, D-Trio interagit
génétiquement avec d’autres genes
dont les produits ont été impliqués
dans le guidage axonal, tels que la
kinase effectrice de Rac, PAK (p21-
activated kinase), et I’adaptateur
moléculaire Dock [24] (figure 4).
Sachant que PAK est recrutée a la
membrane plasmique par sa liaison
avec Dock, il est tentant de proposer
qgu’une fois PAK recrutée a la mem-
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Figure 4. Fonction de Trio dans le guidage axonal chez la drosophile. L’ana-
lyse des données génétiques chez C. elegans et la drosophile a permis
d’envisager une fonction essentielle des orthologues de Trio dans le guidage
axonal. Ce processus requiert uniquement I’activité du GEF1. D-Trio interagit
génétiquement avec la kinase effectrice de Rac, PAK, et I'adaptateur molécu-
laire Dock pour assurer un guidage axonal correct. Le modéle le plus pro-
bable est qu’une fois PAK recrutée a la membrane par Dock, elle soit activée
par Trio via Rac. Il semble de plus exister une coopération entre la voie
Trio/Rac/PAK et celle impliquant LAR et son substrat Abl, qui sont aussi des
acteurs du guidage axonal chez la drosophile. La fonction du GEF2 reste
encore obscure, mais des données récentes suggeérent que celui-ci pourrait
étre impliqué dans la morphologie dendritique, via I’activation de RhoA.

brane plasmique, elle soit activée par
D-Trio via Rac.

Si le réle du premier domaine GEF
de Trio semble étre prépondérant
dans le contréle du guidage axonal
par D-Trio, celui du second domaine
reste obscur. Cependant, dans les
mutants trio chez la drosophile, on
observe chez I'adulte une extension
anormale des dendrites au niveau
d’une structure particuliére du cer-
veau, les corps pédonculés, et ce phé-
notype est tout a fait similaire a celui
observé dans des mutants de la
GTPase RhoA [27]. Ainsi, D-Trio
activerait Rac via son premier
domaine GEF pour contrdler le gui-
dage axonal, et activerait RhoA via
son second domaine pour contrler
la morphologie dendritique.

Sachant que Trio a été isolé grace a
son interaction avec la tyrosine phos-
phatase LAR, il est intéressant de
noter que les mutants de I’ortho-
logue de LAR chez la drosophile,
dlar, présentent des défauts iden-
tiques & ceux de D-Trio au niveau de
I’extension des moto-neurones et
que ces deux protéines pourraient
participer a la méme voie de signali-
sation [13, 26, 28]. D’autre part, D-
Trio a été également identifié au
cours d’un crible génétique visant a

isoler des génes participant a la voie
de transduction de la tyrosine kinase
Abl, qui est un substrat de la tyrosine
phosphatase DLAR [25]. Toutes ces
données suggerent que D-Trio, via
I’activité de son GEF1 ou GEF2,
puisse faire le lien entre le complexe
DLAR/ABL et la voie de signalisation
Rac (figure 4). Cependant, D-Trio ne
possedant pas le domaine kinase qui
est responsable de I’interaction
LAR/Trio chez les mammifeéres, il est
possible que D-Trio et DLAR partici-
pent a des voies de signalisation com-
munes aboutissant au contréle du
guidage axonal, mais sans interaction
directe entre les deux protéines.

Plus récemment, le géne codant
pour Trio a été invalidé chez la souris
[29]. Les embryons trio~ meurent
au cours de I’embryogenése tardive
entre le stade embryonnaire 15.5 et
la naissance. L’analyse des embryons
montre un défaut de la myogéneése,
puisque certaines myofibrilles des
muscles squelettiques présentent une
structure sphérique inhabituelle. De
plus, la vague de différenciation mus-
culaire correspondant a la myoge-
nése secondaire ne semble pas se
produire chez les embryons trio~-,
Peu d’informations sont connues a

I’heure actuelle sur le role exact de m———
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Trio dans la différenciation muscu-
laire, mais le réle présomptif de Trio
dans ce processus est cohérent avec
I’observation selon laquelle les
GTPases de type Rho semblent jouer
un roéle crucial dans ce phénomene.
Il reste toutefois a montrer que le
défaut présenté par les embryons
trio”~ est bien dd a une altération de
I’activation des GTPases cibles de
Trio.

La perte de I’expression de Trio pro-
voque également des anomalies du
développement du cerveau, mais
celles-ci sont relativement peu
séveres compte tenu des résultats
obtenus chez les invertébrés. En
effet, on note une désorganisation de
la région de I’hippocampe et du
bulbe olfactif, mais I’organisation
globale du cerveau de ces embryons
est peu affectée.

Une hypothése possible pour expli-
quer le faible effet de I'absence de
Trio sur le développement cérébral
est I’existence d’une redondance
fonctionnelle avec des protéines de
la méme famille. En effet, chez les
mammiféres, la kalirine chez le rat et
son orthologue Duo/Duet chez
I’homme ont une organisation struc-
turale trés similaire a celle de Trio
[30-32] (figure 2). L’expression de la
kalirine est restreinte au cerveau
adulte, et une étude récente a mon-
tré qu’elle serait impliquée dans le
remodelage du cytosquelette d’actine
dans les dendrites de neurones corti-
caux, réglant ainsi leur morphologie
[33]. Au vu de ces données, on peut
envisager que le phénotype relative-
ment atténué observé dans le cerveau
des embryons trio~- soit d0 a une
redondance fonctionnelle avec la
kalirine.

Conclusions

Trio est donc une molécule tout a
fait intéressante par sa capacité a
contrdler I'activité des GTPases Rho
sur le cytosquelette d’actine. Elle
semble contrdler trés finement I’acti-
vation des GTPases grace a sa liaison
a ses partenaires du cytosquelette.
Pour I’instant, seul le premier
domaine GEF semble jouer un réle
majeur dans la fonction de Trio,
alors que la fonction du second

ms=sees dOmMaine reste encore obscure.
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Sachant que les GTPases cibles de ces
deux domaines GEF activent des
voies de signalisation antagonistes, il
est probable qu’ils ne sont pas actifs
en méme temps. En outre, I'activité
des domaines GEF de Trio est proba-
blement réglée par la fonction des
nombreux autres domaines de Trio,
comme le domaine kinase et les
motifs SH3. On peut suspecter qu’ils
permettent & Trio d’intégrer d’autres
signaux permettant de moduler
I’activation des GTPases Rho m
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