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I. Introduction 

Dans la seconde partie de ma thèse je me suis intéressée aux mécanismes de régulation du 

facteur d’échange EFA6. EFA6 est le premier facteur d’échange spécifique de la petite 

protéine G Arf6 à avoir été identifié. Il existe 4 isoformes d’EFA6 qui partagent la même 

structure. Celle-ci consiste en un domaine N-terminal très peu conservé et dont le rôle est 

encore indéterminé, un domaine Sec7 qui est responsable de l’activité catalytique de cette 

protéine, un domaine PH capable d’interagir avec les phospholipides permettant ainsi sa 

localisation à la membrane plasmique et un domaine C-terminal composé d’un domaine 

coiled-coil et de deux domaines riches en proline et responsable de la réorganisation du 

cytosquelette d’actine (Franco et al., 1999). Cet effet  du C-terminal est probablement du en 

parti à son interaction directe avec l’actine filamenteuse (Macia et al., 2008) et l’α-actinine 

(Sakagami et al., 2007). EFA6 a été décrit comme étant un acteur dans différents processus 

cellulaires. Elle intervient dans la mise en place de la polarité épithéliale en favorisant et 

stabilisant l’assemblage des jonctions serrées (Klein et al., 2008; Luton et al., 2004). Comme 

nous avons pu le voir précédemment EFA6 est également impliqué dans le trafic 

intracellulaire de différentes protéines membranaires telles que le récepteur à la 

transferrine (Franco et al., 1999), le récepteur 2- adrénergique (Macia et al., 2012) ou le 

canal potassique TWIK1 (Decressac et al., 2004). Nous avons mis en évidence qu’EFA6 

interagit directement avec l’endophiline (Boulakirba et al., 2014), une protéine importante 

dans l’endocytose, et que cette interaction participe à l’endocytose dépendante de la 

clathrine. Malgré les différentes études sur les fonctions d’EFA6, son mécanisme de 

régulation reste encore inconnu. En effet, pour assurer spécifiquement ses fonctions EFA6 

ne peut pas être constutivement actif mais doit l’être dans des conditions spatio-temporelles 

précises. Ainsi déterminer les mécanismes moléculaires qui contrôlent l’activation des 

facteurs d’échanges est essentiel pour comprendre l’ensemble des voies qu’ils régulent. 

Différentes études ont donc porté sur la détermination des mécanismes de régulation des 

facteurs d’échange et notamment du facteur d’échange ARNO (Hiester and Santy, 2013; 

Stalder et al., 2011). ARNO appartient lui aussi à la famille des facteurs d’échange à domaine 
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Sec7 et est impliqué dans la régulation des petites protéines G Arf lors des processus de 

migration et de changement de la morphologie cellulaire. Une étude menée par l’équipe du 

Dr Santy a mis en évidence un repli intramoléculaire au sein de la protéine ARNO (Hiester 

and Santy, 2013). Ce repli régule l’activité d’échange d’ARNO en contrôlant son association 

aux membranes phospholipidiques qui sont des cofacteurs pour l’activation des Arfs. En 

effet, ARNO a été décrit comme pouvant être sous une forme auto-inhibée, où le domaine C-

terminal polybasique,  en association avec la région linker entre le domaine Sec7 et le 

domaine PH sur laquelle il se replie, joue le rôle de pseudo-substrat et inhibe l’activité 

catalytique du domaine Sec7. Il a été mis en évidence que le domaine coiled-coil en N-

terminal se replie sur le reste de la protéine jouant un rôle dans l’auto-inhibition d’ARNO. Ce 

facteur d’échange a besoin de deux signaux distincts pour se retrouver dans une 

conformation pleinement active. Le premier signal permet la levée de l’inhibition par le 

pseudo-substrat et peut se faire par différents mécanismes seuls ou combinés. Il peut se 

faire par phosphorylation de la Sérine 392 du domaine polybasique par la protéine PKC 

(Protein Kinase C). L’interaction de la petite protéine G Arf6 sous sa conformation activée 

avec le domaine PH d’ARNO permet le recrutement de ce dernier à la membrane plasmique 

et a été montré comme favorisant la dissociation du pseudo-substrat. Ce premier signal 

permet d’obtenir une forme intermédiaire. Le second signal permet d’interrompre 

l’interaction entre le domaine coiled-coil et le reste de la protéine et ainsi, obtenir une forme 

capable d’interagir avec les phospholipides de la membrane plasmique ce qui la rend 

totalement active. Cette étape nécessite la phosphorylation par la protéine Akt de la  

