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Abréviations principales 

 

AP: Adaptor Protein 

Arf : ADP-rybosylation factor 

ARHGAP10: Rho GTPase Activating Protein 10 

ARNO: Arf nucleotide-binding site opener 

Arp: Arf-related protein 

Arp2/3: Actin Related Protein 2/3 

ATP: Adénosine Tri-Phosphate 

BAR: Bin Amphiphysin Rvs 

BHK: Baby Hamster Kidney 

Bin: Bridging interactor 

BSA: Bovine Serum Albumin 

Cc: Coiled Coil 

Cdc42: Cell division control protein 42 homolog 

CHO: Chinese hamster ovary 

CLIC/GEEC: Clathrin Independant Carrier/ GPI-AP (GlycosylPhosphatidylInositol Anchored Proteins) 

enriched Early Endosomal Compartments 

COP: coat protein 

Cpm: coups par minute 

C-ter: C-terminal 

Dnm1: Dynamin-related 1 

DTT: dithiothréitol 

EFA6: Exchange Factor for Arf6 

EGF: Epidermal growth factor 

EPAs: Endophilin Positive Assembies 

F-BAR: Fer-cyp4 Homology 

FEME: Fast Endophilin Mediated Endocytosis 

GAP : GTPase Activating Protein 

GBF1: Golgi-specific Brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1 

GDI: GDP Dissociation Inhibitor 

GDP: Guanosine DiPhosphate 

GFP: Green Fluorescent Protein 

GGA: Golgi-localising, Gamma-adaptin ear domain homology, ARF-binding proteins 

GPI: Glycosylphosphatidylinositol 

GRAF1: GTPase regulator associated with focal adhesion kinase-1 

GRK: G-protein Receptor Kinase 

GST Glutathione S-Transferase 

GTP: Guanosine TriPhosphate 



 
 

HEK: Human Embryonic Kidney cells 

HGF:Hepatocyte Growth Factor 

I-BAR: Inverted-BAR 

IL-2: Interleukine-2 

JIP: JNK interacting protein 

MMPs: Matrix MetalloProteinases 

Myr: myristillé 

NEDD9: Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-Regulated 9 

N-WASP: Neural Wiskott–Aldrich Syndrome Protein  

Pbr: poly basic region 

PH: Pleckstrin Homology 

PI3K: Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 

PI3P: PhosphatidylInositol-3-Phosphate 
PIP2: PhosphatidylInositol-4,5-diPhosphate 
PRD: Proline Rich Domain 

ProC: Proline C-terminal 

ProN: Proline N-terminal 

Proteins) enriched Early Endosomal Compartments 

PS: Phosphatydil-Sérine 

PSD: Pleckstrin And Sec7 Domain containing 

PTB: PhosphoTyrosine Binding 

PX: PhoX homology domain 

Rab: Ras-like protein in the brain 

Ran: Ras-like nuclear 

Rap: Ras-related proteins 

RCPG : Récepteurs Couplés aux Protéines G 

RFP: Red Fluorescent Protein 

Rho: Ras homolog gene family 

Rpm: rotation par minute 

Rvs: Reduced viability after starvation 

Ser/Thr: Sérine/Thréonine 

SH3: Src Homology domain 3 

SNX9: Sorting Nexin 9 

SVF: sérum de veau fœtal 

TGN: Trans-Golgi-Network 

TIR-FM: Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy 

WASH: Wiskott–Aldrich syndrome protein and SCAR homologe 

WAVE: Wasp family Verprolin homologous protein 
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Introduction 

 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à l’endocytose et au rôle du facteur d’échange 

EFA6 (Exchange Factor for Arf6) dans ce processus. Pour cela j’ai étudié les mécanismes 

moléculaires qui contrôlent son interaction avec ses partenaires et en particulier des 

protéines impliquées dans l’endocytose. Dans la première partie de cette introduction, je 

commencerai par décrire les différents types d’endocytose qui permettent l’internalisation 

de molécules à la surface de la cellule et je me focaliserai sur l’endocytose dépendante de la 

clathrine. La deuxième partie de mon introduction portera sur les protéines à domaine BAR 

(Bin/Amphiphysin/Rvs) et plus particulièrement l’endophiline sur laquelle j’ai travaillé 

pendant ma thèse. Dans une troisième partie, je m’intéresserai aux petites protéines G et je 

détaillerai la famille des protéines Arf (ADP-rybosylation factor) et notamment Arf6 qui est le 

substrat d’EFA6. Je décrirai ensuite des facteurs d’échange à domaine Sec7 et je finirai cette 

introduction en vous détaillant le facteur d’échange EFA6. 

 

I. L’endocytose 

Tous les organismes pluricellulaires sont composés de cellules capables de communiquer 

entre elles et avec leur environnement. En effet, les cellules peuvent émettre ainsi que  

recevoir, interpréter et répondre aux signaux émis par leur environnement tels que les 

hormones, les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs. Les protéines présentes à la 

membrane plasmique, comme par exemple les récepteurs et les canaux ioniques, sont des 

acteurs importants dans cette communication et dans la régulation de nombreuses voies de 

signalisation intracellulaires. Par conséquent, la régulation de la présence de ces protéines à 

la surface des cellules est un processus important pour le maintien de l’homéostasie 

fonctionnelle et structurale des cellules. Cette régulation se fait par une internalisation, 

appelée endocytose, et un recyclage de ces protéines membranaires.  
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L’endocytose est un processus permettant d’introduire à l’intérieur de la cellule du matériel 

extracellulaire ou présent à la surface de la cellule par l’intermédiaire de vésicules dérivées 

de la membrane plasmique. Cette endocytose est régulée par différents mécanismes qui 

font intervenir  des protéines adaptatrices et des manteaux protéiques distincts en fonction 

des molécules à internaliser. Ainsi on distingue deux grands types d’endocytose: 

l’endocytose indépendante de la clathrine et l’endocytose dépendante de la clathrine (Figure 

1)(Mayor and Pagano, 2007).  

 

 

 

Figure1 : Les différentes voies d’endocytose. 

L’internalisation de molécules à l’intérieur des cellules se fait par différentes voies 

d’endocytose. On retrouve l’endocytose dépendante de la clathrine, l’endocytose 

dépendante des cavéoles, l’endocytose indépendante de la clathrine et des cavéoles 

(CLIC/GEEC, flotiline, endophiline…) et l’endocytose à grande échelle (phagocytose, 

macropinocytose) 

 

 

Au cours de ma thèse, je me suis plus principalement intéressée à la voie d’endocytose 

dépendante de la clathrine (Figure 2).  
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A. L’endocytose  dépendante de la clathrine 
 

 

 

Figure 2: Représentation schématique de l’endocytose d’un récepteur couplé aux 

protéines G par la voie dépendante de la clathrine.  

L’endocytose dépendante de la clathrine permet l’internalisation de certains récepteurs 

dont les récepteurs couplés aux protéines G. Une fois activés, ces récepteurs se concentrent 

au niveau de puits en formation et lient les protéines adaptatrice et la clathrine. La 

dynamine et la synaptojanine sont ensuite recrutées et permettent respectivement la fission 

de la vésicule et le désassemblage du manteau de clathrne. 
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1. La clathrine 

 

Les vésicules recouvertes de ce manteau ont été découvertes dans les années 1970 et leur 

composant majeur fut isolé par Pearse et nommé clathrine (Pearse, 1976). Les vésicules 

recouvertes de clathrine existent dans toutes les cellules eucaryotes, des levures aux 

mammifères (Mueller and Branton, 1984).  

La clathrine est une protéine composée d'un trimère de chaînes lourdes chacune associée à 

une chaîne légère et nommé triskèle (Figure 3A) (Kirchhausen, 2000; Ungewickell and 

Branton, 1981). Les chaines lourdes possèdent un poids moléculaire de 190kDa et leur 

séquence est très conservée parmi les espèces (Keen, 1990). Elles se décomposent en 5 

domaines dont un domaine N-terminal globulaire, un domaine courbé nommé «genou» qui 

sépare la partie distale et proximale et une extrémité C-terminale (Figure 3B) (Fotin et al., 

2004). Les extrémités C-terminales de chacune des chaines lourdes se regroupent dans une 

région centrale pour former le triskèle. Chaque chaine lourde est en complexe, au niveau de 

son domaine proximal, avec une des chaines légères de 25kDa, LCa ou LCb codées par des 

gènes différents. Les chaines légères se décomposent en 3 domaines: un domaine conservé 

C-terminal séparé du domaine N-terminal par le domaine central en α hélice. Les triskèles de 

clathrine s'associent entre eux, par l’intermédiaire des jambes proximales et distales, 

permettant la formation de cages nécessaires à la déformation de la membrane plasmique 

(Figure 3C). Ce processus est hautement dynamique et va conduire à la formation 

d’invagination de la membrane plasmique de forme bulbaire et possédant un diamètre 

compris entre 80 et 100nm (Figure 4). 
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Figure 3: Molécule et cage de clathrine vue en microscopie électronique (Nathke et al., 

1992; Smith et al., 1998; Ungewickell and Branton, 1981).  
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Figure  4: Etapes de formation d’une vésicule recouverte de clathrine observées en 

microscopie électronique (Heuser et al., 1987; Perry and Gilbert, 1979). 
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2. Les protéines adaptatrices 

 

Les protéines adaptatrices lient les cargos destinés à être internalisés pour les concentrer au 

sein des vésicules. Il existe deux types majeurs de complexe adaptateur à la clathrine: les 

complexes hétérotétramériques de protéines adaptatrices AP et la protéine monomérique 

GGA (Golgi-localising, Gamma-adaptin ear domain homology, ARF-binding proteins). 

 La famille des AP est composée de quatre protéines différentes : AP-1, AP-2, AP-3 et AP-4. 

 

 Figure 5 : Représentation schématique des protéines adaptatrices de la famille AP 

(adaptée de (Mattera et al., 2011)). 

Les 4 isoformes de la famille AP sont composés d’une grande sous-unité β, d’une sous-unité 

variable, d’une sous unité intermédiaire μ et d'une petite sous-unité ζ. 
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La famille des AP est composée de quatre protéines différentes : AP-1, AP-2, AP-3 et AP-4. 

Elles sont formées des complexes hétérotétramériques d'environ 300kDa composés de deux 

grandes sous-unités (~100 kDa): une sous-unité β et une sous-unité variable (γ pour AP-1, α 

pour AP-2, δ pour AP-3 et ε pour AP-4); d'une sous-unité intermédiaire μ (~50 kDa) et d'une 

petite sous-unité ζ (~17 kDa) (Figure 5). L’ensemble de ces protéines possède une structure 

commune qui consiste en un large corps et deux charnières flexibles aboutissant à deux 

« oreilles » carboxy-terminale (Collins et al., 2002). Les protéines AP-1 et AP-2 sont les 

premières à avoir été découvertes. Elles sont toutes les deux présentes dans les puits 

recouverts de clathrine, au niveau du TGN (Trans-Golgi-Network) et des endosomes pour AP-

1 et au niveau de la membrane plasmique pour AP-2. Les protéines AP-3 et AP-4 possèdent 

la même localisation que le complexe AP-1 mais ne sont pas retrouvées au niveau des puits 

recouverts de clathrine (Robinson and Bonifacino, 2001). Des expériences ont également mis 

en évidence que les protéines AP-1 et AP-2 possèdent au niveau de leurs sous unités µ des 

sites de reconnaissance pour les motifs YXX  et NXX  ( étant un résidu hydrophobe), 

présent au niveau de l’extrémité C-terminale des protéines membranaires empruntant la 

voie clathrine (Traub, 2009). De plus, elles possèdent également des sites de 

reconnaissances pour les phosphoinositides. AP-1 interagit directement avec le PI(4)P 

(PhosphatidylInositol-4-Phospate) (Wang et al., 2003) et AP-2 interagit lui avec le PI(4,5)P2 

(PhosphatidylInositol-4,5-diPhospate) (Rohde et al., 2002). Ces protéines possèdent 

également au niveau de leur charnière des sites de liaison pour le domaine terminal de la 

chaine lourde de la clathrine. Leurs « oreilles » sont capables de lier des protéines 

accessoires qui vont permettre de réguler la formation du puits recouvert de clathrine, telle 

que l’auxiline (Owen et al., 1999).   
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Figure 6 : Protéine adaptatrice AP-2 impliquée dans l’endocytose dépendante de la 

clathrine (Jackson et al., 2010)). 

La sous-unité α est représentée en bleu, la sous-unité β est en vert, la sous unité μ est en 

violet et la sous-unité ζ en turquoise. 

  



12 
 

Il existe trois isoformes de GGAs chez les mammifères et deux chez les levures. Elles 

partagent une organisation commune. Elles sont composées au niveau N-terminal d’un 

domaine VHS (Vps27p, Hrs, and STAM) responsable de la reconnaissance du cargo, d’un 

domaine GAT (GGA and TOM1) permettant l’interaction entre les GGAs et les proteins Arfs 

activées, d’une région variable possédant un site de reconnaissance à la clathrine et d‘un 

domaine homologue à « l’oreille » de la γ-adaptine au niveau C-terminal recrutant des 

protéines accessoires régulant l’endocytose dépendante de la clathrine. Les GGAs sont 

impliquées dans le transport vésiculaire du TGN vers les endosomes et les lysosomes 

(Bonifacino, 2004). 

 

3. La dynamine 

 

Après la formation du puits d'endocytose recouvert du complexe AP-2/clathrine, la vésicule 

va devoir se dissocier de la membrane plasmique afin d'être internalisée. La première 

protéine à avoir été décrite comme impliquée dans le mécanisme de fission membranaire 

fut la dynamine (Damke et al., 1994; van der Bliek et al., 1993). La dynamine est une 

protéine de 100kDa possèdant une activité GTPasique. Il existe 3 gènes de cette protéine 

chez les mammifères Dyn1, Dyn2, et Dyn3 codant pour une multitude de variants d’épissage. 

La dynamine 1 est majoritairement exprimée au niveau des neurones (Ferguson et al., 2007), 

la dynamine 3 est retrouvée au niveau des testicules (Vaid et al., 2007) alors que la 

dynamine 2 est quant à elle ubiquitaire (Warnock et al., 1997). La dynamine est composée 

d’un domaine liant le GTP en N-terminal, un domaine PH (Pleckstrin Homology) capable de 

lier les phospholipides (Salim et al., 1996) et d’un domaine C-terminal. Ce dernier comporte 

un domaine GED (GTPase Enhancing Domain), capable de se lier au domaine N-terminal et 

de stimuler son activité GTPase intrinsèque (Muhlberg et al., 1997), et un domaine riche en 

proline (PRD) capable de lier la majorité des partenaires de la dynamine (Ringstad et al., 

1997). Il existe également une dynamine impliquée dans la fission des mitochondries. Cette 

protéine est appelée Dnm1 (Dynamin-related 1)  chez les levures  (Bleazard et al., 1999) et 

Drp1 (Dynamin-related protein 1) chez les mammifères (Imoto et al., 1998; Shin et al., 1997; 

Smirnova et al., 1998). Les dynamines mitochondriales partagent la même structure à 

l’exception du domaine riche en proline qui est absent et du domaine PH qui est remplacé 
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par une séquence appelée Insert B (Figure 7A). La dynamine va se polymériser autour du cou 

de la vésicule et permettre, de par son activité GTPasique, la fusion des membranes et la 

scission de la vésicule (Figure 7B) (Morlot and Roux, 2013).  

 

Figure 7: Représentation schématique de l’organisation en domaine et  du mode d’action 

de la dynamine. 

La dynamine se polymérise autours du cou de la vésicule en formation et par construction 

permet sa libération au sein de la cellule. 

Domaine G : domaine liant le GTP 

PH: Pleckstrin Homology 

GED: GTPase Enhancing Domain 

PRD: Proline Rich Domain  
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4. La synaptojanine 

 

Les phospholipides membranaires sont des régulateurs pléiotropes de l’assemblage et du 

désassemblage du manteau de clathrine. De ce fait, la synaptajanine, une 

polyphosphoinositides phosphatase joue un rôle important dans l’endocytose dépendante 

de la clathrine (Cremona et al., 1999; McPherson et al., 1996). Il existe deux synaptojanines 

chez l’Homme, la synaptojanine 1 spécifique du cerveau et la synaptojanine 2 exprimée dans 

différents tissus comme le cœur, les poumons et les reins. Elles sont composées de deux 

domaines phosphatases distincts (McPherson et al., 1996; Rivas et al., 1999), un domaine 

homologue à Sac1 en N-terminal qui agit sur le PI(3)P, le PI(4)P et le PI(3,5)P2 (Rivas et al., 

1999) et un domaine  inositol 5′-phosphatase qui agit sur le PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 (Chang-

Ileto et al., 2011; Cremona et al., 1999). Elles possèdent également un domaine C-terminal 

dont la séquence diverge entre la synaptojanine 1 et la synaptojanine 2. Ce domaine est 

composé de séquences riches en Proline qui leur permettent d’interagir avec les domaines 

SH3 (Src Homology domain 3) de partenaires impliqués, entre autre, dans l’endocytose 

dépendante de la clathrine, comme l’amphyphysine (David et al., 1996) et l’endophiline (de 

Heuvel et al., 1997; Ringstad et al., 1997) que je détaillerai dans un prochain paragraphe. 

L’épissage alternatif de ce domaine donne naissance à deux isoformes pour la 

synaptojananine 1, une forme courte à 145KDa et une longue à 170KDa (McPherson et al., 

1996) possédant une extrémité C-terminale supplémentaire qui interagit avec le complexe 

adaptateur AP-2 et la clathrine. Une étude a mis en évidence que l’endophiline recrute dans 

les étapes tardives de l’endocytose dépendante de la clathrine l’isoforme 145KDa (Milosevic 

et al., 2011; Perera et al., 2006) qui va permettre par déphosphorylation des phospholipides 

membranaires le désassemblage du manteau protéique. L’isoforme 170KDa est recruté plus 

précocement (Milosevic et al., 2011; Perera et al., 2006). L’arrivée de la forme longue au 

niveau des puits recouverts de clathrine, où elle semble jouer un rôle dans leur maturation, 

précède celle de l’endophiline et de la dynamine et dépend de son extrémité C-terminal.  

Chez les souris KO pour la synaptojanine 1 on observe au niveau des terminaisons nerveuses  

une accumulation de vésicules internalisées recouvertes du manteau de clathrine, 

confirmant son rôle dans le désassemblage de ce manteau protéique (Cremona et al., 1999; 
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Luthi et al., 2001).  Néanmoins des études suggèrent que la synaptojanine 1 participe en 

collaboration avec la dynamine à l’étape de fission des vésicules (Chang-Ileto et al., 2011). 

 

La voie d’endocytose dépendante de la clathrine est la voie la plus étudiée et la mieux 

comprise à l’heure actuelle. Ce phénomène est présent chez tous les eucaryotes et les 

protéines impliquées dans ce processus sont très conservées. Cette voie est empruntée par 

un grand nombre de récepteurs transmembranaires. Ces récepteurs sont subdivisés en deux 

catégories en fonction de leur mode d’internalisation. On distingue ceux internalisés de 

façon constitutive, indépendamment de la liaison d’un ligand comme le récepteur à la 

transferrine, et ceux internalisés de manière régulée. Ces derniers nécessitent la fixation de 

leur ligand pour être internalisés et sont généralement impliqués dans la transmission de 

signaux intracellulaires. C’est le cas de certains récepteurs couplés aux protéines G sur 

lesquels je me focaliserai dans ce manuscrit. 

 

5. Les récepteurs couplés aux protéines G 

 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la famille de protéines la plus 

grande et la plus hétérogène chez les mammifères (Fredriksson et al., 2003; Takeda et al., 

2002). Ils représentent environ 1% du génome et contrôlent les grandes fonctions de 

l’organisme telles que la vision, l’olfaction ou encore la neurotransmission.  Les RCPG sont 

des protéines à 7 domaines transmembranaires (Li et al., 2004; Schertler et al., 1993) qui, 

suite à leur stimulation, vont permettre le transfert de l’information à travers la membrane 

cellulaire. Ils sont activés par les photons ou par une multitude de ligands endogènes ou 

exogènes comme des peptides, des acides aminés, des hormones et des ions. Une fois 

activés, ces RCPGs vont changer de conformation, lier et activer une famille de protéines: les 

protéines G hétérotrimériques. Celles-ci sont composées de trois sous-unités : la sous-unité 

α, qui se lie au GDP à l’état inactif et au GTP quand elle est activée, et les sous-unités β et γ. 

Les protéines G hétérotrimériques, qui sont liées à l’état inactif, se dissocient en deux 

complexes suite à leur activation. On retrouve la sous-unité Gα liée au GTP et les sous-unités 

Gβγ (Figure 8). Ces deux parties modulent la concentration de messagers secondaires 
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intracellulaires et régulent ainsi différentes voies de signalisation afin de répondre au 

stimulus reçu.  

 

 

 

Figure 8: Schéma de l’activation des protéines G héterotrimeriques par les RCPGs. 

Une fois activés par leurs ligands, les RCPG changent de conformation. Ceci leur permet de 

lier et d’activer les protéines G hétérotrimériques. Ces dernières se dissocient en une sous-

unité Gα liée au GTP et les sous-unités G β et γ et activent ainsi différentes voient de 

signalisation. 
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6. Les GRKs (G-protein Receptor Kinase) 

 

Cependant l'activation et la cascade de signalisation induites par la fixation du ligand sur le 

récepteur ne peuvent pas perdurer dans la cellule afin d’éviter les effets néfastes d’une 

stimulation prolongée du récepteur. C'est pourquoi l’activité de ces récepteurs est finement 

régules. En effet, après stimulation, les RCPGs sont phosphorylés par des protéines kinases, 

les GRKs (G-protein Receptor Kinase) qui sont des protéines clés dans la désensibilisation des 

RCPGs. Les GRKs appartiennent à la famille des sérine/ thréonine kinase. A ce jour, 7 GRKs 

ont été décrites et subdivisées en 3 sous-familles en fonction de leur homologie de 

séquence : la famille des kinases visuelles (GRK1 et GRK7), la famille des kinases des 

récepteurs -adrénergiques (GRK2 et GRK3) et la famille GRK4 (GRK4, GRK5 et GRK6). 

 

 

 

Figure 9: Organisation de la structure en domaines des GRKs (G-protein Receptor Kinase) 

(adapté de (Sato et al., 2015)). 

Domaine RH: Regulator of G-protein signaling (RGS) Homology domain 

Domaine PH: Pleckstrin Homology 
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GRK Expression GPCRs Ciblés  

1 Rétine Rhodopsine 

2 Ubiquitaire, cœur Récepteurs -adrénergiques, 

angiotensine II type 1 

3 Ubiquitaire, 

épilthélium olfactif 

Récepteur α1-adrénergique, 

Thrombine, récepteurs 

muscariniques M2 et M3 

4 Testicules, rein, cerveau Dopamine 1 

5 Ubiquitaire, cœur Récepteurs -adrénergiques, 

angiotensine II type 1, 

récepteur muscarinique M2 

6 Ubiquitaire Récepteurs aux chimiokines 

4, dopamine 2 

7 Rétine Opsines 

 

 Tableau 1 : classification des GRKs exprimées chez les mammifères (adapté de (Belmonte 

and Blaxall, 2011)). 

 

  

 Ces kinases sont exprimées de manières ubiquitaires à l’exception de GRK1 et GRK7, 

exprimées au niveau de la rétine, et de GRK4 localisée dans les testicules (Tableau 1). Les 

GRKs partagent une architecture commune. Elles sont composées d’un domaine central 

catalytique entouré d’un domaine N-terminal et d’un domaine C-terminal de taille variable. 

Le domaine N-terminal est très conservé et semble être important pour la reconnaissance 

du substrat (Garcia-Higuera et al., 1994; Murga et al., 1996). Il possède un domaine 

d’homologie aux protéines régulatrices de la signalisation des protéines G, nommé domaine 

RH (Regulator of G-protein signaling (RGS) Homology domain) (Carman et al., 1999; Dhami et 

al., 2002; Sallese et al., 2000). Le domaine C-terminal est la région la plus divergente dans la 

famille des GRK et contribue à leur localisation sub-cellulaire et à leur translocation 

dépendante de l’agoniste à la membrane plasmique (Kohout and Lefkowitz, 2003; Pitcher et 

al., 1992; Reiter and Lefkowitz, 2006). En effet le domaine C-terminal des protéines GRK2 et 
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3 est composé d’un domaine PH capable d’interagir avec les phospholipides de la membrane 

plasmique et un site de reconnaissance pour la sous-unité Gβγ (Figure 9) (Koch et al., 1993). 

