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Abréviations

AAA ATPase : ATPase associated with a variety of cellular activities
ABC : borane-dimethylamine complex

ADP/ATP : Adénosine Di/ Tri Phosphate

AHT : anhydrotetracycline

ALIX : ALG-2-interacting protein X

AMSH : Associated Molecule of the SH3 domain of STAM
AMSH-LP : AMSH-L.ike Protein

ARN : acide ribonucléique

BrFl : Branchiostoma Floridae
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CEP55 : Centrosomal Protein of 55 kDa

CHAPS : 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
CHMP : Charged Multivesicular Body Protein

C-ter : extrémité carboxy-terminale

DLS : Dynamic Light Scattering

D.Ogoo : Densité Optique mesurée a 600 nm

Dmax : Diamétre maximum

DTT : dithiothréitol

DUB : Dé-Ubiquitinase

(D)UIM : (Double) Ubiquitin Interaction Motif

El : enzyme activatrice de 1’'ubiquitine

E2 : enzyme de conjugaison de 1’'ubiquitine

E3 : Ubiquitine-ligase

E72A, K88A, E104A, K107A : Mutation des résidus E72, K88, E104 ou K107 en Alanine

EDC : 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride



EDTA : acide éthylene diamine tétraacétique

EGF (R): Epidermal growth factor (Receptor)

EKE : Résidus E175, K176 et E177 mutés en alanine

ERAD : Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation
ESCRT : Endosomal Sorting Complexes Required for Transport

F : fluorophore

FI : Full lengh, protein entiére

FT : Flow through, non retenu par la résine

FYVE : Fabl, YGL023, VPS27 and EEA1

GAT : GGA and Tom1

GGA : Golgi-localized, Gamma-adaptin ear-containing, ARF-binding
GLUE : GRAM-Like Ubigitin in EAP45

GST : glutathion-S-transférase

HRS : Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
| : Intensité de diffusion

ILV : Intralumenal Vesicles

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

IST1 : Increased Sodium Tolerance-1

JAMM : Jabl/Mov34/Mprl Padl N-terminal+

K48, K63 poly-ubiquitine : chaines d’ubiquitine liées par leur lysine 48 ou 63
Ka : Constante d’association

Kcat : Constante catalytique

Kp : Constante d’affinité

Km : Constante de Michaelis

Kon : Constante de dissociation

LB : Luria Broth

lys met : AMSH dont les lysines sont méthylées
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MA : Protéine Matrice

MBP : Maltose Binding Protein

MIM : MIT- interacting motif

MIT : Microtubule-Interacting and transport
MVB : Multivesicular Body

NC : Nucléoprotéine

NEDD : Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein

NHS : N-Hydroxysuccinimide

N-ter : extrémité amino-terminale

NZF : Npl4-type Zinc Finger

P(r) : Fonction de distribution des distances

PAS : structure pré-autophagosomale

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDB : Protein Data Bank

PEG : Poly Ethyléne Glycol

PI(3)P : phosphatidyl-inositol-3-phosphate

Q : vecteur de diffusion

Q : quencher, molécule inhibitrice du signal fluorescent

Rg : Rayon de giration

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RU : unité de réponse

S75/ S200 : colonne de filtration sur gel Superdex 75/200 (GE Healthcare)
SAXS : Small Angles X-ray Scattering, diffusion de rayons X aux petits angles
SDS : Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SH3 : SRC Homology 3 Domain

SP1 : Spacer protein 1
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SPR : Surface Plasmon Resonance, résonances plasmoniques de surface
STAM : Signal tansducing adaptor molecule
TEV : Tobacco Etch Virus

TOML : Target of Myb1l

TSG101 : Tumor susceptibility gene 101

Ub : Ubiquitine

UBAPL1 : Ubiquitin Associated Protein 1
UBD : Ubiquitin binding domain

UBPY : Ubiquitin isopeptidase Y

UEV : Ubiquitin E2 Variant

USP : Ubiquitin-specific-processing
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VHS : VPS27, HRS and STAM

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine

VPS : Vacuolar Protein Sorting
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I. Description générale des mécanismes impliquant le bourgeonnement d’une membrane
depuis le cytoplasme

1.1 La voie endo-lysosomale

La voie endo-lysosomale permet la dégradation ou le recyclage des récepteurs membranaires
comme le récepteur a I’hormone de croissance épithéliale (EGFR) ou le récepteur au facteur
de croissance des hépatocyte (HGFR) (Gorden et al., 1978) (Haigler et al., 1979). En effet,
lorsque ceux-ci doivent étre dégradés afin d’interrompre la cascade de signalisation, ils sont
alors ubiquitinés par plusieurs mono-ubiquitination ou par des chaines d’ubiquitines liées par
leur lysine K63 (Piper and Lehner, 2011). Ils sont ensuite dirigés vers les endosomes grace a
la formation d’une vésicule par endocytose puis, cette vésicule fusionnera avec la membrane
des endosomes précoces et, grace au systeme ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required
for Transport), de nouvelles vésicules, appelées vésicules intraluminales (ILV) seront formées
a D’intérieur de ces organelles qui deviendront alors des corps multi-vésiculaires (MVB) ou
endosomes tardifs. A cette étape, les récepteurs a dégrader seront incorporés dans les MVB
par les ILV alors que ceux a recycler seront renvoyés a la membrane. C’est dans ce contexte
que nous expliquerons le fonctionnement des protéines du systeme ESCRT dans le chapitre |-
2. Finalement, les MVB fusionneront avec les lysosomes, la membrane des ILV sera dégradee
par des lipases et leur contenu sera relargué dans le lumen des lysosomes et dégradé par des
protéases. Cette voie permet aussi le transport de récepteur lysosomaux de la membrane
plasmique vers la membrane lysosomale (Gruenberg and Stenmark, 2004) (Katzmann et al.,
2002) (figure 1).

5
récepteur récepteur

membrane plasmique

Figure 1 : Illustration de la voie endo-lysosomale. MVB ( Multivesicular Body), Sphéres
vertes : Ubiquitine. Figure adaptée de (Raiborg and Stenmark, 2009).
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1.2 La cytokinese

La cytokingse est la séparation de deux cellules filles a partir d’une cellule en division. Cet
événement se produit a la fin de la mitose lorsque les chromosomes ont été répartis a chaque
pole. La premicre étape est la formation d’un anneau d’actine et de myosine qui contraint la
membrane plasmique et forme un sillon qui séparera la cellule mére en deux. A ce stade, les
deux cellules filles sont encore connectées par un pont intercellulaire qui contient des
faisceaux antiparalléles de microtubules. La région ou les faisceaux se chevauchent est
appelée le corps intermédiaire (Barr and Gruneberg, 2007) (Pollard, 2010). La deuxieme étape
est 1’abscission, qui correspond a la fission de la membrane plasmique (figure 2). Elle
nécessite ’implication des protéines du complexe ESCRT-IIL, de VPS4, d’Alix, d’IST1 et de
TSG101 et dure environ 20 minutes pour des cellules humaines (Carlton and Martin-Serrano,
2007) (Morita et al., 2007a) (Morita et al., 2010) (Agromayor et al., 2009) (Bajorek et al.,
2009a).

Début d'anaphase Formation du sillon Télophase Abscission

corps intermeédiaire

\ ! pont

g faisceau de g lulai
Anneau d'actine microtubule intercellulaire

et myosine

Figure 2 : Différentes étape de la cytokinése. En rouge : Anneau d’actine et myosine, en vert :
microtubules. Figure adaptée de Guizetti and Gerlich, 2010.