Thréonine 276 du domaine PH (Figure 38). Par analogie avec le facteur d’échange ARNO et 

dans le but de mieux comprendre le rôle d’EFA6 ainsi que la voie Arf6, nous nous sommes 

intéressés à ses mécanismes de régulation. 
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Figure 38: Schéma des mécanismes de régulation du facteur d’échange ARNO (Hiester and 

Santy, 2013). 

Le passage d’un état inactif à un état activé du  facteur d’échange ARNO est dépendant de 

son état de phosphorylation et de son interaction avec la protéine Arf6-GTP et les 

phospholipides.  
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II. EFA6 régule l’activation d’Arf1 et d’Arf6 par une boucle 

de rétrocontrôle négatif 

 

A. Introduction 

Les membres de la famille des facteurs d’échange à domaine Sec7, EFA6, BRAG et 

Cytohésine possèdent des domaines N-terminaux divergents mais partagent une 

organisation commune. En effet ils sont composés d’un domaine Sec7 qui stimule l’échange 

GDP/GTP, suivi d’un domaine PH capable de lier les phospholipides membranaires et de 

réguler différentes fonctions. Dans cet article en collaboration avec l’équipe du Dr Jacqueline 

Cherfils, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de régulation du facteur d’échange 

EFA6 par son domaine PH-C-terminal. Pour cela des expériences reconstituant l’activité 

d’échange GDP/GTP d’EFA6 sur les protéines Arfs ont été réalisées sur des membranes. 

L’activité d’échange du domaine Sec7 d’EFA6 seul ou combiné à son domaine PH-C-terminal 

sur les protéines Arf6 myristilées ou non ou ne possédant pas l’hélice α en N-terminal 

(Δ13Arf6) a été mesurée par la technique de fluorescence du tryptophane.  En effet, le 

tryptophane est un des acides aminés aromatiques composant les protéines et contribuant à 

la fluorescence intrinsèque de ces dernières. La fluorescence du tryptophane est utilisée 

pour suivre le changement de conformation des protéines Arf. Sur Arf6 comme sur Arf1 

deux tryptophanes ont été identifiés comme étant sensibles aux changements de 

conformation lors du cycle GDP/GTP et responsables d’une forte augmentation de la 

fluorescence intrinsèque que l’on observe. 

 

B. Résultats 

Dans un premier temps les expériences ont été réalisées en solution en présence du 

Δ13Arf6, qui est une forme soluble d’Arf6 car dépourvue de l’hélice N-terminal, et du 

domaine Sec7 ou des domaines Sec7-PH-C-terminal. Nous avons pu observer une faible 

activation du Δ13Arf6 par le domaine Sec7. En revanche nous constatons que la cinétique 

d’échange est augmentée par un facteur 7 par la construction Sec7-PH-C-terminal. Ces 
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expériences ont également été réalisées en présence de liposomes contenant de PIP2 sur de 

l’Arf6 myristylée (myr-Arf6). Dans ces conditions, on remarque également que la présence 

de liposomes stimule la cinétique d’activation de la protéine myrArf6 catalysée par le Sec7 et 

que cette stimulation est plus importante en présence du Sec7-PH-C-terminal. 

 Ces résultats mettent en évidence que, contrairement à ARNO, le domaine PH-C-terminal 

d’EFA6 n’est pas auto-inhibiteur sur son activité d’échange et que cette dernière est 

stimulée en présence de liposomes. La composition des liposomes joue un rôle important 

dans cet effet activateur. En effet des expériences complémentaires ont permis de 

démontrer que comparativement aux expériences réalisées en solution l’ajout de liposomes 

non chargés n’avait pas d’effet sur la cinétique d’activation d’Arf6. En revanche nous avons 

pu observer que l’ajout de vésicules composées de PIP2, de PhosphatydylSérine (PS) ou des 

deux potentialise fortement l’échange nucléotidique catalysé par EFA6.  