Les RCPGs, suite à leur activation, sont phosphorylés sur des résidus sérine et thréonine 

présents dans la queue cytoplasmique ou de la troisième boucle intracellulaire des 

récepteurs. Cette phosphorylation va permettre d’augmenter l’affinité des RCPGs pour les 

arrestines et ainsi permettre la liaison de cette dernière.  

 

7. Les arrestines 

 

Les arrestines agissent comme des cofacteurs des GRKs pour désensibiliser les RCPGs. La 

famille des arrestines est composée de 4 protéines cytosoliques. On retrouve ainsi deux 

arrestines visuelles exprimées dans la rétine, la V-arrestine et l’arrestine-C exprimées 

respectivement au niveau des cellules en bâtonnets et en cônes. A celles-ci s’ajoutent deux 

arrestines exprimées de manière ubiquitaire, la -arrestine1 (ou arrestine2) et la -arrestine 

2 (ou arrestine3). Les -arrestines sont composées de deux domaines majeurs, le domaine N 

et le domaine C auxquels s’ajoute un cœur polaire stabilisé par une queue carboxy-terminale 

qui bloque la molécule dans sa conformation inactive (Figure 10) (Moore et al., 2007; Shilton 

et al., 2002). En se liant à l'extrémité C-terminale des RCPGs, elles permettent, par 

compétition, le découplage du récepteur et des protéines G et par conséquent terminent le 

signal de transduction induit par la liaison du ligand. Après avoir découplé le récepteur des 

protéines G, les β-arrestines dirigent ensuite les RCPGs vers la machinerie d'endocytose 

dépendante de la clathrine. En effet, la liaison des -arrestines aux récepteurs semble libérer 

leur extrémité C-terminale qui va leur permettre d’interagir avec la chaine lourde de la 

clathrine ainsi que la protéine adaptatrice AP-2 (Figure 11) (Moore et al., 2007; Shilton et al., 

2002). 
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Figure 10: Représentation schématique de la structure 3D de la -arrestine bovine dans sa 

configuration inactive (Han et al., 2001). 

Les couleurs varient du bleu au niveau du domaine N-terminal au rouge au niveau du 

domaine C-terminal. 
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Figure 11 : Modèle d’activation de la -arrestine après liaison au RCPG activé. 

Les RCPGs activés sont phosphorylés par les protéines kinases GRK permettant ainsi le 

recrutement et la liaison de la β-arrestine aux récepteurs. La β-arrestine activée se change 

de conformation et libère ses sites de liaison pour la protéine adaptatrice AP-2 et la 

clathrine. 
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B. L’endocytose dépendante des cavéoles 
 

L’endocytose indépendante de la clathrine a initialement été décrite comme étant le 

processus utilisé par les toxines bactériennes pour pénétrer les cellules. Au cours de ces 

dernières années les études sur cette voie d’internalisation se sont multipliées. Il existe 

plusieurs types d’endocytose indépendante de la clathrine qui sont soit constitutifs, soit 

déclenchés  par un signal spécifique, soit détournés par des pathogènes.  

La voie cavéole représente la voie d’endocytose indépendante de la clathrine la mieux 

étudiée. Elle fut décrite pour la première fois en 1953 par George E. Palade (Palade, 1953). 

Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique, en forme d’oméga et 

recouvertes de structures striées ou en spirale (Figure 12). Leur morphologie particulière 

leur permet de se distinguer facilement des puits recouverts de clathrine. Elles sont 

abondantes dans de nombreuses cellules eucaryotes et en particulier dans les cellules 

endothéliales, les fibroblastes, les cellules musculaires et les adipocytes (Nassoy and Lamaze, 

2012). Les vésicules formées ont une taille comprise entre 50 et 80nm de diamètre (Parton 

and Simons, 2007). Les cavéoles sont caractérisées par leur association avec une famille de 

protéine liant le cholestérol, les cavéolines (Rothberg et al., 1992) qui permettent en 

association avec une famille de protéines, les cavines, la mise en place et le maintien de ces 

structures. Il existe 3 isoformes de la protéine cavéoline codés par 3 gènes différents CAV-1, 

CAV-2 exprimées dans tous les tissus à l’exception du muscle squelettique et CAV-3 exprimé 

majoritairement au niveau du muscle strié (Parton and del Pozo, 2013). Les cavéolines sont 

composées d'un domaine C-terminal cytosolique, de deux domaines d'attachement aux 

membranes entrecoupés d'un domaine transmembranaire et d'un domaine 

d'oligomérisation (Cohen et al., 2004) (Figure 13). Les cavéoles sont composées de 140 à 150 

cavéolines 1 qui ont été décrites comme étant nécessaires et suffisantes à la formation de 

ces structures. Les cavéolines 1 et 2 vont s’associer entre-elles au niveau de l’appareil de 

Golgi pour former un microdomaine plat qui va ensuite migrer vers la membrane plasmique. 

 C’est alors que les cavines vont intervenir. Il existe 4 isoformes des cavines chez les 

mammifères, la cavine 1 qui comme la cavéoline 1 est essentielle à la formation de toutes 

les cavéoles, la cavine 2 et la cavine 3 enrcichies au niveau des poumons et du tissus adipeux 

et la cavine 4 qui est spécifique du muscle (Echarri and Del Pozo, 2015). Le  microdomaine 

des cavéolines va alors s’associer avec la cavine 1 pour former un complexe qui est essentiel 
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pour la formation des cavéoles. La cavine 1 va ensuite interagir soit avec la cavine 2 soit avec 

la cavine 3 en fonction du tissu dans lequel les cavéoles sont formées. 

La formation et la morphologie de ces structures sont également contrôlées par la Pacsin2 

une protéine à domaine F-BAR (Fer-cyp4 Homology) capable de lier et de déformer les 

membranes (Hansen et al., 2011). Des études ont mis en évidence que la Pacsin2 est capable 

d’interagir avec la cavéoline 1 et que la perte d’expression de la Pacsin2 dans les cellules 

entrainait une diminution de la densité des cavéoles. La Pacsin2 semble intervenir au niveau 

de la membrane plasmique dans le processus par lequel les microdomaines de cavéolines 

vont atteindre cette morphologie caractéristique des cavéoles. Le cholestérol, lui, joue un 

rôle dans la formation de ces cavéoles en contrôlant la transcription de la cavéoline 1 (Bist et 

al., 1997; Fielding et al., 1997). La fission des vésicules formées par les cavéoles se fait par 

l’intermédiaire de la dynamine. 

Cependant, le mécanisme précis par lequel les cavéolines s’associent entre elles et avec les 

autres partenaires pour former la structure caractéristique des cavéoles n’est pas 

entièrement compris. De plus, la voie des cavéoles ne possède pas de cargos spécifiques ce 

qui rend son étude compliquée. 

Des études récentes ont montré que les cavéoles, en plus de leur rôle dans l’endocytose, 

sont importantes pour la régulation de différentes voies de signalisation, pour l’homéostasie 

des lipides (Okamoto et al., 1998) et le maintien de l’intégrité de la membrane plasmique au 

cours de stress mécaniques. Des expériences ont mis en évidence que la perte d’expression 

par knockout des différentes protéines impliquées dans cette voie, et notamment celle de la 

cavéoline 1, entrainait une insulino-résistance et des défauts de signalisation de l’insuline 

chez les souris (Cohen et al., 2003). On constate également des problèmes de vascularisation 

en absence de cavéoles, compliquant les études visant à déterminer le mécanisme à l’origine 

de ce phénotype insulino-résistant. Des mutations de la cavéoline 1 ont été décrites chez 

l’homme. On constate chez ces sujets, de manière similaire aux souris, une lipodystrophie et 

une insulino-résistance (Garg and Agarwal, 2008; Hayashi et al., 2009; Liu et al., 2008). Par 

ailleurs, les sujets possédant une mutation de la cavine 1, qui participe notamment à la 

formation des cavéoles au niveau du muscle cardiaque, développent entre autres des 

myopathies et des arythmies cardiaques (Ardissone et al., 2013).  

Des expériences de microscopie électronique ont mis en évidence que les cavéoles se 

retrouvent associées aux fibres de stress composées d’actine dans différentes lignées 
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cellulaires (Rothberg et al., 1992; Valentich et al., 1997) et que ce phénomène se faisait 

probablement par l’intermédiaire de la filamine A (Stahlhut and van Deurs, 2000; Sverdlov et 

al., 2009), un « cross-linker » de l’actine. Les forces mécaniques activent entre autres, au 

sein de la cellule, les protéines RhoA (Ras homolog gene family A), Erk (Extracellular signal-

regulated kinases), Akt et Enos (Endothelial Nitric Oxide Synthase) et les cavéoles ont été 

décrites comme jouant un rôle dans ce processus d’activation (Grande-Garcia et al., 2007). 

Les protéines Cavine 1 et Cavine 4 sont capables de réguler positivement RhoA qui est un 

acteur majeur dans la réorganisation du cytosquelette d’actine et le contrôle de la 

contractilité de l’actomyosine. Des expériences ont également mis en évidence que le 

désassemblage des cavéoles permettait aux cellules de répondre au stress mécanique (Sinha 

et al., 2011). L’exposition des cellules à un stress mécanique aigue entraine un 

désassemblage des cavéoles, une diminution de l’interaction entre les cavéolines et les 

cavines et une augmentation de la quantité de cavéolines libres à la membrane plasmique. 

 

 

 

 

Figure 12: Structure des cavéoles (Shaul and Anderson, 1998).  
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Figure 13: Représentation schématique des cavéolines (adaptée de (Cohen et al., 2004).  

La cavéoline est composée de différents domaines dont un transmenbrannaire et un 

domaine lui permettant de s’oligomériser.  
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C. L’endocytose indépendante de la clathrine et des cavéoles 
 

En plus de l’endocytose dépendante des cavéoles, d’autres voies d’internalisation clathrine 

indépendantes mais nécessitant l’action de la dynamine ont également été décrites. Ainsi, 

des études ont mis en évidence que le récepteur à l’interleukine-2 (IL-2) s’internalise par 

l’intermédiaire de petites invaginations de membranes non recouvertes de manteau 

(Lamaze et al., 2001; Sauvonnet et al., 2005; Subtil et al., 1994). Cette voie est dépendante 

du cholestérol et on retrouve ces invaginations au niveau de radeaux lipidiques (Lamaze et 

al., 2001). Ces vésicules possèdent une taille (50 à 100nm) et une concentration de 

récepteurs conservées, sous-entendant l’implication de protéines encore non identifiées 

dans le recrutement de ces récepteurs au niveau du site d’endocytose. Cette voie semble 

être également dépendante de la polymérisation de l’actine et des protéines RhoA et Rac1 

(Grassart et al., 2008; Lamaze et al., 2001; Sauvonnet et al., 2005). Le récepteur à l’EGF 

(Epidermal Growth Factor) a été décrit comme étant endocyté de manière clathrine 

dépendante. Néanmoins, il semblerait qu’en présence de concentration élevée d’EGF, ce 

récepteur emprunte également d’autres voies d’internalisation indépendantes de la 

clathrine et des cavéoles (Lund et al., 1990; Sigismund et al., 2005).  

 

D’autres voies indépendantes de la clathrine ont également été décrites dont la voie flotiline 

qui permet l’internalisation de phase fluide, de différentes protéines dont CD59 (Ait-Slimane 

et al., 2009) et également des protéoglycanes (Payne et al., 2007).  

On retrouve également la voie CLIC/GEEC (Clathrin Independant Carrier/ GPI-AP 

(GlycosylPhosphatidylInositol Anchored Proteins) enriched Early Endosomal Compartments). 

Cette voie permet, par l’intermédiaire de protrusion en forme de tubules, l’internalisation de 

protéines possédant une ancre GPI. Elle est dépendante du cholestérol et de sphingolipides 

(Chadda et al., 2007; Sharma et al., 2004) mais n’est pas associée à un manteau protéique 

(Kirkham et al., 2005). Des études ont également montré que l’actine est un acteur majeur 

de la régulation de cette voie initiée par le recrutement de GBF1 (Golgi-specific Brefeldin A-

resistance guanine nucleotide exchange factor 1) (Gupta et al., 2009), un facteur d’échange 

pour les petites protéines G de la famille Arf, qui va permettre par l’intermédiaire d’une voie 

de signalisation en aval d’Arf1 le recrutement de la machinerie de polymérisation de l’actine. 

Arf1 activé par GBF1 va recruter la protéine ARHGAP10 (Rho GTPase Activating Protein 10) à 
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la membrane plasmique (Kumari and Mayor, 2008) qui va réguler l’activité de la protéine 

Cdc42 (Cell division control protein 42 homolog) et permettre le recrutement de la protéine 

WASP (Wiskott–Aldrich Syndrome Protein) permettant la polymérisation de l’actine (Chadda 

et al., 2007). Il a également été mis en évidence le rôle d’une protéine à domaine BAR dans 

ce processus. La protéine GRAF1 (GTPase regulator associated with focal adhesion kinase-1) 

se trouve colocalisée avec les cargos de cette voie dans des cellules Hela (Lundmark et al., 

2008). De plus, par une approche de siRNA, il a été mis en évidence que la diminution 

d’expression de GRAF1 dans les cellules perturbait cette internalisation. Néanmoins son rôle 

précis n’est pas encore défini. GRAF1 pourrait agir en contrôlant l’activité de Cdc42 par 

l’intermédiaire de son domaine RhoGAP, mais pourrait également participer à la 

déformation de la membrane grâce à son domaine BAR (Figure 14). 

 

Figure 14: Représentation schématique de l’endocytose par la voie CLIC/GEEK (adaptée de 

Boisvert and Tijssen, 2012). 

La voie d’endocytose CLIC/GEEK fait intervenir des petites protéines G Arf1 et Cdc42 qui 
permettent le recrutement de la machinerie de polymérisation de l’actine et la protéine à 
domaine BAR GRAF1 qui pourrait participer à la déformation de la membrane plasmique.  
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D. L’endocytose à grande échelle 
 

Il existe également des voies d’endocytose à grande échelle qui permettent l’internalisation 

de molécules de grandes tailles dans des vésicules pouvant aller jusqu’à 2µm de diamètre. 

Ces voies regroupent la macropinocytose et la phagocytose. La macropinocytose est 

provoquée par la formation de protrusions membranaires qui vont fusionner pour former de 

grandes vésicules irrégulières, appelées macropinosomes (Johannes and Lamaze, 2002). Les 

macropinosomes sont des structures dynamiques qui permettent l’internalisation de 

molécules de grandes tailles comme par exemple des bactéries. La phagocytose, quant à 

elle, est utilisée par des cellules spécialisées comme les macrophages, les cellules 

dendritiques et les neutrophiles. Elle permet également l’internalisation de grosses 

molécules comme des bactéries ou des cellules à l’intérieur des phagosomes, médiée par 

différents récépteurs. Elle s’effectue à partir de pseudopodes qui vont s’étendre autour du 

corps étranger et l’englober (Flannagan et al., 2012). Les petites protéines G de la famille 

Rho, en régulant la machinerie de polymérisation de l’actine (Beemiller et al., 2010; Higgs 

and Pollard, 2000; Innocenti et al., 2005), jouent un rôle majeur dans ces deux processus. 

Par différentes voies de signalisation, les récepteurs à la surface des cellules vont permettre 

l’activation des protéines Rho, Rac et Cdc42. Ces dernières vont pouvoir ainsi recruter le 

complexe Arp2/3 qui va permettre le branchement de filaments d’actine au niveau du 

complexe de phagocytose (Figure 15).  
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Figure 15: Représentation schématique d’une voie d’endocytose à grande échelle : la 

phagocytose. 

Les petites protéines G de la famille Rho joue un rôle dans le processus de phagocytose en 

régulant la machinerie de polymérisation de l’actine. Ceci permet l’internalisation de grosses 

molécules par l’intermédiaire de pseudopodes qui vont s’étendre autours du corps étranger 

pour l’englober.  
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II. Les protéines à domaine BAR 

Les cellules eucaryotes sont caractérisées par une multitude de processus physiologiques 

impliquant la déformation de membrane, comme par exemple l’endocytose, l’exocytose, 

l’angiogenèse ou la migration cellulaire. Dans la majorité des cas le remodelage dynamique 

de la membrane nécessite l’association réversible de protéines possédant des capacités de 

déformation et notamment des protéines de la superfamille à domaine BAR. 

A. Structure 
 

Le domaine BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) a été identifié comme étant un domaine très 

conservé, partagé par les protéines de levure Rvs161 et Rvs167 (Reduced viability after 

starvation) et les protéines de mammifères Amphiphysin et Bin (bridging interactor) (David 

et al., 1994). Il est composés de 3 hélices α en coiled-coil qui se dimérisent (Peter et al., 

2004) et forment ainsi une surface chargée positivement qui va être capable d’interagir avec 

les phospholipides chargés négativement des membranes cellulaires. Ils sont généralement 

trouvés associés à un second site de liaison aux phospholipides comme une hélice α 

amphypatique, à un domaine PH ou un domaine PX (Phox homology domain) (Figure 16) 

(Safari and Suetsugu, 2012). Bien qu’il n’existe pas un motif de séquence caractéristique, au 

niveau structural les domaines BAR sont assez bien conservés. Ils possèdent une géométrie 

caractéristique en forme de «banane» leur permettant de sentir les courbures et/ou de 

déformer les membranes. Il existe 3 types différents de domaines BAR possédant des degrés 

de courbures variables: les domaines BAR/N-BAR, les domaines F-BAR (Fer-cyp4 Homology) 

et les domaines I-BAR (inverted) (Figure 17) (Frost et al., 2009; Qualmann et al., 2011). 
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Figure 16: Schéma de la structure 3D des différents domaines BAR (Henne et al., 2007). 
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Figure 17 : Schéma de la structure en domaines de différentes protéines à domaine BAR  

(adapté de (Safari and Suetsugu, 2012)). 

SH3: Src Homology domain 3 

PX: Phox homology domain 

PH: Pleckstrin Homology domain 

PTB: PhosphoTyrosine Binding 

PDZ: PSD95/Dlg1/Zo-1 

Ank: Ankyrin repeats 
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B. Fonctions 
 

Les protéines à domaine BAR possèdent également des domaines d’interaction protéine-

protéine, permettant l’association à différents partenaires nécessaires à leur fonction. Ainsi 

de nombreuses protéines à domaine BAR sont capables d’interagir via leur domaine SH3 

avec des protéines possédant des domaines riches en Proline, comme notamment les 

protéines N-WASP (Neural Wiskott–Aldrich Syndrome Protein), WASH (Wiskott–Aldrich 

syndrome protein and SCAR homologe) et WAVE (Wasp family Verprolin homologous 

protein) impliquées dans la polymérisation de l’actine (McMahon and Gallop, 2005). Les 

protéines à domaine BAR sont des régulateurs de la déformation de la membrane, 

intervenant aussi bien dans la formation d’invaginations que de protrusions. De nombreuses 

études ont mis en évidence que l’endophiline (Itoh and De Camilli, 2006; Peter et al., 2004) 

et la syndaptine (Wang et al., 2009), possédant respectivement des domaines N-BAR et F-

BAR, induisent la formation de tubules sur des liposomes. Les domaines I-BAR permettent la 

formation de filopodes. La protéine IPSp53, suite à son interaction avec Cdc42, est recrutée 

à la membrane plasmique et induit, grâce à sa courbure convexe et au recrutement des 

facteurs de polymérisation de l’actine, la formation des filopodes (Ahmed et al., 2010). 

De nombreuses protéines à domaine BAR sont impliquées dans l’endocytose dépendante de 

la clathrine. En effet, des études ont mis en évidence le rôle de ces protéines à différentes 

étapes de la formation de la vésicule. Ainsi la protéine FCHO (Fer/Cip4 Homology domain-

Only) semble impliquée dans les étapes précoces de la formation de la vésicule en 

s’associant au PIP2 et initiant la déformation de la membrane par l’intermédiaire de son 

domaine F-BAR (McMahon and Boucrot, 2011). Les protéines à domaine N-BAR 

amphiphysine, SNX9 (Sorting Nexin 9) et endophiline interviennent également dans ce 

processus de déformation membranaire mais aussi dans les étapes tardives en permettant le 

recrutement de la dynamine nécessaire à la fission de la vésicule. 

Au cours de ma thèse, je me suis plus particulièrement intéressée à l’endophiline. 
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Figure 18: Représentation schématique de l’interaction entre le domaine NBAR de 

l’endophiline et les phospholipides membranaires (Gallop et al., 2006).  
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Figure 19: Organisation en domaines des différents isoformes de l’endophiline (adapté de 

(Takahashi et al., 2009).  

Domaine SH3: Src Homology domain 3 
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C. L’endophiline  

 

1. Généralités 

 

L’endophiline est une protéine exprimée de manière ubiquitaire, mais est particulièrement 

abondante au niveau du cerveau.  Il existe deux sous-familles d'endophiline: l'endophiline A 

composée de l'endophiline A1, A2 et A3 codées par différents gènes; et l'endophiline B qui 

regroupe les endophilines B1 et B2 également codées par différents gènes (Kjaerulff et al., 

2011). L'endophiline possède trois domaines dont un domaine N-BAR lui permettant de se 

dimériser et de lier les phospholipides membranaires (Figure 18). Elle possède également un 

domaine intermédiaire de fonction inconnue et un domaine SH3 lui permettant d'interagir 

avec des domaines riches en proline (Figure 19).  

 

2. L’endophiline dans l’endocytose dépendante de la clathrine. 

 

Les endophilines sont impliquées dans l’internalisation de différents récepteurs, le recyclage 

des vésicules synaptiques, et différents processus nécessitant le remodelage de la 

membrane plasmique. Les endophilines ont initialement été étudiées pour leur implication 

dans l’endocytose clathrine dépendante. Elles semblent être impliquées dans de multiples 

étapes de ce processus, précocement, mais également à des étapes plus tardives. En effet, il 

a été montré que l'injection d'anticorps dirigés contre l'endophiline dans des synapses 

bloquait l’invagination des puits recouverts de clathrine (Ringstad et al., 1999). Ceci a pour 

conséquence une accumulation de puits recouverts de clathrine peu profonds  au niveau 

pré-synaptique et un blocage du recyclage des vésicules synaptiques. D’autre part, les 

mêmes résultats ont été obtenus par l'injection d'un peptide capable de lier le domaine SH3 

de l'endophiline ou du domaine SH3 lui même dans des synapses (Gad et al., 2000).  Ces 

résultats suggèrent que l'endophiline participe aux étapes de scission des vésicules, mais 

joue également un rôle majeur dans le désassemblage du manteau AP-2/clathrine et dans le 

recyclage. La leucine 215, présente au niveau de la troisième hélice α, a été montrée comme 

étant importante pour la dimérisation de l’endophiline (Gortat et al., 2012). La mutation de 

ce résidu en asparagine altère la capacité de la protéine à lier ses partenaires via son 
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domaine SH3 et affecte l’internalisation de la transferrine. Une étude a également montré 

que contrairement aux endophiline A1 et A2  qui possèdent une hélice α au niveau de leur 

région intermédiaire, l’endophiline A3 possède un feuillet  lui conférant une propriété 

inhibitrice sur l’internalisation du récepteur à la transferrine et du récepteur à la dopamine 

D2 (Sugiura et al., 2004). Des expériences dans la souris ont mis en évidence que le KO des 3 

endophilines A  aboutit à une létalité périnatale et une forte accumulation de puits 

recouverts de clathrine au niveau des synapses (Milosevic et al., 2011). En revanche, le 

double KO des endophilines 1 et 2 semble être compatible avec une viabilité post-natale, 

mais entraîne une neuro-dégénérescence aboutissant à la mort des souris au bout de 3 

semaines. Ces résultats indiquent que les différentes endophilines possèdent au moins 

partiellement des rôles redondants et que leur fonction devient essentielle uniquement 

après la naissance. 