Durant I’abscission toutes les sous-unités du complexe ESCRT-III, les protéines CHMP
(charged multivesicular body protein), sont recrutées sequentiellement au pont intercellulaire
et au corps intermédiaire. Lorsqu’une de ces protéines est délétée, 1’abscission est altérée
(Morita et al., 2010). L’interaction d’Alix et TSG101 avec la protéine impliquée dans la
cytokinése : Cep55, permet leur recrutement au corps intermédiaire. Des études de
microscopie a illumination structurée ont montré qu’Alix et Cep55 se situent au centre du
corps intermédiaire alors que TSG101 se retrouve de part et d’autre de celui-ci (Elia et al.,
2011). Les proteines CHMP4B, 6 et 2A sont elle aussi recrutées, probablement par TSG101,
de part et d’autre du corps intermédiaire. Les autres protéines CHMP, notamment CHMP3,
seront a leur tour recrutées afin de réaliser la scission de la membrane de chaque coté du corps
intermédiaire (Guizetti et al., 2011). Les deux cellules filles sont alors séparées (Lafaurie-
Janvore et al., 2013).
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1.3 L’autophagie

L’autophagie est un mécanisme qui permet initalement d’englober une partie du cytosol d’une
cellule et de recycler ses composants afin de subvenir, en cas de manque ; aux besoins en
éléments précurseurs de la biosynthése (Nakatogawa et al., 2009). Cependant, ce procédé est
aussi impliqué dans la dégradation de protéines cytosoliques mal repliées, d’organelles
détériorées ou de pathogénes, dans la régulation de la mort cellulaire et a un role important
dans des maladies comme les cancers ou la neurodégénérescence. En effet, dans le dernier
cas, si 1’autophagie n’est pas fonctionnelle, les protéines mal repliées et les organelles
détériorées ne sont plus €éliminées ce qui peut entrainer des syndromes d’Huntington ou de
Parkinson (Son et al., 2012) (Lee et al., 2013). Ce mécanisme est initié par le manque de
nutriments ou des signaux hormonaux et débute par la formation d’une structure pré-
autophagosomale (PAS). Ensuite, une membrane isolante est créée : le phagophore (Hamasaki
et al., 2013). Celui-ci s’allonge jusqu’a se refermer et engouffrer une partie du cytosol. Cette
nouvelle structure, appelée autophagosome, fusionnera avec le lysosome afin d’y relarguer
son contenu qui sera ainsi dégradé (Reggiori and Klionsky, 2002) (figure 3). L’implication
des protéines ESCRT dans ce systeme a été découverte plus récemment grace a des
observations de microscopie électronique : I’inhibition ou la délétion des membres de cette
machinerie entraine une accumulation d’autophagosomes (Rusten and Stenmark, 2009)
(Rusten et al., 2007). Cependant, il n’est pas encore clair si celles-ci ont un réle direct ou
indirect. En effet, le systeme ESCRT pourrait réaliser directement la fermeture du phagophore
en autophagosome car ce mécanisme a une topologie similaire a la formation des ILV dans la
voie endo-lysosomale. Mais il est aussi possible qu’en 1’absence des ESCRT, les MVB ne
soient plus formés et que cela impacte indirectement la voie de 1’autophagie (Rusten and
Stenmark, 2009).

% d

Induction by Aggrégats protéiques,
autophagy Organelles détériorées

enhancers
\ Lysosome
\\
\ _ ™
o° s ‘
( < &)

Phagophore

— Dégradation

Autophagosome Autolysosome

Initiation Elongation Fermeture Fusion

Figure 3 : Mécanisme d’autophagie. Figure adaptée de Sarkar et al., 2008.
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1.4 Le bourgeonnement viral

1.4.1 Mécanisme dépendant du systeme ESCRT : exemple du VIH

Le VIH (virus de ’immunodéficience humaine), découvert au début des années 80, appartient
a la famille des rétrovirus et au genre des lentivirus (Barré-Sinoussi et al., 1983). Il possede un
génome d’ARN simple brin encapsidé avec les enzymes nécessaires a la réplication du virus a
I’intérieur d’une structure lipoprotéique qui forme le virion. Au sein d’une cellule infectée, le
bourgeonnement viral, situé a la membrane plasmique, permet le relargage de nouveaux
virions infectieux (Jouvenet et al., 2006) (Finzi et al., 2007). Ce procédé nécessite des
protéines virales mais aussi des protéines de la cellule héte et notamment les protéines de la
machinerie ESCRT (Gheysen et al., 1989) (Martin-Serrano and Neil, 2011). Revenons tout
d’abord sur ’ARN génomique. Celui-ci code pour la polyprotéine Gag qui est divisée en
plusieurs domaines (figure 4) :

- le domaine matrice ou MA, qui est impliqué dans 1’adressage et la liaison de Gag a la
membrane (Saad et al., 2006) (Perez-Caballero et al., 2004) (Gottlinger et al., 1989) (Zhou et
al., 1994)

- le domaine capside ou CA, qui permet 1’oligomérisation de Gag et la formation de la capside
(Briggs et al., 2009) (Wright et al., 2007)

- le domaine de la nucléoprotéine ou NC, qui incorpore I’ARN dans la capside et contribue a
la polymérisation de Gag (Muriaux and Darlix, 2010)

- le domaine p6, qui contient les domaines tardifs chargés de recruter les partenaires de la
cellule hote (Morita and Sundquist, 2004)

- le domaine SP1, qui relie CA et NC et le domaine SP2, qui relie NC et p6

- R

Figure 4 : Polyprotéine Gag représentée sous forme schématique et modélisée grace aux
structures connues des differents domaines. MA : matrice, CA : capside, NC : nulcéoprotéine,
SP : peptide d’espacement. (Dordor et al., 2011)
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Aprés I’action successive des domaines MA, CA et NC, p6 recrute des facteurs de la cellule
hote afin de terminer le bourgeonnement, c'est-a-dire de réaliser la scission membranaire. Ce
recrutement se fait via I’interaction entre les domaines tardifs P(T/S)AP ou LYPX,L de p6 et
respectivement TSG101 ou ALIX (Garrus et al., 2001) (Martin-Serrano et al., 2001)
(VerPlank et al., 2001) (Martin-Serrano et al., 2003) (Strack et al., 2003) (Vincent et al.,
2003). Il semblerait que TSG101 et ALIX recrutent ensuite directement les protéines du
complexe ESCRT-1II1 mais ce qui se substitue a ESCRT-II n’a pas encore été déterminé. En
effet, CHMPG6 pourrait étre un intermédiaire liant a la fois ESCRT-I et les autres protéines
d’ESCRT-1II mais il a été montré que sa délétion n’empéche pas le virus de bourgeonner
(Langelier et al., 2006) (Pineda-Molina et al., 2006). Des études d’imagerie de cellules
vivantes ont montré que CHMP4B, CHMP4C, CHMP1B et VPS4B étaient recrutés au site de
bourgeonnement de facon transitoire (Jouvenet et al., 2011). D’autres études de déplétion des
génes codant pour les protéines CHMP ont permis de démontrer qu’une co-déplétion de
CHMP2 et CHMP4 ou de CHMP2A et CHMP3 inhibait le bourgeonnement viral mais que la
déplétion de CHMP3 seule ou CHMP1 n’avait qu’un faible impact et que la déplétion des
autres protéines CHMP n’avait aucun effet (Morita et al., 2011) (Effantin et al., 2013a). Nous
pouvons donc conclure de ces différentes études que les protéines CHMP ne sont pas toutes
recrutées lors de la fission membranaire et du bourgeonnement du VIH et que les membres les
plus importants, responsables de la fission, sont CHMP4 , CHMP2B et le complexe
CHMP2A/CHMP3. Un modele global du bourgeonnement viral nécessitant le systéme
ESCRT a pu étre construit grace a toutes ces informations et est représenté dans la figure 5.
La revue « Essential and supporting host cell factors for HIVV-1 budding », publiée en 2011
dans le journal Future Microbiology par notre groupe (Dordor et al., 2011), regroupe ces
informations et décrit plus en détail ce processus.
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Figure 5 : Modéle de bourgeonnement du VIH. (Dordor et al., 2011)