L’ensemble de ces résultats suggère que les protéines myrArf6 et Sec7-PH-C-terminal, 

capables d’interagir avec les phospholipides membranaires et notamment le PIP2, vont se 

retrouver colocalisées, avec une orientation optimale, au niveau des membranes. Cette 

réduction de dimensionnalité entre EFA6 et son substrat potentialiserait ainsi l’activation 

d’Arf6.      

De façon intéressante, cette étude a également montré qu’Arf6-GTP, le produit de la 

réaction catalysée par EFA6, joue un rôle dans le rétrocontrôle négatif de son facteur 

d’échange. En effet, on constate qu’en présence d’Arf6-GTP incubée préalablement avec les 

liposomes, l’effet catalytique d’EFA6 sur l’échange nucléotidique est inhibé. De plus cette 

inhibition est dose dépendante et est spécifique de l’isoforme Arf6. 

La suite du projet a porté sur la détermination du mécanisme par lequel Arf6-GTP induit son 

effet inhibiteur. Des expériences réalisées en solution ont montré que le Δ13Arf6-GTP n’a 

pas d’effet sur l’activation de Δ13Arf6-GDP par le Sec7 montrant qu’Arf6-GTP n’agit pas par 

une compétition pour la liaison du domaine Sec7.  Nous avons donc émis l’hypothèse que 

l’effet d’Arf6-GTP était dû à une interaction avec le domaine PH-C-terminal. Pour tester cette 

hypothèse des liposomes ont été incubés préalablement avec de l’Arf6-GTP puis des doses 

croissantes de PH-C-terminal purifié ont été ajoutées à ce mélange avant le début de la 

réaction catalysée par EFA6 Sec7-PH-C-terminal. Nous avons pu observer une diminution de 
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l’inhibition induite par Arf6-GTP en présence du domaine PH-C-terminal. Nous remarquons 

également que plus la concentration de PH-C-terminal est important plus l’inhibition induite 

par Arf6 est diminuée. Cette expérience met en évidence que le domaine PH-C-terminal est 

capable, de manière dose dépendante, de bloquer le rétrocontrôle négatif induit par Arf6-

GTP. Ces résultats suggèrent aussi que le domaine PH-C-terminal lève cet effet inhibiteur en 

séquestrant l’Arf6-GTP. 

Mon rôle dans ce projet a été de confirmer cette interaction entre le domaine PH-C-terminal 

d’EFA6 et Arf6-GTP. Pour cela j’ai réalisé une expérience de pull-down sur des lysats 

cellulaires surexprimant soit ArfQ67L soit Arf6T157N, deux formes liant principalement le 

GTP. Ainsi on a pu mettre en évidence que le domaine PH-C-terminal est capable d’interagir 

avec ces deux constructions d’Arf6 liées au GTP. Cette interaction a été confirmée par une 

expérience de co-sédimentation que j’ai réalisée à l’aide de domaine PH-C-terminal d’EFA6 

et d’Arf6-GTP non myristylée. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le domaine PH-C-

terminal d’EFA6, qui est principalement lié aux membranes, est capable de recruter Arf6-

GTP non myristylé, qui est principalement soluble, au niveau de liposomes. Cette expérience 

a ensuite été reproduite et confirmée par l’équipe du Dr Cherfils avec la protéine Δ13Arf6-

GTP. 

L’ensemble de ces résultats a permis de proposer un modèle selon lequel EFA6 serait régulé 

par un rétrocontrôle négatif induit par l’interaction de son produit Arf6-GTP avec son 

domaine PH-C-terminal.   
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C. Article 
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D. Conclusion 

Dans cette étude menée par l’équipe du Dr Cherfils et à laquelle j’ai pu participer, nous 

avons pu mettre en évidence que, contrairement au facteur d’échange ARNO, le domaine PH 

d’EFA6 ne possède pas d’effet inhibiteur sur son activité catalytique. Par ailleurs, nous avons 

constaté que sa présence potentialisait l’échange nucléotidique d’Arf6 myristylée catalysée 

par le domaine Sec7 sur des vésicules composées de PIP2 et de PS. De manière intéressante, 

nous avons également mis en évidence que l’activité catalytique de la protéine EFA6 est 

inhibée par son produit Arf6-GTP. Arf6-GTP, le produit de la réaction catalysée par EFA6, va 

réguler négativement l’activité de ce dernier en interagissant avec son domaine PH-C-

terminal. 