Les endophilines sont capables, par l’intermédiaire de leur domaine SH3, d’interagir et de 

recruter au niveau des puits en formation deux protéines majeures dans l’endocytose : la 

dynamine et la synaptojanine (Micheva et al., 1997; Ringstad et al., 1999; Sundborger et al., 

2011). La dynamine est impliquée dans l’étape de fission de la vésicule alors que la 

synaptojanine va permettre le désassemblage du manteau sur la vésicule internalisée (Figure 

20).  
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Figure 20 : Rôle de l’endophiline dans l’endocytose dépendante de la clathrine. 

L’endophiline, grâce à son domaine N-BAR qui reconnait la courbure membranaire, est 

présente au niveau des puits en formation et recrute la dynamine et la synaptojanine. Ces 

dernières participent respectivement à la fission de la vésicule et au désassemblage du 

manteau de clathrine.   

 

 

 

Bien que des expériences en microscopie électronique et à fluorescence ont mis en évidence 

la présence d’endophiline au niveau des puits de clathrine, l’endophiline ne semble être 

présente qu’au niveau d’un quart de ces structures (Perera et al., 2006; Taylor et al., 2011). 

Ces observations peuvent s’expliquer par le fait que l’endophiline intervient majoritairement 

dans les étapes tardives de l’endocytose dépendante de la clathrine et de ce fait est recrutée 

qu’au niveau des puits matures qui représentent qu’une fraction de ces structures. De plus, 

l’internalisation de certains récepteurs, comme le récepteur à la transferrine, n’est pas 

affectée par la déplétion des trois isoformes de l’endophiline A (Meinecke et al., 2013). 
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3. Voie d’endocytose dépendante de l’endophiline 

 

Des études récentes suggèrent que l’endophiline contrôle une voie d’internalisation 

indépendante de la clathrine nommée FEME (Fast Endophilin Mediated Endocytosis) 

(Boucrot et al., 2015). Cette voie est définie par une formation rapide de vésicules 

tubulaires, recouvertes d’endophiline, qui sont internalisées suite à la stimulation des cargos 

à internaliser par leurs ligands. D’après des expériences réalisées sur des cellules dont 

l’expression des trois  endophilines A a été réprimée, cette voie permettrait l’internalisation 

de RCPGs comme le récepteur 1- adrénergique, de récepteurs à activité tyrosine kinase 

comme le récepteur à l’EGF en présence d’une concentration élevée en EGF et du récepteur 

à l’IL-2 (Boucrot et al., 2015). Elle serait également empruntée par la toxine du choléra et la 

shiga toxine (Renard et al., 2015). L’endophiline A2 est recrutée à la membrane plasmique 

pour former des structures appelées EPAs (Endophilin Positive Assembies). Le recrutement 

des endophilines à la membrane plasmique se ferait par l’intermédiaire de la lamellipodine. 

La lamellipodine est recrutée à la membrane plasmique par son interaction via son domaine 

PH avec le PIP2, et ce mécanisme est dépendant de la PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) 

de classe 1 et des protéines SHIP1 et 2 (Src homology 2 domain–containing inositol-5-

phosphatase 1) qui vont déphosphoryler le PIP3. Une fois à la membrane plasmique, 

l’endophiline via son domaine SH3 va pouvoir interagir avec les cargos à internaliser. Des 

expériences ont mis en évidence que l’endophiline était capable de lier directement un motif 

riche en proline présent au niveau de la troisième boucle intracellulaire du récepteur 1- 

adrénergique. Elle est également capable de lier le récepteur à l’EGF et à l’HGF (Hepatocyte 

Growth Factor) via les protéines CIN85 (Cbl INteracting protein 85 kDa) et Cbl (Casitas B-

lineage Lymphoma) dont la déplétion affecte la formation des EPAs (Boucrot et al., 2015). 

Par l’intermédiaire de son domaine N-BAR, l’endophiline est également capable de déformer 

les membranes et d’induire la formation de tubules. L’endophiline participe également aux 

étapes de scission des tubules formés par insertion de ces multiples hélices amphipatiques 

au sein de la membrane et en association avec l’actine et la dynamine. En résumé, 

l’endophiline possède l’ensemble des caractéristiques nécessaires à l’endocytose allant de 

l’interaction avec le cargo à la déformation de la membrane et la scission de la vésicule. 
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4. Endophiline et pathologies 

 

L’implication de l’endophiline dans ces différents processus physiologiques fait d’elle une 

protéine importante pour le bon fonctionnement cellulaire et notamment au niveau des 

neurones. Ainsi, les endophilines régulent et sont régulées par différentes protéines et 

notamment des acteurs de la maladie de Parkinson. En effet, des études ont montré que le 

niveau d’expression de la E3 ubiquitine ligase Parkine est augmenté dans le système nerveux 

de souris TKO pour les endophilines A (Cao et al., 2014). Il a également été mis en évidence 

que la kinase Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5), qui est impliquée dans de nombreuses 

maladies neurodégénératives , phosphoryle l’endophiline B1 (Wong et al., 2011). Cette 

phosphorylation de l’endophiline est importante pour l’induction de l’autophagie et la perte 

neuronale dans un modèle de maladie de Parkinson. Ces résultats mettent en évidence un 

rôle de Cdk5 et de l’endophiline dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson en 

modulant l’autophagie. 

L’endophiline a également été impliquée dans différents cancers. Une étude récente a mis 

en évidence que l’endophiline A2 est surexprimée dans plusieurs lignées cellulaires 

mammaires cancéreuses triple négatives (Baldassarre et al., 2015), qui n’expriment pas les 

recpeteurs aux œstrogènes, à la progestérone et HER2 (Human Epidermal Growth Factor 

Receptor-2) . De plus cette surexpression de l’endophiline est corrélée à un mauvais 

pronostique chez les patientes. Par des approches de knockdown, il a pu être observé que 

l’endophiline A2 joue un rôle dans la motilité cellulaire, l’invasion et le développement de 

métastases. 

 

5. Régulation de l’endophiline 

 

Plusieurs études ont mis en évidence que l’activité de l’endophiline était régulée par 

différentes modifications post-traductionnelles. La protéine MNSF (monoclonal nonspecific 

suppressor factor β) qui est un membre de la famille « ubiquitine-like », vient par 

l’intermédiaire de la Glycine 74 présente au niveau de son extrémité C-terminale, se greffer 

covalement sur la Lysine 294 de l’endophiline A2 (Nakamura and Shimosaki, 2009). Il a été 



41 
 

mis en évidence que cette modification post-traductionnelle de l’endophiline inhibe la 

phagocytose des macrophages. Par ailleurs la phosphorylation des endophilines joue un rôle 

sur leurs fonctions. Une phosphorylation de l’endophiline A1 au niveau de la thréonine 14 

présente dans l’hélice amphipatique N-terminale par la Rho kinase inhibe son interaction 

avec la protéine CIN85 et entraîne une inhibition de l’internalisation du récepteur à l’EGF 

(Kaneko et al., 2005). L’endophiline A1 est aussi phosphorylée par la protéine LRRK2 (Leucine 

Rich Repeat Kinase 2) au niveau de la Sérine 75 présente dans le domaine N-BAR (Matta et 

al., 2012), diminuant son affinité pour les membranes in vivo et in vitro ainsi que sa capacité 

de tubularisation. La phosphorylation de la Tyrosine 315 présente au niveau du domaine SH3 

de l’endophiline A2 par le complexe FAK (Focal Adhesion Kinase)/Src entraine une 

diminution de l’interaction entre l’endophiline et la dynamine et une accumulation à la 

membrane plasmique des MMPs (matrix metalloproteinases) qui sont des protéines clés 

dans l’invasion tumorale (Wu et al., 2005). Cette inhibition d’internalisation des MMPs a 

pour conséquence une augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire. 

 

L’endophiline est donc une  protéine majeure pour le maintien de l’homéostasie cellulaire de 

part son rôle dans les différentes voies d’endocytose, dans le recyclage. Néanmoins, il 

demeure des zones d’ombres sur sa fonction et sur son mode de recrutement au niveau de 

la membrane plasmique. 
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III. Les petites protéines G  

 

A. Généralités 
 

La super-famille des protéines Ras représente un des plus grands groupes de protéines et est 

retrouvée de la levure aux mammifères. Cette famille de protéines est très hétérogène et 

plus d’une centaine de protéines sont retrouvées chez l’Homme. Les protéines de la super-

famille Ras sont des protéines monomériques ayant un poids moléculaire compris entre 20 

et 40 KDa. Les membres de cette super-famille sont subdivisés en fonction de leur similarité 

de structure et de fonction en cinq familles : les familles Ras, Rho, Ran, Arf/Sar et Rab (Takai 

et al., 2001). Ces protéines agissent comme des interrupteurs moléculaires qui régulent une 

multitude de  processus cellulaires fondamentaux. Elles jouent un rôle important dans  la 

différenciation et prolifération cellulaire, la réorganisation du cytosquelette d’actine et le 

trafic vésiculaire (Wennerberg et al., 2005). Découvertes dans les années 1980, elles 

appartiennent à une classe de protéine appelée petite protéine G car elles sont capables de 

lier des nucléotides guanyliques. Elles cyclent entre un état dit inactif sous forme GDP et un 

état dit actif sous forme GTP. Bien qu’elles possèdent intrinsèquement des activités 

d’échange nucléotidique et, à l’exception des protéines Arf, d’hydrolyse du GTP, celles-ci 

restent trop faibles pour permettre aux protéines de cycler rapidement. Ces activités 

intrinsèques sont catalysées et régulées par des protéines GEF (Guanines nucléotides 

Exchanges Factor) et GAP (GTPase Activating Protein) (Bos et al., 2007; Cherfils and Zeghouf, 

2013). Les protéines GEF permettent l’activation des petites protéines G en favorisant 

l’échange du GDP par du GTP. Les protéines GAP quant à elles catalysent l’hydrolyse du 

troisième phosphate du GTP ce qui entraîne le retour sous la forme GDP et l’inactivation des 

petites protéines G (Figure 21).  
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Figure 21 : Cycle d’activation et d’inactivation des petites protéines G.  

Les petites protéines G cyclent entre un état inactif lié au GDP et un état actif lié au GTP. 

Leur activation est catalysée par un facteur d’échange (GEF) et leur retour à l’état inactif se 

fait par une hydrolyse du 3e phosphate du GTP catalysée par une protéine GAP. Sous leur 

état inactif certaines petites protéines G peuvent lier des protéines GDI qui inhibent leur 

échange nucléotidique. 

G GTP: petite protéine G liée au GTP 

G GDP: petite protéine G liée au GDP 

GAP: GTPase Activating Protein 

GDI: GDP Dissociation Inhibitor 

GEF: Guanines nucléotides Exchanges Factor 
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Les membres des familles Rho, Ran et Rab sont aussi régulées par des protéines GDI (GDP 

Dissociation Inhibitor) (Cherfils and Zeghouf, 2013). Les GDI, en se fixant à la forme GDP, 

inhibent l’échange nucléotidique et maintiennent les protéines dans un état « inactif ». En 

passant de la forme GDP à la forme GTP, les petites protéines G changent de conformation. 

Cette différence de conformation permet généralement à ces protéines d’interagir avec 

leurs effecteurs permettant ainsi la transduction du signal. Cela peut induire également leur 

recrutement au niveau des membranes ou leur relocalisation à des sites spécifiques. Des 

études de cristallographie et de résonnance magnétique nucléaire de différentes petites 

protéines G ont mis en évidence une topologie commune. Elles sont composées du domaine 

G qui est le corps central et de régions variables, les switch 1 et 2. Les switchs 1 et 2 

constituent des domaines flexibles de la protéine qui vont changer de conformation au cours 

du cycle GDP/GTP (Vetter and Wittinghofer, 2001) et sont impliqués dans la plupart des 

interactions que les petites protéines G établissent avec leurs partenaires cellulaires.  

 Une comparaison de la séquence de ces protéines a révélé un taux de similitude dans leur 

séquence primaire de 30-55%. Les protéines de cette super-famille possèdent des séquences 

consensus d’acides aminés responsables de l’interaction spécifique avec les nucléotides GDP 

et GTP mais également de l’activité GTPase (Bourne et al., 1991; Samatar and Poulikakos).  

De manière générale, ces petites protéines G subissent des modifications lipidiques post-

traductionnelles. En effet les protéines de la famille Ras, Rho et Rab possèdent à leur 

extrémité C-terminale des séquences de reconnaissance à la farnésyl transférase et/ou la 

géranyl-géranyl transférase. La modification de la famille Arf se fait au niveau N-Terminal par 

une myristoylation. Ces modifications vont permettre aux protéines de s’associer aux 

phospholipides des membranes. Bien que certaines proteines G ne semblent pas subir de 

modifications lipidiques, comme c’est le cas pour Sar1, elles sont tout de même capables de 

s’associer aux membranes, notamment par l’intermédiaire de leur hélice amphipatique en 

N-terminal de façon co-traductionnelle. En revanche la protéine Ran ne subit aucune 

modification et n’est pas capable d’interagir avec les membranes (Tableau 2).  
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Famille Fonctions Modifications lipidiques 

Ras Différenciation et prolifération 

cellulaire 

Farnésyl 

Géranylgéranyl  

palmitate 

Rho Organisation du cytosquelette et 

expression des gènes 

Farnésyl 

Géranylgéranyl  

 

Rab Reconnaissance et fusion vésiculaire Géranylgéranyl  

 

Ran Transport nucléo-cytoplasmique et 

cycle cellulaire 

aucune 

Arf Trafic vésiculaire myristate 

 

Tableau 2 : classification des petites protéines G. 

 

B. La famille Ras  
 

La protéine Ras a été la première de la super-famille des petites protéines G à être identifiée. 

Sa découverte dans les années 1980 s’est faite par homologie avec le gène du sarcoma virus 

de rat. Cette famille est composée de 35 membres qui participent à différentes voies de 

signalisation telles que la prolifération, la morphologie cellulaire, l’apoptose, l’expression 

génique et la différenciation (Reuther and Der, 2000). De nombreuses études ont mis en 

évidence qu’en se liant et en activant un de ses effecteurs, la protéine kinase Raf, Ras est 

capable d’activer la cascade des MAPkinases (Mitogen-Activated Protein kinases) contrôlant 

ainsi la progression du cycle cellulaire, la différenciation et l’apoptose (Figure 22) (Samatar 

and Poulikakos). De plus, Ras, de par son action sur la PI3K, peut conduire à la stimulation 

d’Akt qui est impliqué dans la régulation du métabolisme, la prolifération et la motilité 

cellulaire (Karnoub and Weinberg, 2008). Certains membres de la famille Ras régulent 

également l’adhésion cellulaire et la synthèse protéique (respectivement les protéines Rap 

(Ras-related proteins) et Rheb (Ras homolog enriched in brain)). Les protéines de la famille 

Ras sont également connues pour leur propriété oncogénique. En effet, des études ont mis 
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en évidence la présence de mutations les rendant constutivement actives dans les gènes 

codant les protéines Ha-Ras, Ki-Ras et N-Ras dans 30% des cancers humains. 

Les protéines de la famille Ras sont activées par des facteurs d’échanges contenant un 

domaine Cdc25. Ce domaine est très conservé de la levure à l’humain et suffit pour l’activité 

catalytique (Cherfils and Zeghouf, 2013). 

 

 

 

Figure 22 : Voies de signalisation contrôlées par la protéine Ras (Karnoub and Weinberg, 

2008). 
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C. La famille Rho  
 

La famille Rho, pour Ras homologous, est composée de 22 membres chez les mammifères. 

Les Rho GTPases sont subdivisés en six grandes sous-familles en fonction de leur similarité 

de séquence en acides aminés. Ainsi, on retrouve les sous-familles Rho, Rac, Cdc42, RhoBTB, 

Rnd et Miro. Ces protéines sont impliquées principalement dans la mise en place de la 

polarité, la morphologie et la motilité de la cellule essentiellement par une régulation du 

cytosquelette d’actine (Jaffe and Hall, 2005; Pertz). Parmi les effecteurs des Rho activées, on 

retrouve des Ser/Thr kinases telles que ROCK (Rho-associated protein kinase) qui joue un 

rôle majeur dans la régulation du cytosquelette d’actomyosin (Julian and Olson). En 

phosphorylant la phosphatase MLCP (myosin light chain phosphatase), ROCK inhibe son 

activité et stabilise ainsi la forme phosphorylée de la chaine légère de la myosine qui est 

nécessaire pour l’interaction avec l’actine (Figure 23). Les protéines Rac et Cdc42 sont 

capables d’activer Pak (Szczepanowska, 2009) qui, en dehors de son rôle dans la dynamique 

du cytosquelette, est impliqué dans la survie cellulaire, la mitose et la transcription. Bien que 

la fonction des 3 principales protéines de la famille Rho (Rho, Rac et Cdc42) soit 

interconnectée,  des études ont montré que Rho semble contrôler la formation des fibres de 

stress et des points focaux d’adhésion. En revanche Rac et Cdc42 joueraient  plutôt un rôle 

dans les mouvements de la membrane cellulaire en induisant respectivement la formation 

de lamellipodes et de replis membranaires (ruffles) ainsi que de lamellipodes. Les Rho 

GTPases participent également à différents processus cellulaires tels que la transcription de 

certains gènes, le cycle cellulaire, l’activation de différentes enzymes comme la PI3K, mais 

également le transport vésiculaire (endocytose, sécretion et phagocytose). Des études ont 

également montré, par l’expression de formes dominantes négatives,  qu’elles participaient 

à la transformation par l’oncogène Ras. Il a été mis en évidence une dérégulation de 

l’expression de certaines Rho-GTPases dans différentes tumeurs humaines. 
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Figure 23 : Voies de signalisation contrôlées par les protéines de la famille Rho. 

Les protéines de la famille régulent différentes voies de signalisation impliquées notament 

dans la réorganisation du cytosquelette d’actine et la synthèse de phospholipides. 

 

 

 

D. La famille Rab  
 

La famille Rab (Ras-like protein in the brain) représente la famille de petites protéines G la 

plus vaste. Elle est présente chez tous les mammifères et comprend une soixantaine de 

membres chez l’humain. Les protéines de la famille Rab jouent un rôle dans les voies 

d’endocytose et de sécretion en régulant le transport vésiculaire ainsi que le trafic des 

protéines (Chavrier and Goud, 1999; Wandinger-Ness and Zerial). Elles sont présentes au 

niveau des vésicules d’endocytose et d’exocytose et servent d’étiquette aux différentes 

populations de vésicules (Figure 24). Sous leur forme activée, elles participent aux étapes 

d’initiation de formation de complexes protéiques qui vont permettre l’ancrage et la fusion 
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des vésicules au niveau du compartiment accepteur. Les protéines Rab1 et Rab5 participent 

à l’étape de fusion en régulant l’activation et le recrutement des protéines SNAREs (Soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) Attachment protein REceptor). Les protéines de la 

famille Rab facilitent également la formation et le bourgeonnement des vésicules à partir du 

compartiment donneur ainsi  que leur transport et adressage vers le compartiment 

accepteur (Lo et al.). La localisation à la membrane de ces protéines est dépendante de leur 

modification lipidique en C-terminal par prénylation (Chavrier et al., 1991). Deux études ont 

mis en évidence que les Rab-GEF sont en partie responsables de leur adressage au niveau de 

la membrane de compartiments spécifiques pour assurer leur rôle dans le transport 

vésiculaire.  

Des études ont mis en évidence l’implication de certaines protéines Rab dans des 

pathologies, notamment au niveau neurologique (maladie de Parkinson, maladie 

d’Huntington…) (Breda et al.; Li et al., 2009; MacLeod et al.) mais également dans des 

cancers. 
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Figure 24 : Rôle des protéines de la famille Rab dans le trafic vésiculaire intracellulaire 

(Stenmark, 2009). 
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E. La famille Ran  
 

La protéine Ran (Ras-like nuclear) est l’unique membre de la famille Ran chez l’humain. Elle 

représente la petite protéine G la plus abondante dans la cellule et est connue pour son rôle 

dans le transport nucléo-cytoplasmique de protéines et d’ARN (Stewart, 2007). Des études 

ont également mis en évidence le rôle de Ran dans l’organisation des microtubules lors de la 

phase de mitose du cycle cellulaire. Elle est également impliquée dans la réplication de l’ADN 

et dans l’assemblage de l’enveloppe nucléaire. Contrairement aux autres petites protéines 

G, la fonction de Ran est dépendante d’un gradient spatial entre sa forme GDP et sa forme 

GTP. En effet Ran-GDP se retrouve localisée au niveau du cytoplasme alors que Ran GTP se 

concentre au niveau du noyau. Cette particularité repose sur la localisation asymétrique de 

ses régulateurs Ran-GEF et GAP respectivement au niveau du noyau et du cytoplasme. Ce 

gradient lui permet d’assurer ses fonctions et impose la directionalité  du transport (Cherfils 

and Zeghouf, 2013).  

 

F. La famille Arf 
 

La famille Arf, ADP-rybosylation factor, est constituée des protéines Arf et d’une vingtaine de 

protéines apparentées, comme Sar (Secretion-associated and Ras-related), les Arl (Arf-like),  

Arp (Arf-related protein) et Ard (Arf domain). 

 Ici, je détaillerai plus particulièrement les protéines Arf. 

 

1. Les protéines Arf 

 

Les protéines Arf ont été initialement identifiées pour leur capacité à agir en tant que 

cofacteur de la toxine du choléra. En effet, elles sont capables de stimuler l’ADP-rybosylation 

de la sous-unité Gαs, la protéine stimulatrice du système adenylatecyclase, par la toxine du 

choléra (Kahn and Gilman, 1984, 1986). Les protéines Arf sont très conservées au cours de 

l’évolution et sont présentes chez tous les mammifères. Elles sont, comme les protéines Rab, 

impliquées dans la régulation du transport vésiculaire.  
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On retrouve chez les mammifères six isoformes subdivisés en trois classes selon leurs 

homologies de séquence. La classe I est composée d’Arf1, Arf2 et Arf3, la classe II comprend 

Arf4 et Arf5 et Arf6 est l’unique membre de la classe III.  

Les protéines Arf oscillent entre une forme liée au GDP relativement soluble et une forme 

liée au GTP fortement liée aux membranes. Contrairement aux protéines Ras, Rho et Rab qui 

subissent des modifications lipidiques au niveau C-terminal, les protéines Arf sont 

myristylées au niveau de leur hélice amphipatique en N-terminale ce qui permet la 

localisation de ces dernières au voisinage des membranes. Lors du passage sous la forme 

GTP, il se produit au sein des protéines Arfs une bascule de l’hélice amphipatique qui va 

permettre à l’interswitch de prendre sa place et empêcher sa fermeture. Ainsi la face 

hydrophobe de cette hélice amphipatique se retrouve exposée et va s’ancrer au niveau des 

membranes (Figure 25) (Antonny et al., 1997; Franco et al., 1993, 1995, 1996).  
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Figure 25 :Représentation schématique et structure 3D de la bascule GTP-dépendante de 

l ’hélice N-terminale d ’Arf6 (Menetrey et al., 2000).  

Lors de leur activation les protéines Arfs changent de conformation exposant ainsi leur face 

hydrophobe qui va s’ancrer au sein des membranes. 
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Figure 26 : Comparaison des structures 3D d ’Arf6-GDP et d ’Arf1-GDP (d’après (Menetrey 

et al., 2000).  

Arf1 est représenté en gris foncé et Arf6 en gris clair 
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2. La protéine Arf1  

 

L’isoforme Arf1 est la mieux caractérisée des protéines Arf. Des études ont permis de 

localiser Arf1  au niveau de l’appareil de Golgi où elle régule à différents niveaux la 

formation de vésicules recouvertes d’un manteau protéique dans les voies d’exocytose et de 

trafic vésiculaire intracellulaire.  

 

a) Arf1 dans le trafic vésiculaire 

 

Elle est recrutée sous sa forme GDP par la protéine p23 qui est une protéine 

transmembranaire résidante dans le Golgi. Suite à son activation, Arf1 se dissocie de p23 

permettant ainsi à Arf1 de recruter le manteau COPI, un complexe heptamérique  de 700kDa 

cytosolique. Ce manteau va permettre le bourgeonnement de vésicules impliquées dans le 

transport rétrograde du Golgi vers le réticulum endoplasmique et le transport antérograde 

intra-golgien. Suite à l’action d’une Arf-GAP qui induit le retour d’Arf1 sous sa forme GDP, le 

manteau COPI se désassemble, permettant ainsi l’acheminement et la fusion de la vésicule 

avec le compartiment donneur (Figure 27) (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006).  
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Figure 27 : Schéma du rôle de la protéine Arf1 dans la formation de vésicule au niveau de 

l’appareil de Golgi (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006).  