Beaucoup de virus enveloppés avec un génome d” ARN simple brin utilisent le systéme décrit
précédemment pour former les nouveaux virions et se détacher de la cellule infectée, et
notamment tous ceux de la famille des rétrovirus comme le VIH (Martin-Serrano and Neil,
2011) (Morita and Sundquist, 2004). Les familles des Rhabdovirus, des Filovirus, des
Arenavirus et certains membres de la famille des Paramyxovirus ( Nipah, virus de la rougeole,
virus respiratoire syncytial), utilisent aussi le systtme ESCRT pour la fission membranaire et
le bourgeonnement. Tous recrutent ces protéines grace a différents domaines tardifs situés sur
les protéines virales qui interagissent avec les membres de la machinerie ESCRT : TSG101,
ALIX et I’ubiquitine-ligase Nedd4. Toutefois, certaines de ces interactions n’ont pas encore
été élucidées (Hartlieb and Weissenhorn, 2006) (Dolnik et al., 2008) (Okumura and Harty,
2011) (Liu and Harty, 2010). Hormis les virus cités ci-dessus, d’autres ont développé un
systeme de fission membranaire et/ou de bourgeonnement indépendant du systéeme ESCRT et
ces mécanismes sont décrits dans la revue que nous avons publié en 2013 dans le journal
Current Opinion in Virology intitulée « How to get out: ssRNA enveloped viruses and
membrane fission » et présentée en annexe.
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The role of viral structural proteins in
HIV-1 assembly
HIV-1 asembly and budding take place & the
plasmamembrane -3 and requiretheinterplay
of vird gructural proteins (4 and cdlular fac-
torsto sucoessfully rdesse new infecticusvirions
[5-4. Although budding is mogtly driven by the
polyprotein Gag iFiger« 1), which issuff dent to
producevirusdike partices {\VLPs) (1, the pro-
duction of infectiousvirionsadditionally requires
Env, genomic RN A and Gag-Pal, which encodes
protesss, reverse transoriptase and integrase [i1.
The Gag polyprotan or Gag-RNA aggregetes’
palymers initate assembly & the plasma mem-
brane mediated by membrane interaction of the
rmarix (M A) domain, Both myrigylation of the
N termina glycine of MA and M A's basc sur-
facepatch arerequired for Gag plasmamenbrane
targeting (1z-14. Membrane targeting spedif dty
is determined by MA recognition of phospha-
tidylinostel 4,5-biphosphate (PIns(4,5)P,) (4,
which contributestoget her with Gagmultimeniza-
tion (.17 to the exposureand plasmamembrane
insertion of the M A myristate group 1,19,
Intheimmaturevirion, Gag formsan extended
structureqza . M A isfollowed by thesscond struc-
tural moiaty encoded by Gag, thecapsd domain
(CA). CA iscomposed of N termina doman
and Carming domain (For- 1. CA-Ctarming
domain mediates multiplewesk and cooperdive
Gag-Gag interactions, which are further sup-
ported by theadjacent SP1 (42123, CAismaorly
respongble for the continuous, but incomplete
hesameric Gaglaticeiz 22,24, Although M A and
thethird structural domain of Gag, the nudeo-
protein (NC) do not follow hexagona symmetry,
M A can form hexamers on membranes|z2.
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HIWV-1 employsitsstructural proteinsto orchestrate assembly and budding at the
plasma membrane of host cells. The Gag polyprotein issufficient to form virus-like
particlesin the absence of otherviral proteinsand providesa platform to interact
with numerouscellularfactorsthatregulate Gag trafficking to the site of assembly
and budding. Notably endosomal sorting complaxesraguired fortransport have
attained much attention overthe last decade because of their essential role in
viron releass, Here we review recent advancesinunderstanding the role of host
cellfactorsrecruited by Gag during HIV-1 assembly and budding.

The capsd domain CA is followed by NC
(Faure 1) Whose main function is the incor-
poration of two RNA genomes () a process
that contributes to Gag polymerization [27].
However, only a small number of Gag mol-
ecules recruit viral genomes to the plasma
membrana (7. Gag polymers in complex with
genomic RN A are already present in the cyto-
=0l and are assuch targeted to membranes(zq
Finaly thelast domain of Gag, p6 connected
via SF2 to NC, functions asahub for calular
factors required for budding (Four . 1) 15,

TheGaglaticeassmbled a budding stesis
indistinguishable from that of immature viri-
ons ). The trangtion from the Gag lattice
of immature virions (21 to mature virions (30
ismediated by the proteass that cleaves Gag
during assembly; PR activity produces M A,
CA, 571, NC, 9P2 and p6 protains M A stays
associated with theinner viral membrane upon
PR cleavage while CA forms a cone-shaped
core around the condensed ribonudecprotain
compased of NC and the viral RN A genomes
14,3137, |mportantly, PR cleavage of Gag is
essentid to produce infectious virions a3 24,

Host cell factors involved in

Gag traff cking

How is Gag directed to the dte of assembly?
Although we gill lack a comprehensive picture,
multiple factors have been identif ed to affect
assemnbly and budding by inf uencing Gag traf-
f eking (Taw = 1) 3. Gag assembly depends on
the pathway of REV -mediated Gag mRNA
expaort from the nudeus to direct Gag to pro-
ductive assembly stes 27, The suppressor of
cytokine sgnaing-1 isan inducible host factor
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Figure 1, Schematic and structural model of the palyprotein Gag. The Gag
polyprotein is compesed of four major demains: MA (FDB 1HMW ), which is involved
in Gag traff cking and membrane binding; CA (FDB 1AK4 & 1AB0), involved in
cligomerization and capsd formation; SP1; NC (PDB 1A1T), implicated in Gag
oligomerization and RNA binding; SF2; and pé containing the L domain motifs
GA: Capsd; MA: Matrix; NC: Nucleocapsid; 55 Spacer peplide.

that regulaes Gag traff cking via interaction
with MA and NC; its absence induces peri-
nudesr Gag aggregaion and degradation (39,
Fasna membrane traff cking defects are also
obsarved in theabsenceor during cverexpresson
of Golgi{ocalized, gear containing, ADPribo-
sylation factor-binding protains by disupting
the function of endogenous ADP ribosylaion
factors[as40. Clathrin adaptor complexes AP,
2 and -3 play an additiona rolein Gagtraff ck-
ing41-23 congstent with dathrin incorporation
intovirions, which isimportant for optimal rep-
lication [4445. Gag transport seems to further
depend on intact callular traff cking, induding
the SNARE machinery js&, endosomal traf-
foking 1477, and flamin A (4, Furthermore,
actin interactswith NC, and adtin f lamentsare
trangently assembled during budding (4.
Additionally, HIV-1 Gag traff cking might
display some cdl| type specificity, Although
HIV-1 buds from the plasma membrane in
most target cells, budding in macrophages was
auggested to occur in endosoma or nondassical
endosomal compartments(so-51, T his chearvar
tion issupparted by theAnnexin 2-Gaginterac-
tion a thelimiting membraneof laeendosomes
or multivesicular bodies(s: 55. However, therole
of endosomesin budding might haveto berecon-
gdered becausebudding in maorophageswasam
obsrved & theplasmamamnbrane(i s, from an
internally sequestered plaamamembrane s and
from tubular membranous compartments that
arecontinuouswith plasma membrane ses.
Toget her thesedatasugoes tha traff cking of
Gag to the ste of asambly a the plasma mem-
brane musg be orchestrated to ensure the nec-
essary Gag concentration required to form the
Gag protein |atice and initiate virion produc-
tion, Although only theviral structural protans
assembleinto the virion as described earlier, the

virusrequiresimportant assgancefrom thecel|
to bud off. This help is recruited from spedif
domainswhose function isdescribed below.

Late damains recruit endosomal sorting
complexes required fortransport

HIV-1 budding depends on the N-terminal
region of p6 (60, because mutations within a
conserved p6 saquence motif inhibit budding
a alae stagesns1. Sncethen, three different
=0 called |@e domains (L domains) hawe been
identif ed and shown to be functionally inter-
changesble|sz—s4. Thetwo L domainsreevant
for HIV-1 have the ssquence motifs P{T/ S)AP
and LYPx_L 528566, whilethethird L domain
PP«Y isimportant for rdesseof other enveloped
VIrUSes [67,69).