L’ensemble de ces résultats a permis de proposer un modèle selon lequel EFA6 serait régulé 

par un rétrocontrôle négatif induit par l’interaction de son produit Arf6-GTP avec son 

domaine PH-C-terminal.   

Les boucles de rétrocontrôle positif et négatif, comme celles régulant l’activité d’ARNO et 

d’EFA6, sont des phénomènes essentiels et nous pouvons imaginer qu’ils peuvent être 

couplés pour contrôler différentes voies de signalisation au sein des cellules. Dans notre 

modèle, EFA6 serait capable d’activer un pool d’Arf6 qui viendrait exercer un rétrocontrôle 

et inhiber son activité. Lorsque la protéine ARNO serait recrutée à la membrane plasmique, 

ce pool d’Arf6-GTP viendrait lever son auto-inhibition et ainsi permettre l’activation des 

protéines Arf1  et Arf6. Ce phénomène amplifierait l’effet activateur sur ARNO et l’inhibition 

sur EFA6 induite par Arf6-GTP. Dans ce modèle EFA6 et Arf6 serviraient à l’activation d’ARNO 

qui deviendrait le facteur d’échange le plus actif dans ces conditions. 

Toutefois il serait intéressant d’approfondir ces résultats et de déterminer les mécanismes 

moléculaires par lesquels Arf6-GTP et le domaine PH-C-terminal exercent leur effet 

inhibiteur.    
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III. Mécanismes de régulation du facteur d’échange EFA6 

 

A. Introduction 

Comme nous avons pu le voir dans l’introduction, les récepteurs couplés aux protéines G, 

suite à leur activation par leur ligand spécifique vont contrôler plusieurs voies de 

signalisation par l’intermédiaire de leurs protéines G hétérotrimériques. Cependant, afin que  

cette activation et la cascade de signalisation induite ne perdurent pas dans la cellule, les 

RCPGs activés vont être internalisés. Une fois internalisés les récepteurs vont être emmenés 

au niveau de compartiments intracellulaires endosomaux. Ils vont pouvoir être ensuite soit 

recyclés rapidement vers la membrane plasmique à partir des endosomes précoces, soit plus 

tardivement à partir des endosomes de recyclage. Sous stimulation prolongée par un 

agoniste ces récepteurs vont être dirigés vers les lysosomes et la voie de dégradation. La 

signalisation de ces récepteurs est un processus finement régulé au sein de la cellule. Cette 

régulation fait tout d’abord intervenir une protéine kinase de la famille des GRK. Les GRKs 

appartiennent à la famille des Sérine/Thréonine kinases et vont phosphoryler les RCPGs 

suite à leur activation. Cette phosphorylation va permettre d’augmenter l’affinité de ces 

récepteurs avec un deuxième acteur clé de leur désensibilisation : les arrestines. Les -

arrestines, qui sont ubiquitaires, ainsi recrutées vont permettre dans un premier temps le 

découplage entre le récepteur et les protéines G hétérotrimériques. Dans un deuxième 

temps les -arrestines vont permettre le couplage des récepteurs à internaliser avec la 

machinerie d’endocytose. En effet grâce à la libération de leur extrémité C-terminal induite 

par l’interaction avec les RCPGs activés, elles sont capables d’interagir avec la protéine 

adaptatrice AP-2 et la clathrine et ainsi permettre le recrutement des RCPGs dans les puits 

recouverts de clathrine. Une étude menée au laboratoire a également mis en évidence que 

les -arrestines, via leur domaine C-terminal, interagissent de manière simultanée avec EFA6 

et Arf6-GDP suite à l’activation du récepteur 2-adrénergique. Cette interaction est 

dépendante du ligand et facilite l’activation d’Arf6 par EFA6.  

Pendant la dernière partie de ma thèse je me suis donc intéressée à la régulation des 

interactions protéine-protéine dans ce complexe à trois partenaires que sont EFA6, Arf6 et la 
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-arrestine afin de mieux comprendre le rôle d’EFA6 et d’Arf6 dans le processus 

d’internalisation. 

  