La protéine Arf1 recutée sous sa forme GDP au niveau de l’appareil de Golgi permet, une fois 

activée, le recrutement du manteau COPI permettant la formation de vésicule. 

 

Cependant il a été montré qu’Arf1 se localise également au niveau de la membrane 

plasmique où elle régule l’endocytose par une action sur la protéine Cdc42 (Kumari and 

Mayor, 2008). En effet, sous sa forme liée au GTP, Arf1 est capable de recruter à la 

membrane plasmique la RhoGAP, ARHGAP10, qui va réguler l’activité de Cdc42 à la surface 

cellulaire. 
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Arf1 est également impliquée dans le transport de vésicules recouvertes de clathrine. Il a été 

montré qu’Arf1 est capable de recruter les complexes protéiques adaptateurs AP-1 et AP-4 

au niveau du TGN, et GGA et  AP-3 au niveau des endosomes (Bonifacino and Glick, 2004).  

Il a été montré qu’Arf1 sous sa forme GTP recrute, au niveau de membranes artificielles 

mimant la composition lipidique de l’appareil de Golgi, la protéine à domaine BAR Arfaptine 

2 (Shin and Exton, 2001). Le recrutement de l’Arfaptine2 est aussi sous la dépendance de la 

courbure membranaire et à haute concentration, elle est capable d’induire la formation de 

tubules. 

 

b) Arf1 régule la composition lipidique des membranes  

 

De plus, Arf1 est capable de réguler la composition lipidique des membranes en recrutant et 

régulant différentes enzymes. Des études montrent qu’Arf1 est capable d’activer la 

phospholipase D (Kim et al., 1998), une enzyme connue pour son rôle dans le transport 

vésiculaire en hydrolysant la phosphatidylcholine en acide phosphatidique. Cette activation 

est sensible à la brefeldin A (Shome et al., 1998), un inhibiteur de certains facteurs 

d’échanges pour les Arf. Arf1 a également été montré comme étant un activateur de la 

synthèse du PI-4P et du PI(4,5)P2 (Jones et al., 2000) qui sont deux lipides importants pour le 

fonctionnement du Golgi. En effet Arf1 est capable de recruter et d’activer directement 

l’enzyme PI-4-kinase ainsi que la  PI-4 phosphate 5-kinase qui en phosphorylant le PI4P va 

produire du PI(4,5)P2. 

 

c) Arf1 régule l’assemblage de l’actine au niveau du Golgi 

 

Des études ont également montré qu’Arf1 est capable de réguler l’assemblage de l’actine au 

niveau du Golgi. En effet, le recrutement de COPI au niveau du cis-Golgi, induit par Arf1, 

déclenche la polymérisation de l’actine induite par le complexe Arp2/3. Ce mécanisme est 

dépendant de la GTPase Cdc42 et de son effecteur N-WASP. De plus Arf1 régule ce 

mécanisme via son interaction avec ARHGAP10, une GAP qui va réguler Cdc42 (Dubois et al., 

2005; Heuvingh et al., 2007). 
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3. La protéine Arf6  

 

Arf6 est l’unique membre de la classe III de la famille Arf. C’est le membre le moins conservé 

et partage 66% d’identité de séquences avec Arf1 (Figure 26). Arf6 se localise principalement 

à la membrane plasmique et au niveau des compartiments endosomaux. L’implication d’Arf6 

dans différents processus cellulaires a été mise en évidence par l’utilisation de mutants 

comme le dominant négatif Arf6 T27N et le constitutivement actif Arf6 Q67L. Elle intervient 

dans la régulation de différents processus cellulaires tels que le trafic vésiculaire dans les 

voies d’internalisation, de sécrétion et de recyclage, la cytokinèse et la régulation du 

cytosquelette d’actine (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006). Arf6 interagit et active aussi 

des enzymes régulant le métabolisme des phospholipides. En effet, il a été montré qu’Arf6, 

tout comme Arf1, active la PIP5K de type I ainsi que la phospholipase D (Begle et al., 2009; 

Caumont et al., 1998). De plus, l’acide phosphatidique formé, suite à l’activité de la 

phospholipase D, agit comme co-facteur pour l’activation de la PIPK. Le PIP2 et l’acide 

phosphatidique ainsi produits sont des phospholipides important pour la localisation des 

protéines au sein de la membrane, le recrutement de différents effecteurs et la fluidité de la 

membrane.  

 

a) Arf6 dans l’endocytose  

 

L’implication de la petite protéine G Arf6 dans l’endocytose fait depuis plusieurs années 

l’objet de nombreuses études. Arf6 est impliquée dans l’internalisation de nombreux 

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), comme le récepteur à l’hormone leutinine, le 

récepteur a l’angiotensine de type 1, le récepteur à la vasopressine de type 2 et le récepteur 

2-adrénergique (Altschuler et al., 1999; Brown et al., 2001; Houndolo et al., 2005; 

Radhakrishna and Donaldson, 1997).  L’internalisation de l’ensemble de ces récepteurs 

s’effectue par la voie clathrine dépendante et il a été mis en évidence que la diminution 

d’expression d’Arf6 dans des cellules HEK-293 altère l’internalisation de ces RCPG 

(Hunzicker-Dunn et al., 2002).  
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De plus, une étude menée au sein du laboratoire a mis en évidence qu’Arf6 interagit avec la 

protéine adaptatrice AP-2 (Paleotti et al., 2005). En effet, par des expériences in vitro, on a 

pu observer qu’Arf6-GTP recrute AP-2 au niveau de liposomes artificiels. Le laboratoire a 

également démontré que cette interaction est présente au niveau de la cellule et que 

l’expression du mutant constitutivement actif d’Arf6 induit la redistribution d’AP-2 à la 

membrane plasmique dans des zones enrichies en Arf6-GTP. Ces résultats ont été confirmés 

par l’équipe du Dr Claing qui a montré, dans des cellules HEK-293, la formation d’un 

complexe composé d’Arf6-GTP,  de la sous-unité  d’AP-2 et de la chaine lourde de la 

clathrine suite à une stimulation par l’angiotensine II (Poupart et al., 2007).  De part son 

action sur  la synthèse de PIP2 et son interaction avec ces deux protéines essentielles, Arf6 

pourrait induire le recrutement de composants du manteau protéique. L’effet d’Arf6 sur 

l’endocytose dépendante de la clathrine serait également régulé par la protéine Arf-GAP 

SMAP1 (Kon et al., 2008) qui interagit directement avec la chaine légère de la clathrine. 

Arf6 interagit également avec la -arrestine contrôlant ainsi l’internalisation du récepteur 2 

adrénergique suite à son activation par un agoniste (Macia et al., 2012). Arf6-GTP est 

également capable de recruter à la membrane plasmique le facteur d’échange ARNO (Arf 

nucleotide-binding site opener), qui lui aussi interagit avec la -arrestine et stimule 

l’internalisation du récepteur 2 adrénergique (Claing et al., 2001). 

Arf6 a aussi été décrit comme étant un régulateur de l’assemblage et désassemblage des 

jonctions adhérentes dans les cellules polarisées en contrôlant l’internalisation de la E-

cadhérine (Xu et al., 2015). En effet l’E-cadhérine est constitutivement recyclée de la 

membrane basolatérale vers les endosomes et  l’activation d’Arf6 induit une stimulation de 

son endocytose clathrine dépendante. Des études menées sur des cellules MDCK (Madin-

Darby Canine Kidney) ont mis en évidence qu’Arf6-GTP est capable de recruter, au niveau 

des jonctions cellulaires, la protéine Nm23-H1 (Palacios et al., 2002). Nm23-H1 est une 

enzyme capable de catalyser le transfert du troisième phosphate de l’ATP vers le GDP. Ce 

mécanisme permet de fournir une source de GTP nécessaire à la dynamine pour induire la 

fission des vésicules. De plus, le recrutement de Nm23 induit une régulation négative de 

l’activité de la protéine Rac1, facilitant ainsi le désassemblage des jonctions adhérentes.  
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Différentes études ont montré qu’en plus de son rôle dans l’endocytose dépendante de la 

clathrine, Arf6 régule également les autres voies d’endocytose. Ainsi une étude de 2005 a 

mis en évidence l’implication d’Arf6 dans la voie caveolae dépendante. En effet, la 

transfection d’un siRNA dirigé contre Arf6 dans des cellules HEK 293 entraine une diminution 

de 79% de l’internalisation du récepteur à l’endotheline de type B (Houndolo et al., 2005).  

Arf6 régule également l’endocytose du récepteur  muscarinique à l’acétylcholine M2 

(Houndolo et al., 2005). Bien que mal caractérisée, la voie d’endocytose utilisée par ce 

récepteur semble être indépendante de la clathrine et des cavéoles, et implique les 

protéines Arf6 et Rab22 (Reiner and Nathanson, 2008). Ainsi la surexpression d’un mutant 

constitutivement actif Arf6Q67L ou d’un activateur d’Arf6 dans des cellules Hela inhibe de 50% 

l’internalisation de ce récepteur. 

De par son action sur le remodelage de la membrane plasmique Arf6 régule les processus de 

macropinocytose et de phagocytose. Ainsi, une étude a mis en évidence que l’activation 

d’Arf6, par surexpression de son facteur d’échange EFA6, induit le développement de 

macropinosomes par formation de protrusions membranaires et fusion avec la membrane 

plasmique. La surexpression des mutants dominant négatif et constitutivement actif, 

Arf6T27N et Arf6Q67L respectivement, induit aussi l’inhibition de la phagocytose des 

érythrocytes recouverts d’Immunoglobuline G (Someya et al., 2010; Zhang et al., 1998).  

Il également été montré qu’Arf6 facilite l’invasion des cellules par le pathogène Salmonella 

enterica (Humphreys et al., 2013). Arf6 colocalise avec la bactérie et permet, suite à son 

activation par les protéines EFA6 et Brag2, le recrutement du facteur d’échange ARNO. 

ARNO va alors activer Arf1 qui en association avec Rac1-GTP, permet le remodelage du 

cytosquelette d’actine qui facilite l’entrée du pathogène par macropinocytose.  
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b) Arf6 dans le  recyclage 

 

Une fois internalisées, les molécules convergent vers les endosomes précoces puis vont être 

redirigées en fonction de leur devenir. Le recyclage à la membrane s’effectue soit 

directement à partir de ces endosomes soit plus tardivement à partir d’endosomes de 

recyclage péricentriolaire. Des études ont montré qu’Arf6 est impliquée dans ce processus 

de recyclage. Une équipe a mis en évidence qu’Arf6 est essentiel pour le recyclage de 

l’intégrine 1 induite par le HGF (Hongu et al., 2015; Powelka et al., 2004). Cet effet d’Arf6 

est régulé par ces facteurs d’échange comme Grp1, GEP100 et EFA6.  De plus, il a été montré 

dans les cellules humaines Hela que l’activité d’Arf6 affectait le recyclage de protéines qui ne 

possèdent pas de séquences cibles cytoplasmiques de reconnaissance à AP-2/clathrine 

comme la sous-unité α du récepteur IL2 et le complexe majeur d’histocompatibilité de classe 

I (CMH) (Naslavsky et al., 2003; Radhakrishna and Donaldson, 1997). Une étude récente a 

montré qu’Arf6 s’associe aux vésicules recouvertes de clathrine pour faciliter le recyclage 

rapide du récepteur à la transferrine (Montagnac et al., 2011; Montagnac et al., 2009). Suite 

au désassemblage du manteau de clathrine, Arf6-GTP va pouvoir interagir avec les protéines 

d’échafaudage JIP3 et JIP4 (JNK interacting protein). Cette interaction inhibe celle des 

protéines JIP avec la kinésine 1 mais favorise leur liaison avec le complexe dynéine. Une 

étude menée au laboratoire a également mis en évidence qu’Arf6 régulait négativement le 

recyclage rapide du récepteur 2 adrénergique (Macia et al., 2012). En effet, suite à la 

stimulation du récepteur 2 adrénergique, l’activation d’Arf6 ligand dépendante inhibe le 

recyclage rapide de ce récepteur dépendant probablement de la petite protéine G Rab-4. 

Arf6 est impliquée dans l’internalisation et le recyclage de différents ligands par 

l’intermédiaire de multiples voies d’endocytose comme celle dépendante de la clathrine,   

celle dépendante de la cavéole et celle indépendante de la clathrine et des cavéoles. Ainsi 

par une approche de knockdown par siRNA, il a été mis en évidence qu’Arf6 régule 

l’internalisation de nombreux récepteurs tels que certains récepteurs couplés aux protéines 

G et le récepteur à l’EGF.  
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c) Arf6 dans le remodelage du cytosquelette d’actine   

 

Arf6  a également été impliqué dans le remodelage du cytosquelette d’actine ainsi que dans 

des processus qui nécessitent des changements rapides de la morphologie cellulaire. Ainsi, 

Arf6 est impliqué dans la formation des pseudopodes, de replis de la membrane plasmique 

et d’extensions membranaires au niveau des endosomes. Elle a également un rôle dans la 

croissance des neurites (Eva et al., 2012), la migration des neurones et la cytokinèse 

(Schweitzer and D'Souza-Schorey, 2005; Schweitzer et al., 2011). L’action d’Arf6 sur le 

remodelage du cytosquelette d’actine est due à l’activation de Rac1 ainsi qu’à l’activation 

des enzymes de modifications lipidiques (cf paragraphe précédent). Des études ont montré 

dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) et HeLa, qu’Arf6 induisait la redistribution de 

Rac1 des endosomes vers la membrane plasmique et ainsi altérait la polymérisation de 

l’actine (Radhakrishna et al., 1999). Arf6-GTP interagit aussi avec la protéine POR1, un 

effecteur de Rac1 et l’Arfaptin 2. POR1 semble être un élément de régulation important dans 

la réorganisation du cytosquelette induite par Arf6 (D'Souza-Schorey et al., 1997). 

Différentes protéines ArfGAP ont également été impliquées dans ce processus de régulation 

du cytosquelette d’actine induite par Arf6 (Klein et al., 2006). Des études ont mis en 

évidence que l’expression dans les cellules du mutant Arf6T157N, se chargeant rapidement en 

GTP, induisait la formation de larges protrusions membranaires. En revanche, l’expression 

du triple mutant Arf6Q37E/S38I/T157N, dont les mutations Q37E et S38I empêchent 

l’interaction avec les protéines ArfGAP et notamment ACAP1 (ArfGAP With Coiled-Coil, 

Ankyrin Repeat And PH Domains 1) et ASAP1 (ArfGAP With SH3 Domain, Ankyrin Repeat And 

PH Domain 1), inhibe le phénotype induit par le mutant Arf6T157N. En effet, on observe dans 

ces cellules un blocage de la formation des protrusions membranaires ainsi que de toute 

réorganisation du cytosquelette d’actine induit par l’expression d’Arf6T157N. Le cycle 

GDP/GTP d’Arf6 étant essentiel pour son rôle dans le remodelage de l’actine, ces résultats 

suggèrent que les protéines ArfGAP pourraient agir comme des effecteurs d’Arf6 importants 

pour cette fonction.  

La protéine ArfGAP, ARAP2, est impliquée dans la formation des adhésions focales qui sont 

des structures dynamiques qui connectent le cytosquelette d’actine à la matrice 

extracellulaire. Des expériences ont démontré que la protéine ARAP2 est capable de 
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diminuer le niveau d’expression d’Arf6-GTP et par conséquence celui de Rac1-GTP (Chen et 

al., 2013). Néanmoins, les quantifications du nombre et de la taille des adhésions focales ont 

mis en évidence que ce changement d’activité d’Arf6 et Rac1 était nécessaire mais 

insuffisant pour le contrôle de ces structures par cette GAP.  

 

d) Arf6 dans les pathologies 

 

Arf6 est notamment impliqué dans différentes pathologies. En plus de son action au niveau 

de la membrane plasmique et du cytosquelette d’actine, Arf6 régule différentes voies de 

signalisation impliquées dans la motilité cellulaire et l’invasion, et de ce fait se retrouve 

impliqué dans de nombreux cancers. Une étude récente a mis en évidence l’implication de 

l’activation d’Arf6 dans la régulation de l’internalisation de la E-cadhérine induite par l’EGF 

dans des cellules cancéreuses mammaires (Xu et al., 2015).  

Arf6 joue également un rôle dans l’invasion par les mélanomes et dans la formation de 

métastases (Grossmann et al., 2013). Une étude a mis en évidence qu’en se fixant au 

récepteur Frizzled 4–LRP6 (low-density lipoprotein receptor–related protein 6), Wnt5A est 

capable d’activer la protéine Arf6. Cette activation induit une dissociation entre -caténine 

et la N-cadhérine. Cette libération de la -caténine a pour conséquence une déstabilisation 

des jonctions adhérentes et une augmentation de l’activité transcriptionelle par 

translocation de la -caténine dans le noyau aboutissant à un phénotype invasif. Il a 

également été montré que l’inhibition d’Arf6 freinait les propriétés invasives des cellules de 

mélanomes en cultures et réduisait les métastases pulmonaires chez la souris.  

Des analyses cliniques ont démontré que la protéine Arf6 était surexprimée dans des 

échantillons de tumeurs mammaires triples négatives, qui sont des tumeurs très agressives 

et corrélées à un faible pronostique (Eades et al., 2015). Cette surexpression est d’autant 

plus importante au niveau des métastases des ganglions lymphatiques, suggérant un rôle 

important d’Arf6 dans l’acquisition des propriétés métastatiques.  

Récemment une voie dépendante de NEDD9/Arf6 a été impliquée dans la régulation de 

l’invasion cellulaire et le développement de métastases à partir de tumeur mammaire 
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(Loskutov et al., 2015). NEDD9 (Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-

Regulated 9) est une protéine cytosolique, nécessaire à la migration des cellules 

mésenchymales et à l’invasion induite par la protéolyse de la matrice extracellulaire. Cette 

étude a mis en évidence que NEDD9 était capable d’interagir avec ARAP3 et GGA3, 

respectivement une GAP et un effecteur d’Arf6, facilitant ainsi l’inactivation d’Arf6. Sous sa 

conformation GDP Arf6 permet l’internalisation au niveau des endosomes tardifs du 

complexe formé par la  métalloprotéinase de la matrice MMP14 et son inhibiteur TIMP2 

(TIMP Metallopeptidase Inhibitor 2). Une fois internalisée la protéine MMP14 va pouvoir se 

dissocier de son inhibiteur et être recyclée vers la membrane plasmique sous une forme 

pleinement active permettant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire nécessaire à 

l’invasion. 

Arf6 est impliqué aussi au niveau neuronal dans la formation du peptide Amyloide  qui est 

un constituant majeur des plaques séniles qui caractérisent la maladie d’Alzheimer 

(Sannerud et al., 2011; Tang et al., 2015). Une étude a mis en évidence qu’Arf6 contrôle le 

trafic intracellulaire de la protéine BACE1 (-Site APP-Cleaving Enzyme 1) (Sannerud et al., 

2011), une des enzymes responsable du clivage du précurseur APP (Amyloid  Precursor 

Protein). Ainsi, une dérégulation du niveau d’expression ou de l’activité d’Arf6 affecte le tri 

au niveau des endosomes de BACE1 altérant ainsi la production du peptide Amyloide . 

Arf6 joue également un rôle crucial dans l’homéostasie du cholestérol. Dans la maladie de 

Niemann-Pick de type C, on retrouve un défaut du trafic endosomal qui conduit à une 

accumulation du cholestérol libre et d’autres lipides au niveau des endosomes tardifs et des 

lysosomes. Une étude a mis en évidence que l’expression du mutant d’Arf6 constitutivement 

actif réverse en partie le phénotype de cette maladie en augmentant notamment l’efflux 

extracellulaire du cholestérol (Schweitzer et al., 2009).  
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IV. Les facteurs d’échange à domaine Sec7 

 

A. Généralités 
 

La famille des facteurs d’échange spécifiques aux petites protéines G Arf, également appelée 

famille à domaine Sec 7, est subdivisée en deux sous-familles en fonction de leurs 

homologies de séquence et de leurs poids moléculaire. 

 

 

 

 

Figure 28 : Famille des facteurs d’échange à domaine Sec7 (adapté de (Casanova, 2007; 

Jackson and Casanova, 2000).  
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La première sous-famille est composée de facteurs d’échange possédant un haut poids 

moléculaire, supérieur à 100kDa. On retrouve dans cette sous-famille une première classe 

de facteurs d’échange composée des protéines de levure Gea1p et Gea2p, la protéine 

GNOM/Emb30p et la protéine GBF1. La deuxième classe des facteurs d’échange à haut poids 

moléculaire est composée de la protéine de levure Sec7p et des protéines BIG1 et BIG2. La 

protéine de levure Syt1p constitue à elle seule la troisième classe. La majorité des protéines 

de cette sous-classe est localisée principalement au niveau de l’appareil de Golgi. 

La seconde sous-famille est constituée de protéines ayant un bas poids moléculaire. Elle est 

composée des protéines ARNO, Cytohesin-1, GRP1/ARNO3, Cytohesin-4,  et EFA6. Elle est 

également composée de la famille des protéines BRAG.  L’ensemble des membres de cette 

sous-famille possède un domaine PH qui permet le recrutement aux membranes par 

interaction avec des phospholipides spécifiques (Figure 28). 

B. Structure 
 

Bien que très divergentes au niveau de leurs séquences l’ensemble de ces protéines 

possèdent toutes une région d’environ 200 acides aminés très similaire à la protéine de 

levure Sec7p et appelée domaine Sec7. Le domaine Sec7 correspond au domaine catalytique 

de ces facteurs d’échange et il a été montré que ce domaine seul suffisait pour permettre 

l’échange nucléotidique GDP/GTP des protéines de la famille Arf (Chardin et al., 1996). Ce 

domaine est composé de dix α-hélices (nommées hélices A à J) qui s’organisent en structure 

tertiaire pour donner deux sous-domaines (Figure 29). Les sept premières α-hélices vont 

former une super-hélice au niveau N-terminal alors que l’on retrouve un «paquet» 

positionné en C-terminal de cette super-hélice. On retrouve également une profonde poche 

hydrophobe composée des hélices F, G et H qui possèdent des motifs très conservés au sein 

des membres de la famille à domaine Sec7 (Cherfils et al., 1998; Goldberg, 1998; Mossessova 

et al., 1998). Il a été montré, par des expériences de mutagenèse, que cette poche 

correspond au site actif du domaine Sec7. Le modèle proposé, concernant la catalyse de 

l’échange nucléotidique est que les protéines Arf-GDP viendraient se lier au niveau de cette 

poche hydrophobe entrainant un changement de conformation au niveau des protéines Arf. 

Ce changement de conformation rapprocherait le site de liaison au nucléotide d’un résidu 

glutamate très conservé au niveau du domaine Sec7, et connu sous le nom de «doigt 
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glutamate». Le glutamate viendrait déplacer l’ion Mg²+  et la proximité entre le glutamate et 

le -phosphate du GDP aurait pour conséquence une répulsion électrostatique et une 

expulsion du GDP (Beraud-Dufour et al., 1998). Le GTP viendrait ensuite se lier au niveau du 

site de liaison au nucléotide et ainsi former l’état «actif» Arf-GTP (Figure 30). 

 

 

Figure 29 : Représentation de la structure 3D d’un domaine Sec7 d’ARNO (d’après Dinitto 

et al. 2007).  

Le domaine Sec7 est représenté en gris, le domaine PH est en turquoise et l’hélice C-

terminale est en rouge. 
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Figure 30 : Représentation de la structure 3D du complexe Arf1/domaine Sec7 de BRAG2 

(d’après Aizel et al. 2013).  

Arf1 est représenté en rose, les domaines Sec7  et PH-Cterminal de BRAG2 sont 

respectivement en gris et turquoise. 

 

C. Les facteurs d’échange à haut poids moléculaire 
 

Les protéines GBF1, BIG1 et BIG2 sont des facteurs d’échanges pour les protéines Arf de 

classe I et II. Bien que toutes 3 présentes au niveau de l’appareil de Golgi, GBF1 se localise 

principalement au niveau du cis-golgi alors que les protéines BIG1 et 2 sont au niveau du 

TGN. Des expériences ont permis d’établir le rôle de GBF1 dans le trafic de vésicules 

recouvertes du manteau COPI (Kawamoto et al., 2002). La protéine BIG2 est impliquée dans 

le recrutement des protéines adaptatrices AP-1 et GGA au niveau du TGN (Shinotsuka et al., 
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2002) alors que BIG1, via son interaction avec un des membres de la famille kinésine 21A, 

joue un rôle dans le processus de transport cellulaire (Shen et al., 2008).  