A hugebody of work hasshown that L domains
engage the vacuolar protein sorting (VPS)
machinery, composad of endosoma sorting
complexes required for transport (ESCRT )0,
4, 41, 411 and theV PS4 complex, that catayzes
plasma membrane receptor downregulation &
endosoma membranes (g7 a5 well asdistinc
steps during cd| divison [s71-74. L domains
are employed to recruit ESCRTs the PTAP
matif binds to Tsg101 a member of ESCRTA
r75-77 and LYPx L recruits Alix which might
link ESCRT-l and ESCRTHII (7e-a11. Thethird
class, PPxY, interacts with W' domains pres-
ent in HECT domain-containing E3 ubiquitin
ligases, such asNeddd jaz-a4).

The PTAP Tl binding motif is essential
for HIV- replication 173 while s RNA knock-
downs of Alix or deletion of the Alix-specif ¢
L domain have more modest effects on virion
production and HIW-1 replication (#0586, An
important question thus concarms the roles of
the different callular factors recruited during
assembly and budding, Wewill describein the
following two sectionscallular interactionsthat
can be consdered to be supportive but nones-
sential and thosewhich are absolutely essential
for budding.

|Fa¢lors supporting HIV-1 budding
Anumber of cdlular factorslinked tothe ESCRT
systern have been shown to play rolesin HIVA
budding, athough they seem to banonessential
invariousce | culturesystems employed to gudy
HIVA budding. AmongthessfactorsAlixisthe
mest gudied but itsexdact ralein HIW-1 budding
isstill unclesr.

Alix is composed of three domains, an
N -termina Brol domain that interactswith the
Cermina region of al ESCRTAII CHMP4
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isoforms [g7); Brol connects to a \/-shaped
domain that harbors the lae domain binding
Ste[es e e, which isfollowed by aproline-rich
region that serves asa hub for multiple callular
factorsiasg. The PRD ssemsto keep Alixin an
autoinhibitory state(s153, while deetion of the
PRD induces Alix dimerization [a5:3.

Alix clearly has a supportive role in HIVA
budding [7a .85 and overexpresson of isolated
Alixdomainsinhibit H V-1 relessasq. Notably,
céllsoverexpress ng Ali x can compensatefor the
loss of the Tsgl0M -specif ¢ L domain, which
dependson the CH M P4 binding ste present in
theBrol domain [ssa5. Furthermore, theroleof
Alix seems to be od|type specif ¢, becausathe
requirement of Alix-support far HI1V-1 replica-
tion variessubstantial ly between different target
cellsof HIV-1 s, Finally, Alix function during
HIV-1 budding depends on its propengty to
i meri ze and/or multimer ze (20,05,

Alix Brol dsointeradtswith thezincf ngersof
NC and diminaion of theinteraction interface
inhibits HIV-1 budding. Notably HIV-1 zinc

Essential & supporting host cell factors for HIV-1 budding  Review

f nger mutantsweredefectivefor partice produc-
tion and exhibited agmilar defect in Gag process:
ingasaPTAP deetion mutant ja7-sa . Markedly,
thaNC -1 region of Gag playsan important role
in the ESCRT -pa hway dependency of HIV-1
budding 1on. However, because s RNA deple-
tion of Alix hasonly amoderste effect on H1W-1
buddingen, other Brol-containing factorsmight
beableto compensaefor thafunction of theAlix
Bro1-NC interaction o1,

Recent work hasaso shed more light on the
role of ubiguitin in HIV-1 budding Virions
contain free ubiquitin and small amounts of
Gag are ubiquitylated (102, whereas ubiguity-
|ation isdependent on Gag-membraneinterac-
tion (103, HECT domain-containing ubiguitin
ligases, which might ubiquitylate Gag havebeen
linked to HI1V-1 budding, even though H1W-1
doesnot contain the PPxY L domain employed
by other virusesto recruit such ligases Motably
overexpresson of Medd4—-2, a splice variant of
MNeddd—2 (Medd4l ) with anaturally truncated
G2 domain, potently rescues Tsgi01-related

Table 1. List of cellular factors that interact with Gag and affect assembly and virion budding.

Host protein
MaA Adaptar protein complax AP-1 {p subunit)

Ma Adaptor protein complax AP-3 {d subunit}
MA B0CE1
MA Calmaodulin

cA  OpA

Ch Flamin A
NC Alix {Bro domain}

ABCE
F-actin
SOCE1
Alix (V domain)

Teg101 ESCRT-| complex

ADF-ribasylation factor-binding protein
(GGA) and ARF

Annexin 2

Dilg-1

Nedd4

Vps18 and Mon2

88 § ® 3333

MA Adaptor protein complex AP-2 (P2 subunit)

Function

Intaraction with MA as wall as Teg101 and Nedd4-1; postive
regulater of budding

AF-2 interaction with matrix—capsid junction in the Gag polyprotein
(Tyr 132 and val135); regulation of HIV assembly

Gag traff cking to MVE; role in particle assembly

Positive regulator of Gag stability and traff cking

Myristoylate group axposure

Accslerates protein folding by catalyzing the ds-trans isomerization
of proline imidic peptide bends. Fresent inside virions, unknown
rale, may act in capsid restriction

Podtive regulator of assembly

Bro domain alone stimulates virus release; NC cooperates with PTAP
L domain in the recruitment of cellular proteins necessary for its

L clamain activity

Role in capsid assambly

Assembly and budding are actin driven

Podtive regulator of Gag slabllity and traff cking

Intaraction with L domain LYPx(n)L; positive requlator of budding;
supportive role of PTAPL domain function

Interaction with L domain PTAP, essential for HV-1 budding;
recrultment of ESCRTs

Gag traff cking; positive regulation of assembly and budding

Macrophage-spedf ¢ assembly factor

Megative regulator of assambly

Fositive regulator of budding; ESCRT-l independent
Gag traff cking

ABCEL: ATP-binding cassette sub-Tarnily Emember 1; Alix: ALS-Z interacting pratein X; ARF: ADP ribosylation factor; Anx2: Annexin 2; CA: Capsid; Cypi:
Cydophilin A; Dig-1: Human Discs large; ESCRT: Endosomal sorting cormplexss requined for trangpart; bA: Matrg NG Muceocapsid; Neddd: Neural precursor cell
expresed developmentally downregulated pretein 4, 5005 Suppressar of cylakine danaling 1; Teg101: Tumor suscapdislity gene 101,
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budding defects (104,105, However, direct Gag
ubiquitylation isnot always necessary, suggest-
ingtha the caaytic activity of Hect domain-
containing ubiguitin ligases is employed to
ubiquitylate factors acting in trans to drive
budding [ws]. Interestingly, the truncated C2
domain of Neddd—2 issuff dent to transfer the
ability to simulate H1V-1 budding to other
MNeddd family members (w07, Although the
exact roleof thess ligases a the budding steis
yet unclear, they provide alink to the ESCRT
pet hway (68,100,

The potential role of ubiquitin in budding
wasindirectly linked to theubquitin hydrolass,
AMSH that ispart of the ESCRT pathway and
removes ubiquitin from cargo (ios. AMSH was
shown to interact with ESCRT-I| proteins
incuding CHMP3 110,111 and owerexpresson
of catalytically inactive GFP-AMSH converts
wildtype CHMP3 into a potent inhibitor of
HIV-1 release 1111, By contrast, overexpresson
of C-ermina tagged verdons of catalytically
inactive AMSH and CHMP3 induced only a
mild inhibitory effect on budding, indicaing
that the previousy observed budding defect
might be causad by unusua deregulation of
N terminally tagged GFP-AMSH m1a.

Even though the exact roles of ubiguitin
hydrol ases have yet to be established, it isinter-
egting to note tha ubiquitylation during bud-
dingmight provideadditiona support to recruit
ESCRTsin cal types with limited expresson
of Tsg101 041, Albeit not shown for HIVA,
Gag-ubiguitin fusons of eguine infectious
anemia virus Gag diminae the role of the L
domain for VLP release[113), providing further
evidence that ubguitin supports acoess to the
ESCRT machinery.