 

D. La famille des cytohésines 
 

La famille des cytohésines semble être à ce jour la mieux caractérisée. Elle est composée de 

4 isoformes, la cytohésine 1, la cytohésine 2/ ARNO, la cytohésine 3/ Grp1/ARNO3 et la 

cytohésine-4 qui partagent 68% d’identité chez l’homme. Les cytohésine 1, 2, 3 sont 

ubiquitaires, mais on retrouve la cytohésine 1 préférentiellement au niveau des leucocytes. 

La cytohésine 4  est spécifiquement exprimée au niveau des leucocytes (Ogasawara et al., 

2000). Les cytohésines sont impliquées dans différents processus cellulaires tels que la 

phagocytose (Sendide et al., 2005), l’endocytose de certains RCPGs par leur interaction avec 

les -arrestines (Claing et al., 2001) et la migration cellulaire. 

Au niveau cellulaire, ces protéines sont principalement localisées à la périphérie (Frank et al., 

1998) et peuvent être recrutées à la membrane plasmique par interaction via leur domaine 

PH avec le PIP3. De plus, des études ont mis en évidence que les protéines Arl4-GTP 

(Hofmann et al., 2007) et Arf6-GTP (Cohen et al., 2007) étaient également capables de 

recruter ARNO à la membrane plasmique.  

Des expériences in vitro ont mis en évidence que la famille des cytohésines était plus active 

sur les Arf de classe I. Néanmoins, la protéine ARNO est capable, après surexpression, 

d’activer la protéine Arf6 endogène dans des cellules.  

 

E. La famille des BRAG 
 

La famille des protéines BRAG est composée de trois membres : les protéines BRAG1, BRAG2 

(ou GEP100) et BRAG3 possédant chacune au moins 2 isoformes. Bien que plusieurs 

expériences aient mis en évidence que ces protéines étaient capables d’activer les protéines 

Arf, aucune spécificité évidente n’a encore été démontrée.  
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Différentes études ont mis en évidence l’implication de ces protéines dans différents 

proccessus biologiques. Ainsi elles jouent un rôle dans l’endocytose et notamment celle de 

l’intégrine 1 (Dunphy et al., 2006), la phagocytose (Someya et al., 2010), l’adhésion 

cellulaire (Hiroi et al., 2006; Someya et al., 2006), l’apoptose (Someya et al., 2006) et 

l’angiogénèse (Hongu et al., 2015). Une étude a mis en évidence une voie de signalisation 

dépendante du récepeteur à l’EGF et des protéines GEP100, Arf6 et AMAP1 impliquée dans 

l’invasion des cellules cancéreuses et le développement de métastases (Hashimoto et al., 

2011). Suite à l’activation du récepteur à l’EGF, GEP100 interagit directement, par 

l’intermédiaire de son domaine PH, avec les phosphotyrosine 1068 et 1086 de ce dernier. 

Cette interaction permet l’activation d’Arf6 qui va, par l’intermédiaire de son effecteur 

AMAP1, intervenir dans la formation d’invadopodes, la dégradation et la phagocystose de la 

matrice extracellulaire et la perte de l’adhésion cellulaire.  

 

F. Mécanismes de régulation 
 

L’ensemble de ces facteurs d’échange peut être régulé par différents mécanismes (Cohen et 

al., 2007; DiNitto et al., 2007; Malaby et al., 2013). En effet, des études ont mis en évidence 

que ces protéines pouvaient être sous une conformation auto-inhibée par la présence 

notamment de replis intramoléculaires (Hiester and Santy, 2013; Stalder et al., 2011). De 

plus, les phospholipides semblent jouer un rôle dans ce mécanisme de régulation (cf partie 

résultats). 

Un deuxième mécanisme impliquant des boucles rétrocontrôles a également été décrit. En 

effet, une étude de 2011 a mis en évidence qu’Arf6, mais également Arf1, étaient capables 

d’induire un rétrocontrôle positif sur l’activité d’ARNO et a permis d’aboutir au modèle en 

cascade selon lequel Arf6-GTP stimulerait l’activité d’ARNO induisant ainsi l’activation d’Arf1 

qui à son tour maintiendrait sa propre activation (Stalder et al., 2011).  
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G. Le facteur d’échange EFA6 
 

1. Structure  

 

La protéine EFA6 appartient à la famille des GEFs et est le premier membre de cette famille 

identifié comme étant un facteur d'échange spécifique d'Arf6. Il existe quatre isoformes de 

cette protéine : EFA6A, EFA6B, EFA6C et EFA6D (EFA6R/HCA67/PSD3) codés par différents 

gènes (respectivement PSD, PSD4, PSD2 et PSD3) (Derrien et al., 2002; Sakagami, 2008) 

(Figure 31). Des expériences de Northern Blot ont mis en évidence la présence d’ARN 

messagers de différentes tailles codant pour les différentes protéines EFA6 résultant d’un 

épissage alternatif de ces dernières (Derrien et al., 2002). L’expression des protéines EFA6A, 

EFA6B et EFA6D est ubiquitaire alors que celle d’EFA6C semble restreinte au niveau 

neuronal. L’organisation des domaines est conservée pour les quatre isoformes. La protéine 

EFA6 est composée d'un domaine variable N-terminal, d'un domaine  central Sec7 qui est le 

domaine catalytique responsable de l'activation d'Arf6, d'un domaine PH capable d'interagir 

avec les phospholipides, notamment le PIP2 présent principalement à la membrane 

plasmique et responsable de sa localisation cellulaire. EFA6 possède également un domaine 

C-terminal composé d'un coiled-coil et deux domaines riches en proline lui permettant 

d'interagir avec de nombreux partenaires (Franco et al., 1999). Des expériences réalisées sur 

des cellules TRVb-1, surexprimant de façon stable le récepteur humain à la transferrine et 

dans lesquelles EFA6 a été surexprimé, ont mis en évidence qu’EFA6 se localise à la 

membrane plasmique. En effet, tout comme Arf6-GTP on retrouve EFA6 au niveau de replis 

membranaires et de structures similaires à des microvillosités. De plus, sa localisation est 

indépendante de son activité facteur d’échange pour la petite protéine G Arf6. 

 



73 
 

 

Figure 31 : Structure des isoformes EFA6. 

Les quatres isoformes d’EFA6 sont composés d’un domaine N-terminal variable, d’un 

domaine Sec7 (domaine catalytique), d’un domaine PH responsable de la localisation à la 

membrane plasmique et d’un domaine C-terminal impliqué dans l’interaction avec différents 

partenaires.  

 

2. Fonctions 

 

a) EFA6 dans le remodelage du cytosquelette d actine 

 

Des études menées au laboratoire ont démontré qu'EFA6, tout comme Arf6, est impliquée 

dans la réorganisation et l’assemblage du cytosquelette d'actine (Derrien et al., 2002; Franco 

et al., 1999). En effet, on retrouve dans des cellules Hela surexprimant la forme sauvage 

d’EFA6 une accumulation et une co-localisation de l’actine filamenteuse et d’EFA6 au niveau 

des replis membranaires (Derrien et al., 2002; Franco et al., 1999). Par l’utilisation de 

différents mutants, le domaine C-terminal d’EFA6 a pu être identifié comme étant le 

domaine responsable de ce remodelage. La surexpression dans les cellules des mutants 

EFA6E242K et EFA6Δsec7, qui ne possèdent pas d’activité catalytique, entraine la formation 

d’extensions membranaires riches en actine. En revanche, on constate, dans les cellules 

surexprimant le mutant ne possédant pas le domaine C-terminal, une perte de ce phénotype 
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particulier. Une étude a montré que le domaine PH participait au remodelage du 

cytosquelette induit par le domaine C-terminal. En effet, on constate que les cellules  

surexprimant le domaine C-terminal seul, qui est cytosolique, ou le domaine PH seul, qui se 

localise au niveau des replis de la membrane plasmique, possèdent une morphologie 

semblable aux cellules contrôles. En revanche, quand le domaine C-terminal est couplé au 

domaine PH, il se localise à la membrane plasmique et induit des modifications au niveau du 

cytosquelette d’actine. Par ailleurs, une partie au moins de cet effet serait dû à l’activation 

de Rac1. Il a également été mis en évidence qu’EFA6 interagit directement avec l’actine 

(Macia et al., 2008; Sakagami et al., 2007) et l’α-actinine (Macia et al., 2008; Sakagami et al., 

2007). L’α-actinine est une protéine de réticulation capable de lier et de maintenir parallèle 

deux microfilaments d’actine entre eux pour former, en collaboration avec la myosine II, des 

filaments d’actine contractiles. L’α-actinine participe entre autre à la formation de fibres de 

stress composées d’actine et à la mise en place des jonctions cellulaires. 

 

b) EFA6 dans la mise en place de la polarité épithéliale  

 

Les cellules épithéliales polarisées sont définies par deux domaines distincts au niveau de la 

membrane plasmique: un domaine basolatéral et un domaine apical faisant face au lumen. 

Ces deux domaines membranaires sont séparés par un complexe protéique appelé jonctions 

serrées.  La mise en place de ces jonctions se fait par un processus dépendant du calcium et  

amorcé par la E-cadherine. EFA6 est impliqué dans l’établissement de la polarité épithéliale 

(Figure 32) (Klein et al., 2008; Luton et al., 2004). Les expériences de surexpression et de 

répression d’EFA6 indiquent que son niveau d’expression est important pour contrôler 

l’assemblage des jonctions serrées et contribuer au développement de la polarité 

épithéliale. En effet, EFA6 est capable de promouvoir la rétention des protéines composant 

les jonctions serrées au niveau de la membrane plasmique. L’utilisation de mutants 

catalytiquement inactif ou ne possédant pas le domaine C-terminal a permis de démontrer 

que les domaines Sec7 et C-terminal d’EFA6 étaient nécessaire. De plus, EFA6 agit en 

stabilisant l’anneau d’actine apical qui supporte les jonctions serrées. D’autres expériences 

menées au laboratoire ont également démontré qu’EFA6 était la cible de l’enzyme de 

déubiquitination USP9x (Ubiquitin Specific Peptidase 9, X-Linked), la protégeant ainsi de la 
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dégradation et permettant l’augmentation d’expression d’EFA6 à la zone de contact 

primordiale nécessaire à la mise en place de la polarité épithéliale (Theard et al., 2010). 

 

 

 

 

Figure 32 : Rôle d’EFA6 et d’Arf6 dans la mise en place de la polarité épithéliale. 

EFA6 contrôle l’assemblage des jonctions sérrées et stabilisent l’anneau d’actine apical 

supportant ces dernières. 

 

c) EFA6 dans l’internalisation et le recyclage 

 

EFA6 est impliqué dans les mécanismes d’internalisation et de recyclage de différentes 

protéines membranaires. Ainsi, la surexpression d’EFA6 ou du mutant d’Arf6 bloqué sous 

forme GTP entraine une diminution drastique de l’internalisation de la transferrine (Franco 

et al., 1999). De plus l’expression d’EFA6 affecte la distribution du récepteur à la transferrine 

dans des cellules TRVb-1. En effet, on retrouve dans des cellules contrôles une localisation 

de ce récepteur intracellulaire au niveau de tubules et vésicules péricentriolaires, alors qu’il 

est redistribué majoritairement à la membrane plasmique par une inhibition de son 

internalisation induite par la surexpression d’EFA6  dans les cellules. 

EFA6 forme, uniquement quand il est lié à son substrat Arf6, un complexe avec le canal 

potassique TWIK1 (Decressac et al., 2004). Cette interaction serait importante pour les 
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mécanismes d’internalisation et de recyclage de ce canal mais également d’autres protéines, 

comme le récepteur à la transferrine. La surexpression de TWIK1 dans les cellules inhibe 

l’internalisation de la transferrine et ce processus est dépendant de son interaction avec 

EFA6. 

Une étude récente menée au laboratoire a mis en évidence l’implication d’EFA6 dans le 

recyclage du récepteur 2 adrénergique (Macia et al., 2012). Ce récepteur couplé aux 

protéines G se situe au niveau des muscles lisses vasculaires, bronchiques, intestinaux et 

génito-urinaires mais également au niveau du muscle strié et des hépatocytes. Il est activé 

par ses ligands endogènes : les catécholamines (adrénaline et noradrénaline). Il est aussi 

sensible à l'action d'agonistes comme l'isoprotérenol ou le salbutamol et d'antagonistes 

comme le propanolol. Le récepteur 2 adrénergique est un récepteur internalisé de manière 

dépendante du  ligand et de la -arrestine. Ainsi, les expériences ont démontré que le 

domaine C-terminal de la -arrestine sert de plateforme et interagit directement et de 

manière simultanée avec EFA6 et son substrat Arf6-GDP. Cette interaction est ligand 

dépendante et conduit à l’activation d’Arf6 in vivo (Figure 33). De plus, cette étude a montré 

que la surexpression d’EFA6 inhibe le recyclage rapide du récepteur 2 adrénergique, 

probablement par la voie Rab4 dépendante et permet son accumulation dans la voie de 

dégradation au niveau des endosomes tardifs et lysosomes. 
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Figure 33 : Rôle d’EFA6 et d’Arf6 dans l’internalisation du récepteur 2-adrénergique. 

Suite à l’activation du récepteur 2-adrénergique, la -arrestine recrute à la membrane 

plasmique EFA6 et son substrat Arf6-GDP permettant l’activation de cette dernière.  
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d) EFA6 dans les pathologies 

 

EFA6 est une protéine impliquée dans différents processus biologiques essentiels à 

l’homéostasie de la cellule comme la réorganisation du cytosquelette d’actine et le trafic 

vésiculaire. Elle est aussi impliquée dans la mise en place et le maintien de la polarité 

épithéliale. Ainsi EFA6 et son substrat Arf6 ont été décrits comme impliqués dans différents 

cancers. 

Mon laboratoire d’accueil a mis en évidence qu’EFA6 est impliquée dans le cancer du sein 

(Zangari et al., 2014). En effet, le niveau d’expression d’EFA6 endogène est critique pour la 

détermination du statut épithélial-mésenchymal en culture 3D de cellules mammaires 

humaines. De plus, des analyses transcriptomiques et immunohistochimiques de tumeurs 

cancéreuses mammaires humaines ont mis en évidence qu’une diminution d’expression 

d’EFA6 est corrélée à une augmentation de la signature de transition epithélio-

mésenchymateuse et un mauvais pronostique pour les patientes. Ainsi, EFA6 a été identifié 

comme étant un antagoniste du développement de tumeurs cancéreuses mammaires. 

EFA6 a également été impliqué dans les processus d’invasion cellulaire des gliomes (Li et al., 

2006). En effet, une étude a mis en évidence que l’expression d’EFA6 est augmentée dans 

des échantillons de tissus de gliomes humains. EFA6 a été décrit comme augmentant la 

motilité et la capacité d’invasion par une voie de signalisation  dépendante d’Arf6 et d’Erk. 
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Résultats partie 1 : Etude de 
l’interaction entre EFA6 et l’endophiline   
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Résultats partie 1 : Etude de l’interaction entre EFA6 et 
l’endophiline 

 

I. Contexte et objectif de l’étude 

L’équipe « les protéines Arf, morphologie cellulaire et transport membranaire », dans 

laquelle j’ai effectué mon doctorat, étudie depuis de nombreuses années le rôle du facteur 

d’échange EFA6 et de son substrat Arf6 dans différents processus cellulaires. Ainsi ces deux 

protéines ont pu être impliquées dans la réorganisation du cytosquelette d’actine, dans la 

régulation du transport vésiculaire et dans la mise en place de la polarité. Dans le but 

d’approfondir nos connaissances sur les fonctions d’EFA6, une recherche de partenaires a 

été effectuée par une expérience de double hybride chez la levure utilisant le domaine Sec7 

d’EFA6 comme appât. Par cette méthode plusieurs clones codant pour l’endophiline B1 ont 

pu être identifiés. 

Dans un premier temps mon travail a porté sur la validation de cette interaction entre EFA6 

et l’endophiline dans des cellules et in vitro, et sur l’identification des domaines impliqués. 

Par la suite je me suis intéressée au rôle de cette interaction sur la fonction de chacune des 

deux protéines : l’activité catalytique d’EFA6 sur l’échange nucléotidique d’Arf6 et la 

capacité de l’endophiline à lier les membranes et induire la formation de tubules. Pour finir 

j’ai étudié la localisation cellulaire de ces deux partenaires et le rôle fonctionnel de cette 

interaction dans l’internalisation du récepteur à la transferrine.  

Dans le but de valider cette interaction nous avons utilisé une approche biochimique avec 

des expériences de pull-down sur des lysats cellulaires sur-exprimant nos protéines d’intérêt 

ainsi que sur des protéines recombinantes purifiées. Nous avons également réalisé des 

expériences de flottaison sur gradient de sucrose à l’aide de vésicules lipidiques artificielles 

avec des degrés de courbure compatibles avec une membrane plane ou avec un puits 

d’endocytose en formation. Lors des expériences de flottaison, les protéines d'intérêt sont 

incubées en présence de liposomes puis un gradient de sucrose est déposé sur ce mélange. 

Suite à une ultracentrifugation, les liposomes de faible densité se retrouvent dans la fraction 
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«top» correspondant à la partie supérieure du gradient de sucrose. Les protéines capables 

d'interagir avec les liposomes sont elles aussi entrainées dans la fraction «top», les autres 

quant à elles  restent dans la fraction «bottom». A cela ce sont ajoutées des expériences de 

biologie cellulaire et de microscopie électronique.  

L’ensemble de cette étude nous a permis de proposer un modèle rendant compte du rôle de 

l’interaction entre l’endophiline et EFA6 dans l’endocytose dépendante de la clathrine. 

II. Article 
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III. Résumé 

Afin de confirmer les résultats obtenus en double hybride, nous avons réalisé des 

expériences de pull-down sur des lysats cellulaires sur-exprimant nos protéines d’intérêt. 

Nous avons pu observer qu’EFA6A interagit avec des isoformes représentants les deux 

familles d’endophiline, soit l’endophiline A1, l’endophiline A2 et l’endophiline B1. Nous 

avons pu mettre en évidence, par l’utilisation de protéines purifiées que cette interaction est 

directe et qu’elle se fait par l’intermédiaire du domaine Sec7 d’EFA6 et des 125 premiers 

acides aminés du domaine N-BAR de l’endophiline A1.  Ces deux domaines étant importants 

pour les fonctions de ces deux protéines, nous avons ensuite étudié les effets de cette 

interaction sur leurs activités respectives. Nous avons observé qu’in vitro l’endophiline A1 

stimule l’activité d’échange d’EFA6 sur de l’Arf6 myristylé en présence de vésicules de 

grande taille. Ces résultats suggèrent qu’EFA6 est capable de lier simultanément Arf6 et 

l’endophiline, et que par cette interaction l’endophiline joue un rôle de régulateur positif sur 

l’activité catalytique d’EFA6. Par des expériences de flottaison sur gradient de sucrose et de 

pull-down en présence de vésicules artificielles, nous avons mis en évidence une 

compétition entre le domaine Sec7 et les lipides pour la liaison au domaine N-BAR. Dans nos 

conditions expérimentales nous observons que l’interaction entre EFA6 et l’endophiline est 

contrôlée par la courbure membranaire. En effet, les expériences de pull down montrent 

que la présence de vésicules à fort degré de courbure dissocie le complexe 

EFA6/endophiline. Alors que le domaine N-BAR seul se retrouve dans la fraction Top liée aux 

vésicules mimant une membrane plane à la suite de l’expérience de flottaison, on le 

retrouve dans la fraction Bottom en présence du domaine Sec7. Ceci est en faveur d’un effet 

dissociateur du domaine Sec7 sur l’interaction entre le domaine N-BAR et les membranes 

planes. Ces résultats mettent en évidence pour la première fois le contrôle d’une interaction 

protéine-protéine par une courbure membranaire. 

Nous avons pu observer par des expériences de diffusion dynamique de lumière et de 

microscopie électronique que l’endophiline A1 déforme et tubularise des vésicules de 

grande taille et que cet effet est inhibé en présence du domaine Sec7 d’EFA6. 

Nous avons observé par des expériences d’immunofluorescence que l’endophiline A2 se 

localise principalement au niveau du cytosol alors qu’EFA6 se trouve à la membrane 
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plasmique au niveau de replis membranaires. Lorsque ces deux protéines sont co-

transfectées, on observe que l’endophiline A2 se relocalise en partie à la membrane 

plasmique dans des structures riches en EFA6. 

Nous nous sommes intéressés à l’internalisation du récepteur à la transferrine. En effet, des 

études précédentes menées au laboratoire avaient mis en évidence que la surexpression 

d’EFA6 inhibait l’internalisation de la transferrine et induisait la redistribution de son 

récepteur à la surface par un mécanisme inconnu. Dans cette étude, nous avons confirmé 

cet effet d’EFA6 et avons observé que la surexpression de l’endophiline A2 n’avait aucun 

effet sur l’internalisation de la transferrine. En revanche, nous observons dans les cellules 

surexprimant l’endophiline et EFA6, que l’internalisation  de la transferrine se fait de 

manière similaire aux cellules contrôles et aux cellules surexprimant l’endophiline A2 seule. 

Ceci montre que la surexpression d’endophiline est capable de lever l’effet inhibiteur de la 

surexpression d’EFA6 sur l’internalisation de la transferrine. De plus, ces résultats indiquent 

que l’endophiline et EFA6 agissent sur la même voie pour contrôler l’internalisation de la 

transferrine. Pour expliquer ces résultats nous avons retenus l’hypothèse qu’EFA6 

surexprimé piégerait l’endophiline endogène l’empêchant ainsi d’assurer ses fonctions dans 

l’endocytose et qu’une surexpression complémentaire de l’endophiline est nécessaire pour 

réverser cet effet. 

IV. Résultats complémentaires 

Dans le but d’approfondir les résultats obtenus sur l’effet stimulateur de l’endophiline A1 sur 

l’activité d’EFA6, nous avons réalisé des expériences complémentaires. Nous avons donc 

étudié l’effet de concentrations croissantes d’endophiline A1 sur la cinétique d’échange 

nucléotidique d’Arf6 catalysée par EFA6. Nous observons que plus la concentration 

d’endophiline A1 dans le milieu est importante, plus la liaison d’Arf6 au GTPγS est élevée. 

L’endophiline augmente l’activité d’échange d’EFA6 sur Arf6 de manière dépendante de la 

dose (Figure 34). 

Au cours de cette étude nous avons également cherché à déterminer si l’interaction du 

domaine Sec7 d’EFA6 avec le domaine N-BAR est spécifique de l’endophiline. Pour cela, nous 

avons réalisé une expérience de pull-down avec le domaine Sec7 d’EFA6 et différentes 

protéines possédant des domaines  N-BAR dont l’amphyphysine, l’Arfaptine et l’endophiline 
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en contrôle. Nous avons pu observer que ni l’amphiphysine, ni l’Arfaptine n’interagissaient 

directement avec le domaine Sec7 d’EFA6. Ces résultats suggèrent que la structure 3D n’est 

pas suffisante et que la séquence primaire du domaine BAR est importante pour la liaison à 

EFA6 (Figure article S2). 

Nous nous sommes également intéressés au rôle de cette interaction sur l’internalisation 

d’autres récepteurs et notamment le récepteur 2-adrénergique. Nous savons que la 

fixation du ligand induit l’internalisation du RCPG activé. Afin de déterminer si l'endophiline 

et EFA6 ont un rôle sur cette internalisation, nous avons effectué des expériences 

d'immunofluorescence sur des cellules HEK exprimant stablement le récepteur β2-

adrénergique couplé à la GFP et transfectées avec l'endophiline A2 seule ou avec EFA6. Suite 

à l’addition d’isoprotérenol, nous observons une internalisation du récepteur. Le récepteur 

s'accumule dans des vésicules à l'intérieur des cellules. Cette internalisation est dépendante 

du temps d'incubation avec le ligand. Nous pouvons observer que plus la durée d'incubation 

avec le ligand est longue, plus le récepteur se retrouve à l'intérieur des cellules. Nous 

n'observons aucune différence significative sur l'internalisation du récepteur β2- 

adrénergique quand l'endophiline A2 est transfectée seule ou avec EFA6 (Figure 35). Cette 

expérience ne nous permet donc pas de conclure quant au rôle de ces deux protéines et de 

leur interaction sur l'internalisation de ce récepteur, mais suggère que la quantité de ces 

deux protéines n'est pas limitante car leur surexpression n’accélère pas le processus 

d’internalisation. Dans le but de répondre à cette question, il serait intéressant d’éteindre 

l’expression de ces deux protéines dans les cellules à l’aide de siRNA. Cependant l’existence 

de plusieurs isoformes de ces deux protéines complique l’interprétation de ces expériences. 