Aswell aspogtive budding sgnals, Gag con-
tains a negative budding sgnal within the $°2
doman whosefunction weslinked tothe ESCRT
machinery (14, Furthermore, budding might
be directly linked to immune defensa. Patarn
recognition receptors recruit TANK-binding
kinase (TBK)-1 tha is part of a scaffold that
activatestheedpresson of IFN -b asaf rat lineof
immunedefensaduringinfection. Notably, over-
expresson of TBK1 atenuates PTAP-dependent
HIV-1 budding via the interaction with the
ESCRTA component Wps37C (1.

In summary, the supportive factors might be
nonessential in call culture systems but mug
play an important role during infection. The
Alix binding stein Gag p6 for example could
have been easly deeted from vira genomes a
long timeago if Alix recruitment did not provide

important advantages for the virus life cyde
Thus the support provided by Hect domains
ubiquitin, Alix and other factors inf uencing
HIV-1 budding most likdy provide essential
advantages to spread infection.

|Cenlm| role of ESCRT-IIl in HIV-1 budding

HIV-1 recruits only a subsst of the ESCRT
complexes to the budding ste, induding
ESCRTA, selected ESCRTHII members and
the VP54 complex, while ESCRT-0 and |
are dispensable for budding 111e). As ESCRTHI
provides the link betwean ESCRTA and -1
in yesst via ESCRT-| Vps25 interaction with
Vps20 (CHMPE) 1117, an open question ishow
ESCRTH might belinked to ESCRT- 1| during
HIV-1 budding Although Alix could provide
that link through its interaction with Tsg11
and CHM P4 7a-ea, Alix depletion hasno sub-
gantial effect on HIV-1 budding [so, indicat-
ing that another factor must provide the link.
One possbility istha VP28, acomponent of
heterotetrameric ESCRTH 1118 interactsdirectly
with CH M P& 119, however CH M PG isalso not
essential for HIW-1 budding 1.

In addition there might be an indirect role
for ESCRTHI; swrouty (Spry2) binds to the
ESCRT-| subunit, Eap20, leading to the dis-
ruption of the ESCRT -1 interaction, thuslib-
eraing ESCRT to serve HIV-1 budding iz
Intriguingly, Spry is known to bind SV-1 CA
and contributes to TRIMSa sinduced capsd
restriction (4.

A huge body of evidence indicaes tha the
different routes to access ESCRTs via T,
Alix or the ubiquitin ligases am to provide
access to ESCRTHII and the VPS4 machin-
ery. Thefrg compdling evidence came from
data showing tha dominant negative forms of
ESCRTHII members and of catalytically inac-
tive VP54 are potent inhibitors of HIW-1 bud-
dingre-an. VPS4 isan AAAtype AT Pasetha
exigts as an inactive dimeric form in the cyto-
plasm and asactive dodecamernic form [121; thus
overexpression of the catalytically inactiveform
lesads to the assembly of mixed dodecamersthat
become inactive and therefore unable to fulf Il
ther function to disssemble ESCRTAII from
membranes [1z1-123, Mammalian cdlls express
12 ESCRTI14ike proteins While CHMP3,
CHMPS, CHMP4A, B and C and CHM P24,
B isoforms might form acore ESCRTAI com-
plex as suggested for the yeast homologs (1241,
the other members induding CHMP1A, B,
CHMPS, CHMPT and 15T1 seem to exert
regulaory roles[m iz,
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ESCRT-Il members shuttle between an
inactive autoinhibited state present in the cyto-
=0l and an activated gatetha polymerizes on
membranes Release of autoinhibition entails
thedisplacement of the Cterminal region from
the N terminal hdlical core of CHMP protains
[iaz-1a0). The Cterminal regions of most
CHMP proteinscontain M| T domain interact-
ing matifs(MIMs) tha areemployed to recruit
VPS4 pra-tza, It islikely that thisMIM-MIT
interaction with membrane-assodaed CHMP
polymersi srequired to inducafurther activation
of VPS4, such as dodecamer assambly, which
ultimatdy leadsto ESCRTAII recyding 121,

Thef rat direct evidencetha CHMP protein
polymeri zation an membranescan deform mem-
branes camefrom overexpression experi mentsof
CHMPY and catalyticaly inactive'vV PS4, which
revegled circular CHMPE polymers assocated
with plasmamembrane and capableof indudng
tubes profruding from the plasma membrane
(124, In vitro experiments a o showed polymer-
ization propenstiesofl CHM P proteins CHMP4
formsloosedroular arraysof linear polymerstha
aremost likely formed by head-to-tal interac-
tionsof CH M P4 (5,135, By contragt, CH M P2A
and CHM P3 assambleinto def ned helical tubu-
lar gructuresthat arestraight, cone-shaped and
often dosad & one end [125-138). These tubes
exposather membranetargeting surfaceon the
outsde and the VPS4 interaction stes on the
ingde, permitting V' PS4 -driven tubedisssembly
invitropie.

The gructura festures of the CHMP2-3
helical tubes sugoes tha they could assemble
within the membrane neck of budding struc-
tures auch as virions vesdes or the cytokinetic
midbody 126, However, themean tubediameter
of CHMP2A-3 tubes is appraximatey 50 nm,
which keeps the membranes too far gpart in
order to undergo f sson, Nonetheess some of
thetubesgenerated in vitrorevesled dosed ends
characterized by a sucoessve narrowing of the
helical diameter which resembles “domedike
sructures Such structures might be able to
atract membrane and act asascaffold for mem-
branebending. Thiscould then lead tothinning
of the membrane neck and spontaneousfast f 5
gon [137). Thismode |eavesthe possbility open
tha VPS4 might play an activerclein f sson by
rdessngthedagicstresimposad by theCHMP
protein scaffold on the membrane (137, Besdes
thismodd, ot her possbilitiesarediscussed in the
literature, such as stepwise remova of CHMP
proteins from membranebound polymers tha
inducecongriction and eventualy f sdon 70,128,

Essential & supporting host cell factors for HIV-1 budding  Review

Thef ra direct evidence of CHMP proteins
catayzingmambranef ssion camefrom invitro
experiments with giant unilamelar vesides
(GUWVSs). It was shown that the presenceof the
four core yeast CHMP proteins (Vps20, Snf7,
Vps24 and Vps?) leadsto vescle buddinginto
the lumen of GUVs[:39. The requirement for
CHM Pswasfurther narrowed down to thef s
son process itsalf, because a follow-up study
suggested that CHM P4 (Snf7) is suff cient to
induce f sson and thus the release of vesicles
into the GUY lumen, Furthermaore, Vpst did
not play an activerolein this sst-up (4.

In summary, a huge body of work demaon-
gdrates that ESCRT-I is part of the mem-
brane fisson machinery that is recruited
during H V-1 rdease. Although there are sav-
eral potential and promising modds, it sill
needs to be determined experimentally how
this complex achieves its task. Furthermaore,
as described in the next paragraph, the mini-
mal requirements for membrane f sSon con-
cerning the ESCRTH || compostion and role
of WPS4 in vitro and in vivo seem to dif-
fer and these issues need to be resolved in
future experiments

Dynamic assembly & minimal
requirement of ESCRT-II1 & VPS4 at
budding sites

Livecd| imaging of budding stesrevealed that
Gag recruitment into VILPswas completed in
9.6 min on average (141, independent of the
presence or absence of L domains (a2, indi-
caing that ESCRTs are not required for Gag
recruitment and assambly. Together with Gag,
Alix progressively accumulated and remained
d thestethroughout the budding process(ag).
Termination of Gag recruitrent was then fol -
lowed by a short (~1-3 min) appearance of
GFP-tagged ESCRT proteins CHMP4B,
CHMP4C, CHMP1B and VP34B (tested
so far), indicating that the f ssion machinery
assambles |ae and only transently a the bud-
ding steisz.

Late-domain-dependent recruitment of
VPS4A to nascent HIV-1 particles & the hogt
cdll plasma membrane was further conf rmed
and analyzed in more detail by liverca| imag-
ing. Accordingly, VP34 is recruited tram-
sently to the budding ste and asemblesinto
2-5 dodecamers. Theshort (~35 s) appearance
of VPS4 just before partice relesse provides
the grongest evidence so far for a direct role
of VP34 in membranef sson leadingto H1W-1
releasa [143].
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An degant sudy by the Sundquist labora-
tory analyzed therequirement of gl ESCRTA 1|
members for HIV-1 budding systematically.
Interestingly, they found that virus release
was largely inhibited by co-depletion of a@ther
CHMP2 or CHMP4 family members. By
contrast, depletion of CHMP3 and CHMP1
proteins resulted in only modest titer reduc-
tions (two- to eightfold) and no effect could
beobserved by depleting cellsof other ESCRT-
11l members [144]. Moreover, the function of
CHMP4 and CHMPZ in release depends on
their interaction, which was determined bio-
chemically. Furthermore, dectron microscopy
images of budding stes of CHMF2-depleted
cells reveal ringike dectron-dense sructures
within themembraneneck of somevirionsthat

fail to pinch off, Thissuggeststha thesering-
likestructuresmight be composad of CH M P4
polymers that accurnulate in the absence of
CHMP2 124, Notably these images are aso
the first images tha visualize ESCRT-I1I
within the neck of abudding virion.
Together these data demonstrate that
CH M P4 recruitment isnot suff dent tocatayze
membrane f sgon in the asence of CHM P2,
However, CHM P4 polymersareimportant and
likely provideaplatform for CHM P2 assambly,
which in turn might recruit VPS4 to complate
membranef sson. Thus only asdected subsst
of ESCRT A1 isrequired for H | V-1 release and
PS4 seemisto play an activerolein membrane
fason and not only disassemble and recycle
ESCRTHI componentsfrom membranes

g Alix

| cagess

PELLETT

(5 Alix dimer i CHMP4 polymar

== ESCRT-1

% CHMP2 polymer

Fgure 2. Model for ESCRT-driven HIV-1 release. (A) ESCRT-| and Alix accumulate at the plasma membrane concomitantly with Gag.
(B) Alix and probably ESCRT-1 stay until Gag recruitmaent and virus-like particle assembly are completed. (C) CHMPS iz recruited te form a
palymer within the neck of the budding wirus, which might induce constriction of the neck. CHMP recruitment might be mediated by
Allx and Alix might be activated to dimerize and coordinate two CHM P f laments. (D) Once CHMPY assembly is completed, it serves as
a platform to assemble CHM P2 or CHMF2A-3 tubular structures that cdose at one end to form dome-like structures and induce further
constriction leading te membrane nack thinning. However, the alastic stress imposed on the membrane might not yet be suff clent to
induce f ssion. (E) Subssquent recruitment of VPS4 that forms dodecamers with the capacity to bind 12 CHMPs utilizes ATP hydrolysis to
make the f nal eut by relieving the elastic membrane stress thal leads to spontaneous f ssion (F) and concomitant releass of CHMP
monomers fram the budding site.

ESCRT: Endosomal sorting complaxes required for trangport.
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Future perspective & model for
ESCRT-catalyzed membrane fssion
Thecurrent datademongratethat Gag assem-
bly & theplasmamembrane coincideswith the
appearance of Alix at the budding dte (142,
ESCRT (T=g101) might be recruited at the
same time. Depending on the cel type and
expresson levels of Tsg101, multiple modes
of entering the ESCRT machinery might be
required to increase budding eff ciency. We
don't know whether ESCRT -l or Alix sarve
solely as platforms for protein—protein inter-
actions or whether they play an active role &
early stages of budding .

OncaGagassambly iscompleted, ESCRT-1I
is recruited j12z. Although Alix could bridge
ESCRT- and -1l function, the question
remnains why Alix is presant early in assembly
and recruits ESCRT-I11 CHMP4 only after
Gag assembly is completed. In addition, Alix
isnot absolutely required for HIV-1 budding;
thus either ESCRT- W P328 interacting with
CHMPE could provide this link 119 or a yet
unknown factor is needed to link ESCRTA
with ESCRTAII.

Based on the current data we suggest the
following model for assembly and budding.
Gag assambly & the plasma membrane coin-
cides with ESCRT and Alix recruitment
(Fgwr s 2a & 26}, T hissomehow leadsto ESCRT-
[11 CH M P4 recruitment, which might require
or lead to Alix dimerization aswell asCHMP4
polymerization into f lamentous structures
tha assagewithin themembraneneck of the
budding virion (Fipue - 2c), Dimeric Alix might
coordinate two turns of the helical CHM P4
polymer (59 and might thus substitute for
ESCRT- | medizted coordination of two Snf 7/
CHMP4 f |lamentsius). Interestingly, GHM P4
f laments accumulate within the membrane
neck in CHM P2-deplated calsji44). Thisleads
to nearly cdosed Gag lattices[w4); by contras,
Gag is arranged as a continuous but incom-
plete lattice in the released virion, indicating
that proper assembly of ESCRT-1I prevents
Gag |atice dosure 4. What isthe function
of CHMP4 polymer assembly if it does not
induce membrane f ssion (1447 One possbil-
ity isthat it narrows the initially wide open
neck connecting theplasmamembrane and the
virion membraneFaur« 2b & 2c). Subsequently,
CHMP4 polyrners serve as platform to recruit
CHMP2 (Figur = 20) [124]. CHM P2A or B alone
or CHMP2A together with CHM P3 might
then assemble into domedike structures that
can bend the membrane suff ciently to induce

Essential & supporting host cell factors for HIV-1 budding  Review

membrane neck thinning that is required for
spontaneous f sson (Fowe 20 & 20) (137, One
cavedt isthat such domedike sructures have
only been observed for CH M P2A-3 polymers
(126126 ahd CH M P3 playsat most aminor role
in releasei44). It thusremainsto bedetermined
whether CHM P2 isoforms can assemble into
smilar domestructureson their own, In favor
of the dome model isthe fact that CHMP2A
can form ringdike sructures, which havethe
gmallest diameters (~12 nm) of any CHMP
polymer analyzed so far invitropize), Likewise
in vivo imaging of CHM P2 polymers a the
midbody revealed a CHMP2 polymer diam-
eter of approximately 17 nm [73; these data
thus corroborate that CHMP2 has a key role
infsson,

Finally, ancther open question is how the
energy for f son isprovided, Someof it might
derive from ESCRTHII monomer to polymer
transtion on the membrane where the syner-
gigtic effect of polymer formation and mam-
brane bending might come into play and keep
the membrane in a stressed stae Although
in theory accumulation of such eastic stress
might suff ce to induce f ssian, the execution
of f sson seems to require ATP hydrolyss
by VPS4 (43, The VPS4 dodecamer might
be able to interact with 12 CHMP proteins
smultaneoudy; its catalytic activity could
thusexert mechanical force on themembrane-
bound CHMP laticein asynchronized fash-
ion and induce abrupt relieve of the dastic
stress, which could lead to spontanecus f s
0N (Figur e 2e), Concomitantly, this will lead
to depolymerization of the CHMP lattice and
recycing of ESCRTAI iFigur - 2F).

Owerall, thelast decade brought about great
progress in the understanding of HIV-1 bud-
ding and release. However, further work is
required to decpher theexact rolecf many Gag
interaction partners, to determine the func-
tion of early ESCRT budding factors, and to
validate the f ne mechanics of ESCRT ~driven
membrane f sEon,
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the integrase,

mRNA transport and protein traff cking.

Factars supporting HIV-1 budding
Gag recruits host call factors that classify as not absolutely assantial for HIV-1 budding such as Alix and ubiquitin,
Engagement of thesa factors might play cell-type specil ¢ roles and provide additional suppert te enter the endogomal sortlng
complexes required for transport (ESCRT) pathway, this might be espedally important in cells expressing low levels of Tsg101 and help

Host cell factors involved in Gag traff cking
Gag traff cking to the plasma membrane, the main ste of virus assembly, is ensured by multiple cellular factors that regulate Gag

to divert mare ESCRTs to the ste of HVH1 budding.