Des expériences menées au laboratoire ont montré que dans des cellules HEK transfectées 

stablement avec le récepteur β2-adrénergique couplé à la GFP et cultivées dans un milieu 

avec sérum, EFA6 était capable de redistribuer le récepteur à l'intérieur des cellules. Des 

expériences plus approfondies menées au laboratoire suggèrent que cet effet ne serait pas 

dû à une stimulation de l'internalisation mais à une inhibition du recyclage et serait 

dépendant de l'activation d'Arf6. Afin de visualiser la redistribution du récepteur β2 

adrénergique induite par EFA6 et de déterminer si l'expression de l'endophiline affectait cet 

effet, nous avons réalisé des expériences d'immunofluorecence sur les cellules HEK 

exprimant stablement le récepteur β2-adrénergique et transfectées avec EFA6 et/ou 

l’endophiline A2. Nous observons dans les cellules surexprimant EFA6 et cultivées dans un 
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milieu sans sérum, que le récepteur β2-adrénergique se localise majoritairement à la 

membrane plasmique (Figure 36, panneau gauche). Cependant, lorsque ces cellules 

surexprimant EFA6 sont cultivées en présence de sérum, nous constatons une forte 

redistribution du récepteur à l'intérieur des cellules (Figure 36, panneau droite). En 

revanche, l'endophiline A2 ne semble pas avoir d'effet sur la localisation du récepteur que 

l’on soit en présence ou en absence de sérum. Cet effet du sérum dépend de la présence 

d'EFA6 car en absence d'EFA6 le récepteur se retrouve principalement à la membrane 

plasmique. 

Nous observons aussi que l’expression de l'endophiline A2 n’inhibe pas la redistribution du 

récepteur induite par l’expression d’EFA6 en présence de sérum. 

Ces résultats nous montrent qu'EFA6 est capable de redistribuer le récepteur en présence de 

sérum et que cette redistribution n’est pas affectée par la sur-expression d'endophiline. 

L’endophiline ne semble donc pas jouer un rôle dans le mécanisme de recyclage du 

récepteur 2-adrénergique stimulé ou non. 

 

Nous nous sommes aussi intéressés à la dynamique des puits d'endocytose par la technique 

de TIR-FM (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy) autrement appelée 

microscopie à ondes évanescentes. Cette technique permet d'observer les protéines 

fluorescentes au voisinage de la membrane plasmique (à moins de 200nm). Elle est 

particulièrement adaptée pour visualiser les protéines présentes au niveau des puits et de 

déterminer leurs temps de résidence. Nous constatons ainsi que dans les cellules 

l'endophiline A2 a un marquage ponctiforme, suggérant une localisation au niveau des puits 

d'endocytose. Nous observons également que les points marqués par l'endophiline A2 sont 

dynamiques et ont une durée de vie d’une dizaine de secondes. En revanche nous 

remarquons qu’EFA6 possède un marquage diffus traduisant une localisation à la membrane 

plasmique comme décrit précédemment (Figure 37). Ces résultats mettent en évidence que 

l’endophiline A2 semblent être présente au niveau des puits d’endocytose alors qu’EFA6 n’y 

est pas concentrée. 

  



95 
 

 

 

Figure 34: L’endophiline stimule l’activité catalytique d’EFA6 de manière dose dépendante. 

La liaison du GTPγS[35S] sur de l’Arf6 myristylé et purifié (2µM) a été mesurée en présence 
de vésicules artificielles, d’His-EFA6 (200nM) et  de différentes concentrations de GST-
endophiline A1 ( 0, 0.2, 0.5 et 2µM). La quantité d’Arf6 liée au GTPγS est déterminée au bout 
de 30min par filtration sur membrane de nitrocellulose et est exprimée en cpm (coups par 
minute) 
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Figure 35: Le complexe EFA6/endophiline ne semble pas perturber l’internalisation du 

récepteur 2-adrénergique. 

Les cellules HEK exprimant stablement le récepteur 2-adrénergique couplé à la GFP sont 
transfectées avec la myc-endophiline A2 +/-RFP-EFA6. 24h après transfection, les cellules 
sont maintenues dans un milieu sans sérum pendant 5h puis les récepteurs sont activés par 
100nM d’isoprotérénol pendant 2, 5 ou 10 min. L’endophiline est révélée par un anticorps 
anti-myc (9E10). 
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Figure 36: L’effet d’EFA6 sur la redistribution du récepteur 2-adrénergique n’est pas 

perturbé par son interaction avec l’endophiline. 

Les cellules HEK exprimant stablement le récepteur 2-adrénergique couplé à la GFP sont 
transfectées avec la myc-endophiline A2 ou RFP-EFA6 seule ou ensemble. 24h après 
transfection les cellules sont maintenues dans un milieu sans ou avec sérum (respectivement 
–SVF et +SVF). L’endophiline est révélée par un anticorps anti-myc (9E10). 

Les flèches montrent une colocalisation. 
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Figure 37 : L’endophiline se localise au niveau des puits d’endocytose lors de 

l’internalisation du récepteur 2-adrénergique  

Les cellules Hela sont transfectées avec la GFP-endophiline A2, RFP-EFA6 et le récepteur 2-
adrénergique HA. 48h après transfection les cellules  incubées dans du PBS glucose (4g/l), 
sont observées en TIR-FM après stimulation des récepteurs par 1µM d’isoprotérenol.  
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V. Conclusion  

Dans cette étude nous avons pu identifier et caractériser l’interaction directe entre le 

facteur d’échange EFA6 et l’endophiline. Cette interaction, qui à notre connaissance est la 

première décrite entre un facteur d’échange pour les Arf et une protéine à domaine Bar, 

renforce le lien entre la voie de signalisation EFA6/Arf6 dépendante et le trafic vésiculaire 

intracellulaire. L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de proposer un modèle 

rendant compte du rôle d’EFA6 et de l’endophiline. En effet, EFA6 serait un des facteurs 

permettant le recrutement de l’endophiline à la membrane plasmique. Lorsque la 

membrane est plane, le complexe formé entre EFA6 et l’endophiline serait stable et 

permettrait l’activation d’Arf6. En revanche, au voisinage d’une vésicule en formation, le 

domaine N-BAR sensible à la courbure se dissocierait du domaine Sec7 d’EFA6 afin de se lier 

à la vésicule et assurer sa fonction.  

En conclusion, cette étude met en évidence que l’endophiline et EFA6 agissent comme des 

régulateurs de l’internalisation de certains récepteurs et coopèrent pour réguler 

l’endocytose clathrine dépendante. 
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Résultats partie 2 : Mécanismes de régulation d’EFA6 

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 



122 
 

-arrestine afin de mieux comprendre le rôle d’EFA6 et d’Arf6 dans le processus 

d’internalisation. 
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B. Matériel et méthodes 

1. Culture cellulaire et transfection 

Les cellules BHK-21 (Baby Hamster Kidney) sont cultivées dans du milieu de culture  BHK-21 

(Gibco-BRL), contenant 5% de sérum de veau foetal, 10% de tryptose phosphate broth, 100 

unités/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et  2 mM de L-glutamine.  

Ces cellules sont ensuite transfectées transitoirement avec les plasmides codant pour les 

protéines d’intérêt à l’aide des agents de transfection Jet Pei (Polyplus transfection, Illkirch, 

France) ou Fugene 6 (Roche) comme décrit par les fournisseurs. 

2. Réactifs et anticorps 

Le GTPγS[35S] provient de Perkin Elmer et les Azolectines de Sigma Chemical (St Louis, MO).  

Les anticorps suivant ont été utilisés: l’anticorps monoclonal de souris dirigé contre l’épitope 

VSV-G (clone P5D4; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), l’anticorps monoclonal 

de souris dirigé contre l’épitope HA (clone 12CA5; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany), l’antisérum de lapin contre la GFP (Clontech), l’anticorps monoclonal de souris 

anti-His (Sigma), l’anticorps monoclonal de souris anti-Arf6 (clone 8A6-2 fourni par S. 

Bourgoin, Sainte-Foy, Canada). L’anticorps de chèvre anti-βarrestine1 (K16 and C19) et anti-

βarrestine2 (C18) proviennent de  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Heidelberg). 

L’anticorps secondaire couplé à la Texas-Red vient de Jackson ImmunoResearch (Interchim, 

France).  

3. Construction ADN 

Les plasmides codant pour le récepteur 2-adrénergique étiqueté GFP et la βarrestin1 nous 

ont été fournis par C. Moore et J. Benovic (Université Thomas Jefferson, Philadelphie). Les 

plasmides codant pour les constructions His–PH-C-ter, les différentes constructions d’EFA6 

étiquetées vsv-G, GFP–PH-C-ter, GFP-C-ter, His–Arf6 et His-Arf1 ont été précédemment 

décrits. Les séquences codant les résidus d’EFA6A humain 1–645 (protéine entière); 125–347 

(Sec7); 351–645 (PH-Cter); 490–645 (Cter); 490–525 (ProN); 525-600 (CC); 600-645 (ProC); 
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490-600 (ProN-CC) et 525-645 (CC-ProC) ont été obtenus par PCR et clonés dans un vecteur 

pGEX-3X (GE Healthcare) pour fusion avec la  GST au niveau de l’extréminté  N-terminale. 

4. Production et purification de protéines GST et HisTag 

Les différentes constructions couplées à la GST ou possédant une étiquette His sont 

produites dans des bactéries BL21. Le culot bactérien est récupéré puis resuspendu dans du 

tampon de lyse froid (Tris pH8 50mM ; NaCl 150mM ; MgCl2 2mM; glycérol 10% 

[phenylmethylsulphonyl fluoride] PMSF 0.25mM et un mélange d'inhibiteurs de protéases 

pour les GST et Tris pH8 50mM ; NaCl 100mM ; MgCl2 1mM; mercapto ethanol 5mM; 

glycérol 10%, imidazole 50mM, [phenylmethylsulphonyl fluoride] PMSF 0.25mM et un 

mélange d'inhibiteurs de protéases pour les His. La suspension bactérienne est soumise à 2 

passages à la Presse de French maintenue à 4°C afin de lyser les bactéries, puis centrifugée. 

Le surnageant est récupéré et ultracentrifugé à 35.000 rpm pendant 2h à 4°C. Après 

récupération, le surnageant est incubé avec des billes de Glutathion Sepharose (GST) ou des 

billes Ni-NTA (His) sur la nuit. Le lendemain les billes sont lavées 3 fois avec du tampon de 

lyse puis les protéines sont éluées avec du tampon d’élution (tampon de lyse complémenté 

avec de la Glutathion Sepharose 20mM et NaCl 100mM pour les GST et tampon de lyse avec 

200mM imidazole pour les His). 6 fractions de 1ml sont collectées puis analysées sur gel de 

poly-acrylamide et les protéines sont révélées par coloration au bleu de Coomassie. Les 

fractions contenant la protéine sont dialysées afin d’éliminer le Glutathion Sepharose puis 

centrifugées sur Centricon pour concentrer les protéines.  

 

5. Pull down sur lysat cellulaire 

Après 24h de transfection, les cellules BHK, ensemencées à 2.105 cellules dans des boites de 

Pétri de diamètre 10cm, sont lavées en PBS à froid, lysées par un tampon de pull-down 

(Tris/HCl pH=8,0 50mM, MgCl2 10mM, NaCl 100mM, Triton X100 1%, glycérol 10%, DTT 

2mM et un mélange d'inhibiteurs de protéases) puis centrifugées 10min à 13200rpm à 4°C. 

Le lysat cellulaire ainsi obtenu est incubé avec 1μM à 3μM de protéines purifiées étiquetées 

GST, 0,75% de BSA et des billes de Glutathion Sepharose. Le mélange est ainsi mis sous 

agitation à 4°C pendant 15h. Les billes sont ensuite lavées deux fois en tampon de lyse puis 

une fois en PBS et les protéines éluées dans 30μl de tampon dénaturant. Les échantillons 
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sont mis à bouillir pendant 5min puis déposés sur gel de polyacrylamide et l'interaction des 

protéines est analysée par western-blot avec les anticorps correspondants. 

6. Fractionnement cytosol/membrane 

Après 24h de transfection, les cellules BHK, ensemencées à 2.105 cellules dans des boites de 

Pétri de diamètre 10cm sont lavées en PBS. Elles sont ensuite récoltées dans 2ml de PBS puis 

mises à centrifuger 5 minutes à 1500 rpm à 4°C. Puis le culot cellulaire est homogénéisé 5 

minutes à 4°C dans un tampon contenant 250 mM de sucrose, 3 mM d’imidazole, pH 7.4, et 

un mélange d’inhibiteurs de protéases et centrifugé  pendant 10 minutes à 3000 rpm à 4°C. 

Le culot est resuspendu dans 100µl de tampon d’homogénéisation à l’aide d’une aiguille 0,6 

afin de lyser les cellules puis le lysat est mis à centrifuger pendant 5 minutes à 4500rpm à 

4°C. Le surnageant dépourvu de noyau PNS (post-nuclear supernatant) est collecté puis 

ultra-centrifugé dans un rotor Beckman TLA 100.1 pendant 45 minutes à 70000 rpm à 4°C 

pour séparer les fractions cytosoliques et membranaires. Le surnageant correspondant à la 

fraction cytosolique est collecté et le culot correspondant à la fraction membranaire est 

resuspendu dans un volume équivalent. Les échantillons sont ensuite bouillis pendant 5 

minutes puis déposés sur gel de polyacrylamide et enfin analysés par coloration au bleu de 

Coomassie ou par western-blot. 

7. Sédimentation 

3µM de vésicules d’azolectine sont incubées avec 2 à 3 µM de protéines Arf6 gly GDP ou GTP 

et His-PH-C-ter seul ou ensemble dans un tampon HKM pH 7.5 (Hepes 50mM, KCl 100mM et 

MgCl2 2mM). Après 30 minutes d’incubation à température ambiante, les 70µl de mélange 

sont mis à centrifuger dans un rotor Beckman TLA 100.1 pendant 13 minutes à 70000 rpm à 

25°C. Le surnageant et le culot qui a été resuspendu dans 70µl de tampon HKM  sont mis à 

bouillir pendant 5min puis déposés sur gel de polyacrylamide puis analysés par coloration au 

bleu de Coomassie ou par western-blot. 

8. Pull down protéines purifiées 

De 0,5μM à 3μM de protéines purifiées possédant une étiquette poly-Histidine sont 

incubées dans un tampon de lyse (Tris/HCl pH=8,0 50mM, MgCl2 10mM, NaCl 100mM, 

Triton X100 1%, glycérol 10%, DTT 2mM et un mélange d'inhibiteurs de protéases) avec 3μM 



126 
 

de protéines purifiées couplées à une GST, 0,75% de BSA ainsi que des billes de Glutathion 

Sepharose pendant 2h30 à 4°C sous agitation. Enfin les billes sont lavées deux fois en 

tampon de pull-down puis une fois en PBS et les protéines éluées dans 30μl de tampon 

dénaturant. Les échantillons sont mis à bouillir pendant 5 minutes puis déposés sur gel de 

polyacrylamide et l'interaction des protéines est analysée par western-blot avec les 

anticorps correspondants. 

9. Cinétiques d’échange nucléotidique radioactif sur les Arf 

1,4µM de protéines Arf6 ou Arf1 sont pré-incubées dans un tampon HKM (Hepes 50mM pH 

7,5, KCl 100mM et MgCl2 1mM) en présence d’azolectine avec 2mM EDTA et 0,5 à 10µM des 

différentes protéines d’intérêt (GST-C-ter ; GST PH-C-ter et arrestine) pendant 15 min à 

température ambiante. La cinétique d’échange spontanée est déclenchée par l’ajout de 

100µM de nucléotides radioactifs GTPγS[35S] et le mélange est placé à 37°C. Pour chaque 

temps une aliquote du mélange est prélevé et filtré sur membrane de nitrocellulose afin de 

déterminer la quantité de protéines Arf liées au GTPγS[35S] exprimée en cpm (coups par 

minute). 

Pour l’échange catalysé, la protéine Arf6 (1,4µM) est pré-incubée dans un tampon HKM en 

présence d’azolectine avec 50nM d’His-EFA6 et/ou 10µM de GST-C-ter pendant 15 minutes à 

température ambiante. La cinétique est déclenchée par l’ajout de 100µM de nucléotides 

radioactifs GTPγS[35S] et le mélange est placé à 37°C. Pour chaque temps un aliquote du 

mélange est prélevé et filtré sur membrane de nitrocellulose afin de déterminer la quantité 

de protéines Arf kiées au GTPγS[35S] exprimée en cpm (coups par minute). 

10. Western blot 

Une fois les protéines dénaturées, elles sont séparées par électrophorèse sur un gel de 

polyacrylamide dans du tampon de migration (Tris 25mM ; Glycine 250 mM; SDS 1%). Suite à 

la séparation électrophorétique à 27mA constant, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose dans du tampon de transfert (Tris 25Mm; Glycine 192 mM; 

méthanol 20%) à 4°C pendant 90 minutes à 400mA constant. Un système de transfert liquide 

est utilisé. La membrane de nitrocellulose (Whatman, Protran, Germany) est saturée 

pendant 30 minutes dans un tampon PBS contenant 5% de lait écrémé en poudre et 0,1% de 

Tween 20, à température ambiante et sous agitation. Puis elle est incubée, soit deux heures 
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à température ambiante, soit durant la nuit à 4°C en présence de l’anticorps primaire dirigé 

contre notre protéine d’intérêt. L’anticorps est dilué dans du PBS et du lait à 5%. Une fois 

l’incubation terminée, la membrane est lavée 4 fois pendant 10 minutes dans du PBSTween 

et incubée avec l’anticorps secondaire couplé à la horse-radish peroxydase durant une heure 

à température ambiante. La membrane est lavée 4 fois pendant 10 minutes et révélée par 

chemiluminescence (Millipore) associée à un système d’acquisition numérique (LAS-3000, 

Fuji) et analysée à l’aide d’un logiciel adapté (MultiGauge, Fuji). 

11. Préparation liposomes 

De larges vésicules unilamellaires d’azolectine ont été préparées comme décrit 

précédemment à une concentration de 20mg/ml. 

12. Immunofluorescence 

Les cellules BHK sont ensemencées sur des lamelles de 11mm de diamètre puis transfectées 

transitoirement avec les plasmides codant pour C-ter Q600-GFP et/ou vsv-G-EFA6 ou V525-

GFP et/ou Arf6-HA. Après 24h de transfection les cellules sont lavées en PBS, fixées en 3% 

PFA (paraformaldéhyde) pendant 20min, lavées à nouveau et incubées 10 minutes avec du 

NH4Cl 50mM. Ensuite les cellules sont perméabilisées par la saponine 0,5% et incubées 

successivement avec les anticorps primaires et secondaires pendant 30min à température 

ambiante. Vsv-G-EFA6 et Arf6-HA sont révélées par des anticorps monoclonaux spécifiques 

de souris (P5D4 et 12CA5 respectivement). Les anticorps secondaires couplés au  

fluorochrome Texas-Red permettent ensuite de visualiser les protéines. Les lamelles sont 

ensuite montées sur lame puis l’acquisition des images a été réalisée à l’aide d’un 

microscope confocale LSM780 (Zeiss).  
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C. Résultats 

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés à l’interaction entre EFA6 et la -

arrestine. Par des expériences de pull-down nous avons voulu déterminer le domaine d’EFA6 

impliqué dans cette interaction. Pour cela nous avons utilisé différentes constructions 

d’EFA6 couplé à la GST: soit la protéine entière, soit les domaines Sec7, C-terminal ou PH-C-

terminal isolés (Figure 39A). Ces expériences mettent en évidence que le domaine C-

terminal de la -arrestine est capable d’interagir légèrement avec EFA6 entier et de manière 

plus importante avec le domaine C-terminal. De manière surprenante on remarque que le 

domaine PH-C-terminal, qui possède pourtant le domaine C-terminal responsable de 

l’interaction, n’est pas capable d’interagir avec la -arrestine (Figure 39B et 39C). 

Cette différence d’interaction entre ces deux constructions qui contiennent le domaine C-

terminal identifié comme étant le domaine interagissant avec la -arrestine suggère que le 

site d’interaction est masqué par la présence du domaine PH.  

Ces résultats nous ont amenés à l’hypothèse selon laquelle EFA6 serait capable de former 

des homodimères. En effet nous pouvons imaginer qu’EFA6 serait capable de se dimériser 

par l’intermédiaire d’une interaction entre le domaine C-terminal et le domaine PH 

empêchant ainsi la liaison de le -arrestine. 

Dans le but de tester cette hypothèse nous avons réalisé des expériences de co-

immunoprécipitation sur des cellules surexprimant la protéine EFA6 couplée à deux 

étiquettes différentes. Nous avons pu observer que la protéine EFA6 portant une étiquette 

GFP n’était pas capable d’immunoprécipiter avec elle la protéine EFA6 couplée à la RFP et 

inversement. Cette constatation a été confortée par des expériences de gel filtration 

réalisées par l’équipe du Dr Cherfils, où la présence d’homodimères d’EFA6 n’a pu être 

observée (communication personnelle). 

Ces observations suggèrent fortement la présence d’un repli intramoléculaire au sein de la 

protéine EFA6 masquant ainsi le site d’interaction présent au niveau du domaine C-terminal 

pour la -arrestine. 

Dans le but de valider cette hypothèse et nous avons cherché tout d’abord à confirmer cette 

interaction entre le domaine PH et le domaine C-terminal d’EFA6. 

Pour cela nous avons réalisé des expériences de pull-down sur des lysats cellulaires 

surexprimant soit EFA6 entier soit différents mutants de délétion en présence de GST ou de 
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GST-C-ter. Ces expériences ont mis en évidence que le domaine C-terminal d’EFA6 est 

capable d’interagir avec toutes les constructions d’EFA6 contenant le domaine PH. En effet 

on constate que le domaine C-terminal est capable de précipiter avec lui les constructions 

EFA6 entier, EFA6ΔSec7 et EFA6ΔCter mais pas la construction  EFA6ΔPHCter (Figure 40). Ces 

résultats mettent en évidence que la présence du domaine PH est nécessaire pour 

l’interaction avec le domaine C-terminal et suggèrent une interaction entre  le domaine C-

terminal et le domaine PH d’EFA6. 

Nous avons, par la suite, effectué une expérience de pull down sur un lysat cellulaire 

surexprimant le domaine PH d’EFA6. Nous avons pu observer que le domaine C-terminal 

couplé à la GST est capable de précipiter avec lui le domaine PH alors que la GST seule ne 

peut pas (Figure 41A). Ces résultats nous ont permis de confirmer l’interaction entre le 

domaine PH et le domaine C-terminal d’EFA6. Dans une expérience complémentaire nous 

avons utilisé la propriété du domaine PH à se lier aux phospholipides membranaires  alors 

que le domaine C-terminal se trouve majoritairement dans le cytosol. Nous avons donc 

réalisé un fractionnement cytosol membrane sur des cellules surexprimant soit le domaine 

PH, soit le domaine C-terminal soit ces deux domaines. Ainsi nous avons pu observer que le 

domaine PH se trouve majoritairement dans la fraction liée aux membranes alors que le 

domaine C-terminal se trouve lui dans la fraction cytosolique. Quand ces deux constructions 

sont co-transfectées on observe une redistribution d’une fraction du domaine C-terminal de 

la fraction cytosolique vers la fraction liée aux membranes (Figure 41B). Ces résultats 

démontrent une interaction entre le domaine PH et le domaine C-terminal d’EFA6 et que 

cette interaction n’est pas compétitive avec la liaison du domaine PH aux phospholipides. En 

effet la présence du domaine C-terminal n’est pas capable de dissocier la liaison du domaine 

PH aux membranes. La capacité du domaine PH à lier simultanément les lipides et le 

domaine C-terminal suggère que l’ouverture de ce repli intramoléculaire ne régule 

probablement pas la liaison d’EFA6 à la membrane plasmique. 

Par la suite nous avons voulu réduire la zone d’interaction et identifier quelle zone du 

domaine C-terminal est impliquée dans l’interaction avec le PH. Le domaine C-terminal est 

composé de deux domaines riches en proline (ProN et ProC) séparés par un domaine coiled-

coil (CC). Nous avons réalisé et purifié au laboratoire différentes constructions 

correspondant aux différents sous domaines du C-terminal couplés à la GST (Figure 41C). Par 

des expériences de pull-down sur des lysats cellulaires surexprimant le domaine PH d’EFA6, 



130 
 

nous avons pu mettre en évidence que le ProN-CC, mais pas le domaine CC-ProC, est capable 

d’interagir avec le domaine PH (Figure 41D). Nous avons confirmé ce résultat par une 

expérience de fractionnement sur des cellules BHK surexprimant les domaines PH et ProN-

CC (C-ter Q600) seuls ou ensemble. Ainsi, nous avons observé, de manière similaire au 

domaine C-terminal, que le domaine ProN-CC est majoritairement soluble quand il est 

exprimé seul et  est en partie redistribué dans la fraction membranaire par le domaine PH 

(Figure 41E). Nous avons également observé que le domaine ProN seul n’est pas redistribué 

dans la fraction membranaire avec le domaine PH (résultats non montrés). Ces résultats 

suggèrent que la combinaison des domaines ProN et CC est nécessaire pour l’interaction 

avec le domaine PH. 

Nous avons également cherché à déterminer si cette interaction était possible dans la 

cellule. Pour cela nous avons réalisé des expériences d’immunofluorescence sur des cellules 

BHK surexprimant EFA6 et une partie du domaine C-ter s’arrêtant au résidu Q600 qui 

correspond au domaine ProN-CC, seuls ou ensemble afin d’étudier leurs localisations. Nous 

pouvons observer que le domaine ProN-CC (C-ter Q600) a un marquage diffus qui traduit 

une localisation dans le cytoplasme. Ces résultats sont en accord avec les expériences de 

fractionnement cytosol/membrane où on retrouvait le domaine C-ter dans la fraction 

soluble. EFA6, quant à elle, se localise exclusivement à la membrane plasmique et plus 

précisément dans des replis membranaires appelés «ruffles». Lors de la double transfection 

nous observons qu'EFA6 garde sa localisation à la membrane plasmique alors que le 

domaine ProN-CC se trouve en partie redistribué dans les structures enrichies en EFA6 

(Figure 42).  Ces expériences mettent en évidence qu’EFA6 et le C-terminal sont capables 

d’interagir au niveau de la membrane plasmique dans la cellule. 

Nous avons donc pu mettre en évidence jusqu’ici que le domaine C-terminal d’EFA6 était 

capable d’interagir via son domaine ProN avec le domaine PH. Nous avons vu que cette 

interaction masque les sites d’interaction présents au niveau du domaine C-terminal pour au 

moins un de ces partenaires, la -arrestine, mais n’interfère pas  avec la liaison du domaine 

PH avec les membranes. L’ensemble de ces résultats suggère fortement la présence d’un 

repli intramoléculaire au sein du facteur d’échange EFA6.  

Durant la suite de ce projet nous nous sommes penchés sur les mécanismes de régulation 

d’EFA6 et avons cherché à déterminer les facteurs impliqués dans cette régulation et dans 

l’ouverture de la protéine EFA6. En effet il a été décrit chez ARNO la présence de deux replis 
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intramoléculaires le maintenant dans une conformation inactive. L’ouverture de la protéine 

fait intervenir différents facteurs dont des phosphorylations et Arf6-GTP, est nécessaire pour 

obtenir une forme d’ARNO pleinement active. Par analogie avec le facteur d’échange ARNO 

nous avons étudié le rôle d’Arf6 dans cette régulation. 

Dans ce but nous avons réalisé une expérience de sédimentation. Nous avons incubé des 

vésicules avec du PH-C-ter, de l’Arf6gly-GTP qui correspond à une forme non myristylée donc 

soluble, ou la combinaison de ces deux protéines et les avons fait sédimenter. Ainsi les 

protéines associées aux membranes vont se retrouver entrainées dans le culot avec les 

vésicules. Nous observons dans cette expérience qu’Arf6gly-GTP et le PH-C-ter, comme 

attendu, se trouvent respectivement dans le surnageant et dans le culot. De plus quand ces 

deux protéines sont incubées ensemble, nous constatons, comme mentionné 

précédemment dans l’étude réalisée en collaboration avec le Dr Cherfils, qu’une petite 

fraction d’Arf6gly-GTP sédimente avec les vésicules montrant une légère interaction entre 

ces deux partenaires (Figure 43). Nous avons ensuite cherché à déterminer si cette 

interaction est nucléotide dépendante et avons réalisé cette expérience en présence 

également d’Arf6-GDP. Comme pour Arf6-GTP nous observons qu’une fraction d’Arf6-GDP 

est redistribuée  dans le culot en présence de PH-C-ter. Ces résultats confirment une 

interaction entre le PH-C-Ter et Arf6. Cette interaction semble être spécifique des 

nucléotides puisque nous constatons que la fraction relocalisée est plus importante pour la 

forme GDP que pour la forme GTP (Figure 44).  

Par la suite nous avons voulu déterminer si cette interaction se fait par l’intermédiaire du 

domaine C-terminal ou du domaine PH. Pour cela nous avons réalisé des expériences de 

pull-down en solution à l’aide de protéines purifiées. Nous avons testé l’interaction entre les 

formes GDP et GTP d’Arf6 et les domaines C-terminal et PH-C-terminal. On observe dans ces 

conditions plus stringentes, où la composition en sels est différente et où le pH augmenté, 

que nous ne retrouvons pas les résultats obtenus précédemment. En effet nous constatons 

ici que la forme GTP d’Arf6  n’est capable d’interagir ni avec le domaine C-terminal ni avec le 

domaine PH-C-terminal. En revanche la forme GDP elle, interagit faiblement avec le domaine 

PH-C-terminal et de manière plus forte avec le domaine C-terminal (Figure 45). L’ensemble 

de ces résultats mettent en évidence une interaction entre EFA6 et son substrat se faisant 

par un autre domaine que le domaine catalytique. En effet nous avons pu constater la 

présence d’un site d’interaction présent sur le domaine C-terminal pour la petite protéine G 
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Arf6, et plus spécifiquement pour la forme GDP. De manière similaire à la -arrestine, ce site 

d’interaction est masqué par la présence du domaine PH. 

Cette interaction entre le domaine C-terminal et Arf6 étant spécifique du nucléotide, nous 

avons cherché à déterminer son rôle sur l’échange nucléotidique d’Arf.. Bien que l’échange 

nucléotidique d’Arf6 soit catalysé par EFA6, la réaction peut se faire plus lentement de 

manière spontanée.  La diminution de la concentration du MgCl2 libre dans le milieu va 

accélérer cette réaction en déstabilisant le GDP favorisant ainsi la liaison du GTPγS en excès 

dans le milieu.  Ainsi nous avons pu étudier les effets des domaines C-terminal et PH-C-

terminal sur cet échange spontané. Nous avons pu constater que la présence du PH-C-

terminal n’influence pas l’échange nucléotidique d’Arf6. En revanche la présence du 

domaine C-terminal à concentration équivalente bloque totalement la liaison d’Arf6 au 

GTPγS (Figure 46). Cet effet inhibiteur du domaine C-terminal sur la cinétique d’échange 

nucléotidique d’Arf6 se fait de manière dose dépendante (Figure 47). De manière similaire à 

l’échange nucléotidique spontané, celui catalysé par EFA6 est également inhibé par la 

présence du domaine C-terminal. En effet on observe lors de la l’échange nucléotidique 

catalysé en présence du domaine C-terminal que la vitesse initiale semble peu affectée mais 

que le plateau est diminué suggérant que le domaine C-terminal piège une fraction d’Arf6-

GDP la rendant incapable de lier le GTP (Figure 48). Ces résultats confirment donc 

l’interaction entre le domaine C-terminal et Arf6-GDP et mettent en évidence que cette 

dernière est inhibée par la présence du domaine PH.  

Par la suite nous avons cherché à déterminer si cet effet du domaine C-terminal était 

spécifique de l’isoforme Arf6. Pour cela nous avons suivi la liaison spontanée d’Arf1-GDP et 

d’Arf6-GDP au GTPγS en présence ou non d’une concentration équivalente de domaine C-

terminal. Ces expériences montrent qu’à faible concentration de MgCl2 Arf1 se lie 

spontanément au GTPγS de manière équivalente à Arf6. En revanche la présence du 

domaine C-terminal d’EFA6 n’affecte pas l’échange nucléotidique de ce dernier alors qu’il 

inhibe celui d’Arf6 (Figure 49). 

L’ensemble des résultats obtenus a mis en évidence que le domaine C-terminal d’EFA6 

interagit spécifiquement avec Arf6-GDP bloquant l’activation de cette dernière.  

Nous avons par la suite cherché à identifier le sous domaine du C-terminal impliqué dans 

l’interaction avec Arf6-GDP. Pour cela nous avons réalisé des expériences de pull down à 

l’aide des différents sous-domaines du C-terminal seuls ou combinés. Nous avons utilisé les 
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constructions correspondant au domaine ProN, CC et ProC ainsi que les constructions ProN-

CC et CC-ProC. Nous avons pu observer que le domaine C-terminal entier et les constructions 

ProN et ProN-CC sont capables de précipiter avec elles la protéine Arf6-GDP contrairement à 

la GST et aux constructions CC, ProC et CC-ProC elles ne précipitent Arf6-GDP (Figure 50).  

Ces expériences ont mis en évidence que l’ensemble des constructions possédant le 

domaine ProN sont capables d’interagir avec Arf6-GDP et le domaine ProN seul est suffisant 

pour permettre cette interaction. 

De plus, par des expériences d’immunofluorescence nous avons voulu confirmer cette 

interaction entre Arf6 et le domaine ProN au niveau de la cellule. Nous avons donc étudié la 

localisation de ces protéines dans des cellules BHK surexprimant Arf6-HA et une construction 

du C-terminal correspondant au domaine ProN (Cter V525-GFP). Nous remarquons que le 

domaine ProN possède une localisation cytosolique. Arf6 se localise principalement au 

niveau de la membrane plasmique dans des microvillosités.  En revanche, on constate quand 

elles sont co-exprimées, que le domaine ProN se trouve en partie redistribué au niveau de la 

membrane plasmique dans des structures enrichies en Arf6 (Figure 51).  

Ces résultats suggèrent que cette interaction entre Arf6-GDP et le domaine C-terminal 

d’EFA6 peut également avoir lieu au sein de la cellule. 
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Figure 39: La présence du domaine PH inhibe l’interaction entre le domaine C-terminal et 

la -arrestine. 

A) Schéma représentatif d’EFA6 et des différentes constructions couplées à la GST utilisées 
dans cette étude. 

B) GST pull-down sur protéines purifiées. La protéine His-arrestine est incubée en présence 
de billes de Glutathion Sepharose avec les différentes constructions d’EFA6 couplées à la 
GST. 

C) Pull-down réalisé sur des cellules BHK transfectées transitoirement avec la arrestine. Le 
lysat cellulaire est incubé avec les protéines GST, GST-C-ter et GST PH-C-ter en présence de 
billes de Glutathion Sépharose. 
Les protéines retenues sur les billes sont analysées sur gel SDS-PAGE, transférées sur 
membrane de nitrocellulose et révélées par les anticorps correspondants. Une fraction du 
lysat total est analysée pour visualiser la quantité de protéines d’intérêt et de protéines 
étiquetées GST incubées. 



135 
 

 

 

Figure 40: Le domaine C-terminal d’EFA6 interagit avec toutes les constructions possédant 

le domaine PH d’EFA6 

Pull-down réalisé sur des cellules BHK transfectées transitoirement avec différentes 
constructions d’EFA6 possédant une étiquette vsv-G. Le lysat cellulaire est incubé avec les 
protéines GST et GST-C-ter en présence de billes de Glutathion Sépharose. 
Les protéines retenues sur les billes sont analysées sur gel SDS-PAGE, transférées sur 
membrane de nitrocellulose et révélées par un anticorps anti-vsv-G (P5D4). Une fraction du 
lysat total est analysée pour visualiser la quantité de protéines d’intérêt et de protéines 
étiquetées GST incubées. 
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Figure 41: Le domaine C-terminal d’EFA6 interagit avec le domaine PH d’EFA6 via sa région 

ProN-CC 

A) Pull-down réalisé sur des cellules BHK transfectées transitoirement avec le domaine PH 
d’EFA6 couplé à la GFP. Le lysat cellulaire est incubé avec les protéines GST ou GST-Cter en 
présence de billes de Glutathion Sépharose. 
B et E) Fractionnement cytosol-membrane réalisé sur des cellules BHK transfectées avec le 
domaine PH, le domaine Cter ou Cter Q600 seul ou ensemble couplés à la GFP. Les protéines 
d’intérêt présentes dans les différentes fractions sont analysées sur gel SDS-PAGE, 
transférées sur membrane de nitrocellulose et révélées par un anticorps anti GFP.  
C) Représentation schématique du domaine C-terminal d’EFA6 et des différentes 
constructions couplées à la GST utilisées dans cette étude. 
D) Pull-down réalisé sur des cellules BHK transfectées transitoirement avec le domaine PH 
d’EFA6 couplé à la GFP. Le lysat cellulaire est incubé avec les protéines GST, GST-Cter ou les 
différentes constructions du domaine C-terminal couplées à la GST en présence de billes de 
Glutathion Sépharose. 
Les protéines retenues sur les billes sont analysées sur gel SDS-PAGE, transférées sur 
membrane de nitrocellulose et révélées par un anticorps anti-vsv-G (P5D4). Une fraction du 
lysat total est analysée pour visualiser la quantité de protéines d’intérêt et de protéines 
étiquetées GST incubées. 
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Figure 42: EFA6 colocalise avec le domaine ProN-CC dans la cellule 

Expérience d’immunofluorescence réalisée sur des cellules BHK transfectées avec le C-ter 
Q600-GFP (correspondant au domaine ProN-CC) et vsv-G-EFA6 seuls ou ensemble pendant 
24H et révélé avec un anticorps anti vsv-G (P5D4). Les flèches indiquent une colocalisation.    
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Figure 43: Le domaine PH-C-terminal d’EFA6 interagit avec Arf6-GTP 

Les protéines His-PH-Cter et Arf6GTP sont incubées seules ou ensemble avec ou sans 
vésicules lipidiques artificielles (azolectine) puis le mélange est ultra centrifugé. La fraction 
soluble est collectée et le culot est resuspendu dans un volume équivalent puis collecté. Ces 
deux fractions sont ensuite analysées sur gel SDS-PAGE. Les protéines d’intérêt  sont ensuite 
révélées par une coloration au bleu de Coomassie ou transférées sur membrane de 
nitrocellulose et révélées par un anticorps anti-Arf6.     
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Figure 44: Le domaine PH-C-terminal d’EFA6 interagit préférentiellement avec Arf6-GDP 

Les protéines His-PH-Cter, Arf6GTP et Arf6-GDP sont incubées seules ou ensemble avec 
vésicules lipidiques artificielles (azolectine) puis le mélange est ultra centrifugé. La fraction 
soluble est collectée et le culot est resuspendu dans un volume équivalent puis collecté. Ces 
deux fractions sont ensuite analysées sur gel SDS-PAGE. Les protéines d’intérêt sont 
transférées sur membrane de nitrocellulose et révélées par les anticorps correspondants.     
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Figure 45: De manière similaire à la -arrestine, Arf6-GDP interagit avec le domaine C-

terminal mais pas le domaine PH-C-terminal d’EFA6  

GST pull-down sur protéines purifiées. Les protéines Arf6-GDP  ou Arf6GTP sont incubées en 
présence de billes de Glutathion Sepharose avec les protéines GST Cter ou GST PH-Cter. 
Les protéines retenues sur les billes sont analysées sur gel SDS-PAGE, transférées sur 
membrane de nitrocellulose et révélées par un anticorps anti-Arf6. Une fraction du lysat 
total est analysée pour visualiser la quantité de protéines d’intérêt et de protéines 
étiquetées GST incubées. 
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Figure 46: L’échange spontané GDP/GTP sur Arf6 est inhibée spécifiquement par le 

domaine C-terminal d’EFA6  

Cinétique de liaison spontanée d’Arf6 non myristylé (1,4µM) au GTPγS[35S] seul ou en 
présence des domaines Cter ou PH-Cter (1µM). Les expériences sont réalisées en présence 
de vésicules lipidiques artificielles (azolectine) et la quantité d’Arf6 liée au GTPγS est 
déterminée pour chaque temps par filtration sur membrane de nitrocellulose et est 
exprimée en cpm (coups par minute). 
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Figure 47: Le domaine C-terminal d’EFA6 inhibe l’échange nucléotidique spontané d’Arf6-

GDP de manière dose dépendante 

Cinétique de liaison spontanée d’Arf6 non myristylé (1,4µM) au GTPγS[35S] seul ou en 
présence de différentes concentration en domaine Cter (0,2 ou 1µM). Les expériences sont 
réalisées en présence de vésicules lipidiques artificielles (azolectine) et la quantité d’Arf6 liée 
au GTPγS est déterminée pour chaque temps par filtration sur membrane de nitrocellulose 
et est exprimée en cpm (coups par minute). 
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Figure 48: Le domaine C-terminal d’EFA6 inhibe l’échange nucléotidique d’Arf6-GDP 

catalysée par EFA6 

Cinétique de liaison spontanée d’Arf6 non myristylé (1,4µM) au GTPγS[35S] seul ou en 
présence d’EFA6 (200nM) et du domaine Cter (10µM) seul ou ensemble. Les expériences 
sont réalisées en présence de vésicules lipidiques artificielles (azolectine) et la quantité 
d’Arf6 liée au GTPγS est déterminée pour chaque temps par filtration sur membrane de 
nitrocellulose et est exprimée en cpm (coups par minute). 
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Figure 49: Le domaine C-terminal d’EFA6 inhibe spécifiquement l’échange nucléotidique  

spontané d’Arf6-GDP 

Cinétique de liaison spontanée d’Arf6 et d’Arf1 non myristylé (1,4µM) en GTPγS[35S] seul ou 
en présence du domaine Cter (1µM). Les expériences sont réalisées en présence d’azolectine 
et la quantité d’Arf6 et d’Arf1 liée au GTPγS est déterminée pour chaque temps par filtration 
sur membrane de nitrocellulose et est exprimée en cpm (coups par minute). 
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Figure 50: Le domaine C-terminal d’EFA6 interagit directement avec Arf6-GDP par 

l’intermédiaire de son extrémité ProN 

A) Schéma représentatif du domaine C-terminal d’EFA6 et des différentes constructions 
couplées à la GST utilisées dans cette étude. 
B) GST pull-down sur protéines purifiées. La protéine Arf6-GDP est incubée en présence de 
billes de Glutathion Sepharose, avec les différentes constructions du domaine C-terminal 
couplées à la GST. 
Les protéines retenues sur les billes sont analysées sur gel SDS-PAGE, transférées sur 
membrane de nitrocellulose et révélées par un anticorps anti-Arf6 (8A6-2). Une fraction du 
lysat total est analysée pour visualiser la quantité de protéines d’intérêt et de protéines 
étiquetées GST incubées. 
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Figure 51: Arf6 et le domaine ProN  colocalise dans la cellule au niveau de la membrane 

plasmique 

 Expérience d’immunofluorescence réalisée sur des cellules BHK transfectées avec le Cter 
V525-GFP (correspondant au domaine ProN) et Arf6-HA seuls ou ensemble pendant 24H et 
révelées avec un anticorps anti HA. Les flèches indiquent une colocalisation.    
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D. Conclusion 

EFA6 appartient à la famille des protéines à domaine Sec7 qui sont des facteurs d’échange 

pour les petites protéines G de la famille Arf. Il existe 4 isoformes de la protéine EFA6 chez 

l’humain (EFA6A, EFA6B, EFA6C et EFA6D) qui partagent une organisation commune. Ils 

possèdent un domaine N-terminal dont la fonction reste à déterminer, un domaine Sec7 qui 

est le domaine catalytique, un domaine PH capable d’interagir avec les phospholipides de la 

membrane plasmique et un domaine C-terminal qui permet l’interaction avec différents 

partenaires. EFA6 est impliqué dans différents processus biologiques tels que la 

réorganisation du cytosquelette d’actine, l’internalisation et le recyclage de différentes 

protéines membranaires mais également dans la mise en place de la polarité épithéliale. 

Ainsi une étude précédemment menée au laboratoire à mis en évidence que suite à 

- -arrestine va pouvoir interagir 

avec EFA6 et son substrat Arf6-GDP et faciliter l’échange nucléotidique Arf6-GDP/Arf6-GTP 

catalysé par EFA6. Dans cette étude des mécanismes de régulation de la protéine EFA6 nous 

-arrestine et EFA6 se faisait par 

l’intermédiaire du domaine C-terminal d’EFA6. Néanmoins nous avons observé qu’on 

« perdait » cette interaction lors de nos expériences avec la construction PH-C-terminal. Des 

résultats préliminaires obtenus en collaboration nous poussent à penser que cet effet 

inhibiteur du domaine PH sur cette interaction ne serait pas du à une dimérisation d’EFA6 

mais plutôt à un repli intramoléculaire au sein de cette protéine. Nous avons ensuite mis en 

évidence une interaction entre le domaine PH et le domaine C-terminal d’EFA6. Nous avons 

pu limiter la zone d’interaction sur le domaine C-terminal et identifier la région riche ProN-

CC comme étant impliquée dans l’interaction avec le domaine PH. 

 EFA6 oscillerait entre au moins deux conformations: une forme où le domaine ProN-CC du C-

ter viendrait se replier sur le domaine PH et une forme ouverte où les sites d’interaction pour 

les partenaires du domaine C-terminal seraient démasqués (Figure 52). Ce mécanisme de 

régulation par un repli intramoléculaire a déjà été décrit pour ARNO, un autre facteur 

d’échange pour les Arfs. D’une part des études ont mis en évidence que le domaine Coiled-

Coil en Nterminal venait se replier sur le domaine PH empêchant ainsi son interaction avec 

les membranes. D’autres part il a été décrit que le domaine polybasique en C-terminal venait 

se replier sur le domaine intermédiaire entre le domaine Sec7 et le domaine PH. Ce repli 
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joue le rôle de pseudo-substrat qui bloque ARNO dans une conformation inactive. Parmi les 

facteurs qui permettent l’ouverture de la protéine ARNO on retrouve la petite protéine G 

Arf6 sous sa forme GTP. Par analogie nous avons donc cherché à déterminer si Arf6 

permettait l’ouverture du facteur d’échange EFA6. Ainsi nous avons pu mettre en évidence 

une interaction directe entre le domaine C-terminal d’EFA6 et Arf6. Nous avons observé que 

cette interaction se faisait préférentiellement avec la forme GDP d’Arf6 et avons identifié le 

domaine ProN du C-terminal comme étant le domaine nécessaire à cette interaction. De 

manière surprenante nous avons mis en évidence une interaction entre EFA6 et son substrat 

par un domaine différent que le domaine catalytique. Arf6 ne semble pas être un facteur 

permettant l’ouverture d’EFA6. En effet bien qu’Arf6-GDP et Arf6-GTP semblent interagir sous 

certaines conditions avec la construction PH-C-terminale, cette interaction reste relativement  

faible. Ces observations peuvent être dues à la dynamique de la protéine EFA6. En effet nous 

pouvons penser que l’interaction entre le domaine PH et le domaine C-terminal d’EFA6 n’est 

pas statique et que la protéine va osciller entre un état fermé et un état ouvert permettant 

une probabilité de rencontre entre le domaine C-terminal et Arf6. De plus nous avons pu 

observer que le domaine PH et Arf6 partageaient partiellement le même site d’interaction 

sur le domaine C-terminal (respectivement domaine ProN-CC et ProN). Ces résultats laissent 

imaginer qu’une fois lié, Arf6-GDP pourrait empêcher l’interaction entre les domaines PH et 

C-terminal et ainsi maintenir EFA6 dans une conformation ouverte.  