Central role of ESCRT-IIl in HIV-1 budding
Access to ESCRT-II and the VPS4 machinery is essential for HIV-1 budding, Interference with ESCRT-1 and WP leads to fully

assembled viral particles that fail to pinch off frem the plasma membrane,

ESCAT-Il assambles inta polymers that can deform membranes and is part of the minimal membrane f sson machinery.
Dynamic assembly & minimal requirement of ESCRT-1Il and VPS4 at budding sites

ESCRT-IIl and VPS4 appear only after Gag assembly is completed at the budding site.
By contrast, Alix is present throughout the Gag assembly process,
CHM P assemibles frat and provides a platform to recruit CHM P2 and YPS4.

ESCRT-Il CHM P and CHMP2 family members are required at the budding site to release virions,
WPS4 plays an active rola in the BSCRT-IIl-driven release process, potantially by providing energy for membrane f ssion,
Future perspective & model for ESCRT-catalyzed membrane f ssion

What are the structural principles of ESCRT-IIl assemblies at the budding ste?

Data on ESCRT-Il polymerization suggest a model, which entails initial membrane neck constriction by a polymer assembled by one of
the three CHM P isoforms and subsequent recruitment of one CHMP2 family member, which catalyze membrane f ssion with the help

of VPS4,

Moval structural and functional approaches will be required to validate the maodel.

Executive summary

The role of structural proteinsin HIV-1 assembly
Budding is driven by the polyprotein Gag, which forms virus-like particles when expressed on its own.
The production of Infectious virlons requires Env, genomic FNA and Gag—Pal, cading for the protease, the reverse transcriptase and
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1.4.2 importance de I’ubiquitine dans ce mécanisme

La présence 1’ubiquitine lors du processus de bourgeonnement viral est indéniable. En effet, il
existe de nombreux liens entre 1’ubiquitine, la polyprotéine gag et les protéines du systéme
ESCRT : TSG101 et Alix. Tout d’abord la polyprotéine gag du HIV est ubiquitinée dans les
régions NC et p6 (Ott et al., 1998) (Ott et al., 2000). De plus, TSG 101 et Alix sont aussi
ubiquitinées et sont, en plus, capables de lier I’ubiquitine (Pornillos et al., 2002) (Pashkova et
al., 2013) (Keren-Kaplan et al., 2013). Enfin, Alix peut recruter les ubiquitine-ligases de la
famille de Nedd4 (Sette et al., 2010) et, en 1’absence de domaines tardifs, la surexpression de
Nedd4-2 permet de rétablir le bourgeonnement viral du VIH (Chung et al., 2008) (Usami et
al., 2009) (Weiss et al., 2010). De nombreuses études ont soulevé I’importance de I’ubiquitine
pour le bourgeonnement viral du VIH mais ce n’est que récemment que son role direct a été
confirmé par 1’étude de Sette et al. (Strack et al., 2000) (Patnaik et al., 2000) (Zhadina et al.,
2007) (Sette et al., 2013).

Il. Les protéines ESCRT

Comme nous avons pu le constater dans le chapitre précédent, les protéines du systeme
ESCRT sont impliquées dans de nombreux processus biologiques. Chez 1’homme, les
complexes ESCRT ont initialement été découverts dans les années 2000 comme étant les
acteurs du tri des récepteurs membranaires via la voie endo-lysosomale (Katzmann et al.,
2001) (Babst et al., 2002a) (Babst et al., 2002b). Voici une vue d’ensemble de 1’état actuel des
connaissances de la machinerie ESCRT.

11.1 ESCRT-0

Le complexe ESCRT-0 est composé de deux sous-unités : HRS (Hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate) et STAM (Signal Transducing Adaptor Molecule). Les
premieres études ont montré qu’en solution ces deux protéines s’assemblent pour former un
hétérodimeére allongé, d’environ 8 nm de long (Ren et al., 2009a). Par la suite, d’autres études
ont déterminé que, en présence d’une membrane, HRS et STAM formeraient plutdt un
hétérotrétramere (Mayers et al., 2011). La structure cristalline du cceur de 1’hétérodimére chez
la levure a été résolue en 2007 (Prag et al., 2007) et une modélisation du complexe entier a été
réalisée deux années plus tard par recoupement des données obtenues par cristallographie aux
rayons-X, par des mesures hydrodynamiques et par des simulations Monte Carlo (Ren et al.,
2009a) (figure 6). La premiere sous-unité: STAM, contient trois domaines qui lient
I’ubiquitine, ce sont les domaines VHS (VPS27, HRS et STAM), UIM (Ubiquitin Interacting
Motif) et SH3 (Src homology 3) (Lange et al., 2012a) (Lange et al., 2011). De plus, cette
sous-unité est aussi capable de lier I’'ubiquitine-hydrolase AMSH (Associated Molecule of the
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SH3 domain of STAM) et de I’activer notamment via son domaine SH3 (Tanaka et al., 1999)
(Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006). Toutefois, a ce jour peu d’informations sont
connues sur cette interaction et cette activation et nous reviendrons sur ces points dans un
prochain paragraphe. La deuxieme sous-unité : HRS, contient elle aussi les domaines VHS et
DUIM (double-sided UIM) capables de lier I’ubiquitine, mais peut aussi interagir avec la
clathrine, grace a un domaine situé du coté C-terminal de la protéine, ainsi qu’avec les lipides
PI(3)P (phosphatidylinositol 3-phosphate) grace a son domaine FYVE (Fabl, YOTB, Vacl,
and EEA1) (Hofmann and Falquet, 2001) (Raiborg et al., 2001). Cette derniére interaction est
a ’origine du recrutement du complexe ESCRT-0 a la membrane des endosomes (Stahelin et
al.,, 2002) (Katzmann et al., 2003). A ce stade, le complexe ESCRT-0 reconnait les
chargements ubiquitinés et les rassemble en petits groupes. C’est la zone qui sera internalisée
par la suite. Enfin, ESCRT-0 recrute ESCRT-I via I’interaction entre le motif PSAP, présent
sur HRS, et le domaine UEV (Ubiquitin E2 variant) de la sous-unit¢ TSG101 d’ESCRT-I
(Pornillos et al., 2003). La fagon dont le complexe ESCRT-0 est détaché de la membrane une
fois sa mission accomplie n’a pas encore été ¢lucidée. Il se pourrait qu’en se liant a ESCRT-I,
la conformation de [I’hétérodimére soit modifiée ce qui abolirait [’interaction
membrane/ESCRT-0. Enfin, il est important de noter qu’ESCRT-0 intervient aussi dans le
recyclage des récepteurs membranaires qui passent par la voie endosomale mais doivent
retourner a la membrane. En effet, des études ont montré qu’ESCRT-0 dirige par exemple le
récepteur f2-adrenergic vers cette voie de recyclage (Hanyaloglu et al., 2005).

Figure 6 : Modélisation du complexe ESCRT-0. STAM est représentée en violet et HRS en
bleu. N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. (Code PDB : 3F1l, (Ren et al.,
2009b))

11.2 ESCRT-I

ESCRT-I fut le premier complexe de la machinerie ESCRT caractérise. Il agit de pair avec
ESCRT-II et permet la formation d’une vésicule a I'intérieur des endosomes (Wollert and
Hurley, 2010). Les quatre sous-unités qui appartiennent a ce complexe et forment un
hétérotétramere sont TSG101, VPS37, VPS28 et MVB12 (Chu et al., 2006) (Curtiss et al.,
2007) (Kostelansky et al., 2007) (Morita et al., 2007b) (Oestreich et al., 2007). La structure du
ceeur du complexe chez la levure Saccharomyces cerevisiae a été déterminée par
cristallographie au rayons-X. Nous pouvons distinguer trois parties : la téte, la queue et entre
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les deux, une longue tige rigide de 13 nm. La téte contient la partie C-terminale de VPS28 qui
interagit avec le motif NZF de VPS36 d’ESCRT-II et permet son recrutement et la queue
interagit avec ESCRT-0, 'ubiquitine et Alix, via le domaine UEV de TSG101 (Martin-
Serrano et al., 2003) (Kostelansky et al., 2007) (Teo et al., 2004a). Cette structure est trés
allongée (18 a 25 nm) et tres flexible en solution (Gill et al.,, 2007) (Boura et al.,
2011)(Kostelansky et al., 2007) (figure 7). Chez les mammiferes, il existe quatre genes codant
pour VPS37 (VSP37 A-D) et trois genes codant pour MVB12 (MVB12A/B et UBAPL). Il y a
ainsi 12 potentiels complexes ESCRT-I qui ont des localisations et des fonctions différentes.
Par exemple le complexe contenant VPS37A, TSG101, VPS28 et UBAP1 intervient dans la
voie endo-lysosomale mais n’est pas recruté pour le bourgeonnement viral (Stefani et al.,
2011). Enfin, dans la cytokinése, ESCRT-I est recruté via I’interaction entre TSG101 et la
protéine impliqué dans la cytokinese Cep55 et pourrait recruter a son tour ESCRT-III par
I’intermédiaire d’Alix qui se lie 8 CHMP4 (Usami et al., 2007) (McCullough et al., 2008).