Nous avons pu également observer une interaction entre la construction PH-C-terminal et 

Arf6 dans des conditions en présence de vésicules. Néanmoins, les lipides ne semblent pas 

être un facteur suffisant pour permettre l’ouverture d’EFA6. Bien que les expériences sur la 

cinétique d’échange nucléotidique d’Arf6 aient été réalisées en présence de liposomes nous 

n’avons pas observé un effet du PH-C-terminal similaire à celui du domaine C-terminal.  

Dans la dernière partie de cette étude nous avons mis en évidence un effet surprenant du 

domaine C-terminal. Nous avons observé que ce dernier semble avoir un effet inhibiteur sur 

l’échange nucléotidique d’Arf6 spontané ou catalysé par EFA6. Alors que la vitesse initiale 

semble être constante, nous remarquons que le domaine C-terminal agit sur le plateau 

atteint. Le plateau correspond à la quantité maximale d’Arf6 capable de lier le GTPγS. Ces 

résultats suggèrent que le domaine C-terminal ne ralentit pas la vitesse d’échange mais agit 

plutôt sur la quantité d’Arf6 capable d’être activée. Nos résultats semblent indiquer que le 



149 
 

domaine C-terminal en interagissant avec Arf6-GDP va piéger cette dernière et empêcher son 

activation. Néanmoins le rôle de cette interaction entre le domaine C-terminal et Arf6-GDP 

reste à déterminer.  

On peut donc imaginer plusieurs hypothèses. Le domaine C-terminal d’EFA6 pourrait 

séquestrer un pool d’Arf6-GDP afin de le rendre immédiatement disponible pour être activé 

par le domaine Sec7 dans des conditions précises et  en réponse à divers stimuli. Le domaine 

C-terminal d’EFA6 pourrait également être à l’origine d’une deuxième voie de signalisation 

dépendante d’Arf6-GDP et indépendante de l’activité catalytique du domaine Sec7. Cet Arf6-

GDP piégé par le domaine C-terminal pourrait interagir avec ses propres effecteurs et les 

recruter dans des conditions précises afin de contrôler d’autres voies de signalisation. Nous 

retrouvons notamment parmi les effecteurs d’Arf6-GDP FE65, une protéine adaptatrice 

enrichie dans le cerveau et interagissant avec la protéine APP (Amyloid Precursor Protein). Il 

a été montré que cette interaction est impliquée dans la croissante des neurites  



150 
 

 

 
 

Figure 52: Modèle du mécanisme de régulation du facteur d’échange EFA6 

Le facteur d’échange EFA6 oscille entre un état où le domaine C-terminal est replié sur le 

domaine PH et un état ouvert permettant son interaction avec différents partenaires. 
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Discussion 

 

Dans la première partie de ce manuscrit nous avons identifié et caractérisé une interaction 

entre le facteur d’échange EFA6 et l’endophiline. Nous avons également proposé un modèle 

rendant compte du rôle de ces deux protéines dans l’endocytose dépendante de la clathrine. 

Néanmoins, de nombreuses zones d’ombres demeurent, notamment les mécanismes de 

régulation de cette interaction.  

 

1. Mécanismes de régulation de l’interaction entre EFA6 et l’endophiline 

De façon surprenante nous avons constaté que cette interaction dépend  du degré de 

courbure de la membrane lipidique. Cependant,  même sur une surface membranaire plane,  

cette interaction n’est  probablement pas constitutive et  d’autres facteurs doivent réguler 

cette interaction. L’identification des signaux et mécanismes moléculaires qui régulent 

spatio-temporellement la formation du complexe EFA6/endophiline nous permettrait de 

mieux comprendre sa fonction. Nous pourrions aussi déterminer par cristallographie la 

structure du complexe formé par EFA6 et l'endophiline, et déterminer les acides aminés 

impliqués dans l'interaction. Ceci permettrait d'obtenir des mutants des deux protéines 

incapables d'interagir et d'étudier cette perte d’interaction sur leurs différentes fonctions et 

sur le traffic membranaire en général. Des études ont également permis d’identifier au sein 

du domaine N-BAR plusieurs sites de phosphorylation qui contrôlent la liaison de 

l’endophiline aux membranes et la fonction de cette dernière dans l’endocytose. Il serait 

intéressant d’étudier l’effet de ces phosphorylations sur l’interaction entre l’endophiline et 

EFA6.  

 

2. Caractérisation de l’effet stimulateur de l’endophiline sur l’activité catalytique 

d’EFA6 

Nous avons également identifié l’endophiline comme étant le premier stimulateur de 

l’activité catalytique d’EFA6 par interaction directe avec le domaine Sec7. Une analyse 

structurale permettrait la détermination précise du site d’interaction ainsi que du 

mécanisme par lequel l’endophiline stimule l’activité catalytique d’EFA6. Nous pouvons 

imaginer que l’endophiline module la structure 3D du domaine Sec7 ou l’organisation 



154 
 

structurale de la protéine augmentant ainsi l’affinité d’EFA6 pour son substrat Arf6, mais 

cette hypothèse reste à être démontrée.  

 

3. Rôle de cette interaction dans l’endocytose dépendante de la clathrine 

La fonction de cette fraction d’Arf6 activée localement par le complexe EFA6/endophiline 

reste inconnue. En revanche, nous savons qu’une forte concentration d’Arf6-GTP permet 

l’activation de la PIP5K (Aikawa and Martin, 2003), et donc la production de PIP2, et le 

recrutement de la protéine AP-2 (Paleotti et al., 2005). Ainsi, une forte concentration d’Arf6-

GTP pourrait permettre le recrutement de la machinerie d’endocytose et conduire à la 

formation des puits d’endocytose recouverts de clathrine. La technique du TIR-FM devrait 

nous permettre dans un premier temps de confirmer que le marquage ponctiforme de 

l’endophiline est dû à sa présence dans les puits recouverts de clathrine. Pour cela nous 

pourrions comparer sa localisation avec celle de la clathrine. Par cette technique nous 

pourrions également étudier l'effet de mutants incapables d'interagir ou du mutant 

constitutivement inactif d’EFA6, EFA6E242K, sur la cinétique d'apparition dans les puits, mais 

également sur la formation des puits et l’assemblage du manteau de clathrine, sur 

l’endocytose et le recyclage.  

 

Dans la seconde partie nous avons pu observer que le facteur d’échange EFA6 semble 

osciller entre  au moins deux conformations, une ouverte et une repliée par une interaction 

entre les domaines PH et C-terminal. Néanmoins plusieurs questions concernant le rôle et 

les mécanismes moléculaires régulant cette interaction restent en suspens.     

 

4. Régulation de l’ouverture par des partenaires d’EFA6 

Il nous reste tout d’abord à identifier les facteurs régulant les mécanismes d’ouverture 

d’EFA6. Nous avons donc cherché parmi les interacteurs déjà connus du domaine C-terminal, 

des protéines capables d’intervenir dans ce mécanisme d’ouverture. Nous savons d’ores et 

déjà que la -arrestine et Arf6-GDP ne sont pas capables de favoriser le passage d’EFA6 sous 

une conformation ouverte. Nos expériences nous ont montré que ces deux protéines 

n’interagissaient pas ou peu avec le domaine  PH-C-terminal qui sous sa conformation 

fermée masque les sites d’interaction présents sur le domaine C-terminal. 



155 
 

J’ai pu également m’intéresser au rôle  de l’α-actinine sur le mécanisme d’ouverture de la 

protéine EFA6. L’α-actinine est une protéine impliquée dans le branchement des filaments 

d’actine. Une étude a mis en évidence qu’elle était capable d’interagir avec le domaine C-

terminal d’EFA6 (Sakagami et al., 2007). Nous nous sommes basés sur l’hypothèse selon 

laquelle le domaine PH-C-terminal ouvert posséderait les mêmes propriétés sur l’échange 

nucléotidique d’Arf6 que le domaine C-terminal. Ainsi, une protéine favorisant l’ouverture 

permettrait au domaine PH-C-terminal d’inhiber l’activation d’Arf6. J’ai donc réalisé des 

expériences préliminaires sur la cinétique d’échange nucléotidique spontané d’Arf6 en GTPγS 

en présence du PH-Cter et de l’α-actinine seuls ou ensemble. Dans ces expériences nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés au t1/2, qui correspond au temps nécessaire 

pour obtenir la moitié de la liaison maximale d’Arf6 au GTPγS. Ainsi nous avons pu constater 

qu’Arf6 atteint la moitié de sa liaison maximale en 10,4min en moyenne quand elle est 

incubée seule et que ce temps passe à 9,7min en présence du domaine PH-C-terminal. Ces 

résultats confirment l’absence d’effet significatif du domaine PH-C-terminal sur la liaison 

d’Arf6 au GTPγS. En contrôle, nous observons que la présence de l’α-actinine n’influençait 

que très peu le t1/2  d’Arf6 suggérant que l’α-actinine n’a pas d’effet sur l’échange 

nucléotidique d’Arf6. Lorsqu’Arf6 est incubée avec le domaine PH-C-terminal et l’α-actinine 

on constate que le t1/2 est augmenté. En effet, il passe de 9,7min (PH-C-terminal seul) à 

16min (PH-C-terminal+-actinine)  (Figure 53). Ces résultats suggèrent que l’α-actinine 

permet l’ouverture de ce repli intramoléculaire et de dévoiler l’effet inhibiteur du domaine C-

terminal. Cette étude demeure toutefois préliminaire et doit donc être confirmée et 

approfondie. 

Il serait également intéressant de déterminer le site d’interaction sur le domaine C-terminal 

d’EFA6 pour l’α-actinine. Ceci nous permettrait par une approche de mutagénèse d’obtenir 

des constructions constutivement ouvertes ou fermées et ainsi tester les répercussions sur 

les différents processus physiologiques auxquels EFA6 participe.  

Des études ont mis en évidence qu’EFA6 est impliqué dans la réorganisation du 

cytosquelette d’actine par l’intermédiaire de son domaine C-terminal. En effet, EFA6 est 

capable d’interagir directement avec l’actine filamenteuse (Macia et al., 2008) et, de manière 

similaire à l’actinine, il serait intéressant de tester l’effet de cette dernière sur le mécanisme 

d’ouverture d’EFA6. 
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5. Régulation de l’ouverture par des modifications post-traductionnelles 

Des études menées au laboratoire ont également mis en évidence que l’addition de sérum 

dans le milieu de cellules surexprimant EFA6 conduisait à l’activation d’Arf6 et à la 

redistribution du récepteur 2-adrénergique dans des compartiments intracellulaires (Macia 

et al., 2012). Ceci est le premier stimulus à avoir été décrit comme induisant l’activation 

d’Arf6 par EFA6. De plus l’ajout de sérum dans le milieu ne semble pas modifier la 

localisation cellulaire d’EFA6. Ces résultats mettent en évidence que le sérum ne régule 

l’activité d’EFA6 en contrôlant sa localisation et son recrutement à un endroit précis de la 

cellule. Ceci suggère qu’un changement de conformation au sein de la protéine est à 

l’origine de cette activité d’échange. Nous pouvons donc supposer que le sérum active 

certaines voies de signalisation aboutissant à des modifications post-traductionnelles 

d’EFA6.  

Nous savons également que l’expression et l’activité des protéines peuvent être régulées par 

des modifications post-traductionnelles.  

Ainsi une étude réalisée au sein de l’équipe a mis en évidence que le niveau d’expression 

d’EFA6 était maintenu bas par une ubiquitination et une dégradation constitutive par le 

protéasome et que son expression était augmentée avant la formation des jonctions serrées 

par l’action de la déubiquitinase USP9x (Theard et al., 2010). En plus de son rôle dans la 

dégradation des protéines, l’ubiquitination participe aussi à la régulation de leurs activités. 

Par ailleurs la caractérisation de l’interaction entre USP9x et EFA6 a permis d’identifier le 

domaine PH d’EFA6 comme nécessaire et suffisant à la liaison d’USP9x. L’identification des 

site d’ubiquitination au sein de la protéine EFA6 et une étude plus approfondie de cette voie 

nous permettrait de compléter nos résultats sur le mécanisme de régulation d’EFA6.  

Dans la même optique nous pourrions également nous intéresser au mecanisme de 

sumoylation de la protéine EFA6. L’addition de groupements SUMO (Small Ubiquitin-like 

Modifier) sur une protéine affecte sa localisation, son activité et l’interaction avec ses 

partenaires. Une étude de la séquence d’EFA6 a permis d’identifier deux sites de 

sumoylation potentiels au sein de la protéine. Il serait donc intéressant de valider ces 

résultats et par la suite d’étudier le rôle de la sumoylation sur la régulation d’EFA6. Pour cela 

nous pourrions réaliser une expérience de pull down avec la protéine EFA6 sumoyler afin 

d’analyser l’interaction d’EFA6 avec ces différents partenaires. 

 



157 
 

Par analogie avec le facteur d’échange ARNO dont le mécanisme de régulation implique 

plusieurs phosphorylations (Hiester and Santy, 2013), nous pourrions déterminer l’ensemble 

des acides aminés susceptibles d’être phosphorylés au sein du sous-domaine ProN de la 

région C-terminale et du domaine PH d’EFA6. De plus nous savons que la phosphorylation de 

la sérine 392 d’ARNO par la PKC permet l’ouverture du domaine polybasique et ce résidu se 

trouve conservé dans la protéine EFA6. Par une approche de mutagenèse mimant une 

phosphorylation de ces résidus, associée à une approche biochimique, nous pourrions 

déterminer si la régulation d’EFA6 se fait par ce mécanisme et dans l’affirmative les résidus 

impliqués.  

  

6. Caractérisation de l’interaction entre le domaine C-terminal et Arf6-GDP 

En plus du mécanisme de régulation du facteur d’échange EFA6, il serait essentiel d’étudier 

plus précisément l’interaction entre le domaine C-terminal d’EFA6 et la petite protéine G 

Arf6. D’une part, le domaine C-terminal possède-t’il un effet inhibiteur sur l’échange catalysé 

par EFA6 ? Afin de répondre à cette question nous pourrions tester l’activité catalytique de 

différents mutants d’EFA6 sur l’échange nucléotidique de la protéine Arf6. En effet, en 

comparant l’activité catalytique d’EFA6 et d’un mutant ne possédant pas le domaine C-

terminal (EFA6ΔC) sur l’échange nucléotidique d’Arf6, nous pourrions voir si le domaine C-

terminal endogène possède un effet inhibiteur. Dans l’affirmative, ces résultats 

indiqueraient que le domaine C-terminal endogène piège une quantité d’Arf6 la rendant 

inactivable. Nous pourrions également réaliser une construction dépourvu du domaine PH 

mais capable de lier les membranes, par ajout d’une ancre lipidique par exemple. Nous 

pourrions par la suite étudier l’effet du C-terminal sur l’échange catalysé par cette 

construction. 

D’autre part quel est le rôle fonctionnel de cette interaction? En effet, nous avons pu 

constater que le domaine C-terminal d’EFA6 est capable en séquestrant de l’Arf6-GDP 

d’empêcher son activation. Néanmoins le devenir de cet Arf6 et sa fonction restent 

inconnus. Nous savons également que la quantité de facteur d’échange est limitante par 

rapport à la quantité de protéine Arf6. De ce fait, nous pouvons supposer que la quantité 

d’Arf6 séquestrée par le domaine C-terminal reste relativement faible au sein de la cellule. 

Nous pouvons également imaginer que dans des conditions spatio-temporelles définies, une 

concentration locale d’EFA6 permettrait par l’intermédiaire de son extrémité C-terminal de 
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recruter un pool d’Arf6-GDP qui par l’intermédiaire de différents effecteurs va signaler dans 

la cellule. Ainsi des expériences complémentaires doivent être réalisées dans le but de 

répondre à cette question. 
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Figure 53: Le domaine PH-C-terminal d’EFA6 est capable d’inhiber l’échange GDP/GTP 

spontané d’Arf6-GDP en présence d’α-actinine 

Cinétique de liaison spontanée d’Arf6 non myristylé (1,4µM) au GTPγS[35S] seul ou en 
présence du domaine PH-Cter (750nM) et de l’α-actinine (0,5µM) seul ou ensemble. Les 
expériences sont réalisées en présence d’azolectine et la quantité d’Arf6 liée au GTPγS est 
déterminée pour chaque temps par filtration sur membrane de nitrocellulose. Le t1/2 
correspondant au temps nécessaire pour qu’Arf6 atteigne la moitié de sa liaison maximale 
est ensuite déterminé par une équation de cinétique d’ordre 1.  
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Conclusion générale 
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Conclusion générale 

En résumé, ce travail de thèse nous a permis d’identifier différents mécanismes régulant 

l’interaction d’EFA6 avec ses différents partenaires. En effet, nous avons pu mettre en 

évidence une interaction directe entre le domaine N-BAR de l’endophiline et le domaine 

Sec7 d’EFA6. De plus, nous avons pu observer que la courbure membranaire était un facteur 

qui régulait l’interaction entre ces deux partenaires. EFA6 est capable d’interagir et de 

recruter l’endophiline sur une membrane plane et on observe en présence de vésicules 

courbées une dissociation de l’endophiline et d’EFA6. Par ailleurs nous avons mis en 

évidence que l’endophiline semble stimuler l’activité d’échange d’EFA6 sur la petite protéine 

G Arf6. Dans un second temps nous avons pu mettre en évidence dans l’étude menée en 

collaboration avec l’équipe du Dr Cherfils, que l’activité catalytique d’EFA6 était régulée par 

une boucle de rétrocontrôle négatif exercée spécifiquement par la protéine Arf6-GTP. Nous 

observons en présence de la protéine Arf6-GTP une diminution de l’activité d’échange 

d’EFA6 et avons mis en évidence que cet effet était dû à une interaction entre  Arf6-GTP et le 

domaine PH-C-terminal d’EFA6. Pour finir nous avons mis en évidence une interaction entre 

le domaine C-terminal et le domaine PH d’EFA6 qui contrôle son interaction avec différents 

partenaires dont la -arrestine et avons observé une interaction entre le domaine C-terminal 

et la protéine Arf6-GDP qui semble contrôler l’activation de cette dernière. Néanmoins 

plusieurs questions restent en suspens, notamment celles concernant les mécanismes qui 

vont permettre l’ouverture de ce repli intra-moléculaire.   
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Résumé 

La petite protéine G Arf6 et son facteur d'échange EFA6 sont des protéines impliquées dans 

de nombreux processus cellulaires tels que le remodelage du cytosquelette d’actine, le 

transport vésiculaire et mise en place de la polarité épithéliale. Elles jouent un rôle dans la 

voie d'endocytose dépendante de la clathrine permettant notamment l'internalisation de 

certains récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Des études menées au laboratoire ont 

montré qu’Arf6 interagit avec le complexe adapteur AP-2 et forme un complexe avec EFA6 

et la β-arrestine, une protéine nécessaire au recrutement des RCPGs dans les puits de 

clathrine. Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à EFA6 afin de mieux 

comprendre son rôle dans le trafic vésiculaire.   La recherche de nouveaux partenaires 

d’EFA6 menée au laboratoire nous a permis d'identifier l'endophiline comme protéine 

pouvant interagir avec EFA6. L'endophiline est une protéine à domaine N-BAR impliquée 

dans différentes étapes de l'endocytose dépendante de la clathrine, de la formation de la 

vésicule au désassemblage du manteau. Nous avons pu confirmer une interaction directe et 

identifier le domaine N-BAR de l’endophiline et le domaine catalytique d’EFA6, le domaine 

Sec7, comme étant responsables de cette interaction. Ainsi nous avons mis en évidence pour 

la première fois une interaction entre le domaine Sec7 d’EFA6 et une protéine autre que son 

substrat Arf6. Nous avons montré que l’endophiline stimule l’activité catalytique d’EFA6 sur 

l’échange nucléotidique d’Arf6.  Nous avons également démontré que le degré de courbure 

des membranes régule l’interaction entre EFA6 et le domaine N-BAR. Enfin, nous avons  

observé qu'EFA6 est capable de redistribuer partiellement l'endophiline au niveau de la 

membrane plasmique et que la surexpression de l’endophiline lève l’effet inhibiteur d’EFA6 

sur l’internalisation de la transferrine. Les résultats obtenus nous permettent de proposer un 

modèle selon lequel EFA6 recrute l’endophiline au niveau de zones planes de la membrane 

plasmique pour contrôler l’activation d’Arf6 et l’endocytose dépendante de la clathrine. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes qui régulent l’activité d’EFA6. Nous 

avons mis en évidence que le domaine PH d’EFA6 n’est pas auto-inhibiteur et qu’il 

potentialise fortement l’activité catalytique d’EFA6 sur des membranes lipidiques 

artificielles. Nous avons également observé que l’activité d’EFA6 est régulée par le produit 

de la réaction qu’elle catalyse, Arf6-GTP, qui en interagissant avec le domaine PH-C-

terminal exerce une boucle de rétrocontrôle négative. Enfin, nous avons observé que 

l’interaction entre le domaine C-terminal et certains de ces partenaires, notamment la β-

arrestine, était inhibée par la présence du domaine PH et avons démontré une interaction 

entre le domaine PH et le domaine C-terminal, suggérant un repli intramoléculaire au sein 

de la protéine. Nous avons également démontré une interaction directe entre le domaine C-

terminal d’EFA6 et la protéine Arf6-GDP. Cette interaction semble piéger Arf6GDP et inhiber 

fortement son activation.  

Ces résultats mettent en évidence la présence de différents mécanismes moléculaires qui 

régulent l’activité catalytique et l’interaction d’EFA6 avec ses différents partenaires. Ces 

mécanismes contrôlent ainsi la fonction de ce facteur d’échange au sein de la cellule.  
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Abstract 

The small G protein Arf6 and its exchange factor EFA6 control numerous cellular processes 

such as actin cytoskeleton remodeling, vesicular transport and apico-basal cell polarity. They 

are involved in clathrin dependant endocytosis which mediates internalization of some G-

Protein Coupled Receptor (GPCR). Studies led in the laboratory have shown that Arf6 

interacts directly with the clathrin adaptator complex AP-2 and forms a complex with EFA6 

and β-arrestin, the latter playing a key role in the recruitment of GPCRs to clathrin-coated 

pits. Here we focused on EFA6 for determining its role in vesicular trafficking. 

We identified endophilin as a new EFA6 partner. Endophilin is a N-BAR domain containing 

protein involved at different stages of clathrin-mediated endocytosis, from membrane 

deformation to vesicles uncoating. We confirmed the direct interaction and identified the N-

BAR domain of endophilin and the catalytic Sec7 domain of EFA6 as the binding regions. 

Interestingly, we showed for the first time that the Sec7 domain of EFA6 could interact with 

a protein besides its substrate Arf6.  We observed that endophilin stimulates the catalytic 

activity of EFA6 on Arf6.  We also demonstrated that the membrane curvature regulates the 

interaction between the Sec7 domain and the N-BAR domain. The expression of EFA6 

recruits endophilin to EFA6-positive plasma membrane ruffles, whereas expression of 

endophilin rescues the EFA6-mediated inhibition of transferrin internalization. Altogether 

our results support a model whereby EFA6 recruits endophilin to flat areas of the plasma 

membrane to control Arf6 activation and clathrin-mediated endocytosis.  

Next, we focused on the molecular mechanisms that regulate EFA6 activity. We showed that 

the PH domain of EFA6 isn’t auto-inhibitory and strongly stimulates EFA6 catalytic activity on 

artificial membrane. We also observed that the activity of EFA6 is regulated by the product 

of the reaction it catalyses, Arf6-GTP. Arf6-GTP, via an interaction with the EFA6 PH-C-

terminus domain, mediates a negative feedback loop. 

Finally, we observed that the PH domain inhibits the interaction between the C-terminus 

domain and some of its partners such as β-arrestin. We showed an interaction between the 

PH and the C-terminus domains, suggesting an intramolecular folding of the protein. We 

also demonstrated that Arf6-GDP interacts directly with the C-terminus domain of EFA6. This 

interaction seems to trap Arf6-GDP and strongly inhibits its activation. 

All our results indicate that the catalytic activity of EFA6 and the interaction with its partners 

are regulated by different molecular mechanisms, all of which controlling EFA6 functions in 

cells. 

 

 

 
 

  