Tige

Figure 7 : Structure cristallographique des protéines au cceur du complexe ESCRT-1. TSG101
est représentée en vert, VPS37 en violet, VPS28 en bleu et MVVB12 en jaune. (Code PDB :
2P22, (Kostelansky et al., 2007))

11.3 ESCRT-II

Comme mentionné précédemment, le complexe ESCRT-II fonctionne avec ESCRT-I afin de
former une vésicule a I’intérieur des endosomes. Dans la voie endo-lysosomale, ce complexe
permet aussi de connecter ESCRT-I et ESCRT-III grace a son interaction avec VPS28 d’une
part et VPS20 d’autre part (Gill et al., 2007) (Teis et al., 2010) (Teo et al., 2004b). Cependant,
il n’est pas nécessaire dans d’autres mécanismes comme le bourgeonnement viral (Langelier
et al., 2006) ou la cytokinese (Carlton and Martin-Serrano, 2007). Chez la levure comme chez
les mammiféeres, ce complexe est composé de quatre sous-unités : VPS22 , VPS36 et deux
exemplaires de VPS25. Les structures compléte chez la levure et partielle chez ’homme ont
été déterminées par cristallographie aux rayons-X et sont représentées dans la figure 8. Ce
sont des structures compactes, en forme de Y et le ceeur du complexe ESCRT-II chez la
levure a un rayon hydrodynamique de 5 nm (Im and Hurley, 2008) (Hierro et al., 2004). La
sous-unité VPS36 est responsable de I’interaction avec les lipides PI(3)P, I'ubiquitine et la
partie C-terminale de la sous-unité VPS28 d’ESCRT-I, notamment grace au domaine GLUE
(GRAM-like ubiquitin-binding in Eap45) et & une hélice-a C-terminale (Alam et al., 2006)
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(Hirano et al., 2006) (Teo et al., 2004a) (Slagsvold et al., 2005). VPS22, grace a son hélice al,
est aussi capable d’interagir avec des lipides mais de fagon moins spécifique.

Saccharomyces cerevisiae (1U5T) humain (2ZME)

VPS25 VPS36 VPS22

Figure 8 : Structure du complexe ESCRT-I1I chez la levure Saccharomyces cerevisiae et chez

I’homme. Pour la forme humaine seul le ceeur de la protéine a été cristallisé. (codes PDB :
1US5T et 2ZME, (Hierro et al., 2004) (Im et al., 2008))

11.4 ESCRT-11I

Le complexe ESCRT-III est celui qui comporte le plus de sous-unités : 6 chez la levure et 12
chez I’homme. Elles sont appelées les protéines CHMP pour « Charged Multivesicular Body
Protein » et sont numérotées de 1 a 7 mis a part une exception : IST1 (increased sodium
tolerance-1). Certaines de ces sous-unités ont un role actif dans la scission membranaire
(CHMP4, CHMP2, CHMP3, CHMP6) alors que d’autres sont des régulateurs des premieres
protéines ou de ’AAA ATPase VPS4 (CHMP1, CHMP5, CHMP7, IST1) (Teis et al., 2008)
(Dimaano et al., 2008) (Nickerson et al., 2010). Ce sont toutes des molécules tres chargées
qui possédent une partie N-terminale basique et une partie C-terminale acide (Muziot et al.,
2006). Lorsque la protéine est monomeérique dans le cytosol, ceci permet une interaction entre
ces deux domaines et entraine une auto-inhibition (Lata et al., 2008a) (Bajorek et al., 2009b).
Cette auto-inhibition, ou conformation fermée de la protéine, peut étre levée grace a
I’interaction avec d’autre CHMP. Alors, certaines protéines comme CHMP4,
CHMP2A/CHMP3 ou CHMP2B s’assemblent sous forme de polyméres (Hanson et al., 2008)
(Bodon et al., 2011) (Ghazi-Tabatabai et al., 2008) (Effantin et al., 2013b). Le modéle du
mécanisme d’action des protéines d’ESCRT-III actuel est base sur leur fonctionnement dans
la voie endo-lysosomale. La machinerie de scission au cceur du complexe ESCRT-III est
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recrutée séquentiellement & la membrane. D’abord CHMP6 est recrutée par le complexe
ESCRT-II et se lie a la membrane afin d’encrer toute la machinerie et de créer une courbure
(Fyfe et al., 2011). Puis elle interagit avec CHMP4 et active sa polymérisation. CHMP4
formerait alors des filaments et courberait la membrane plasmique (Hanson et al., 2008) (Pires
et al., 2009). Le nombre de sous-unités impliquées dans chaque polymere est variable et ceci
leur permet de s’adapter aux différentes tailles de vésicules. Par la suite, CHMP2A/3 ou
CHMP2B sont recrutées et forment des tubes qui peuvent avoir une extrémité en forme de
déome (Effantin et al., 2013b). Ces polymeéres permettent de rétrécir le col de la vésicule et
une scission spontanée pourra avoir lieu (Lata et al., 2008b) (Fabrikant et al., 2009) (Peel et
al., 2011) (Guizetti and Gerlich, 2012). Enfin, ’AAA ATPase VPS4 (Vacuolar Protein
Sorting) sera recrutée ce qui amorcera le désassemblage et le recyclage des sous-unités
ESCRT-III (Wollert et al., 2009) (Saksena et al., 2009). 1l est aussi possible que ce soit gréace
a l’action de désassemblage des CHMP par VSP4 que I’énergie nécessaire a la fission
membranaire soit apportée. Tout au long de ce processus, les protéines CHMP interagissent
avec différents partenaires : soit entre elles grace a leurs régions acides et basiques, soit avec
des protéines associées au systeme ESCRT grace a une interaction entre les domaines MIM
(MIT interacting motif) des CHMP et MIT (microtubule interacting and transport) des
partenaires. Nous reviendrons sur ces interactions dans le paragraphe 1-2-6.

11.5 VPS4

VPS4 (Vacuole sorting protein 4) est le dernier acteur de la machinerie ESCRT. Ce
dodécameére, composé de deux anneaux hexameériques empilés de facon décalée, est présent
en deux formes chez I’lhomme : VSP4A et VPS4B (figure 9). Cette enzyme est recrutée a la
membrane grace a I’interaction de son domaine MIT avec le domaine MIM des protéines
CHMP et notamment CHMP2 (Kieffer et al., 2008) (Obita et al., 2007) (Stuchell-Brereton et
al., 2007). Cette AAA ATPase désassemble les sous-unités du complexe ESCRT-III gréace a
I’énergie apportée par 1’hydrolyse de I’ATP en ADP. Les polymeres de CHMP seraient ainsi
insérés dans le pore central des deux anneaux et changeraient de conformation ce qui induirait
leur dépolymérisation. De plus, la protéine LIP5 qui interagit avec VSP4, stabilise le
dodécameére et stimule son activité (Azmi et al., 2006) (Shim et al., 2008).
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Domaine MIT /7
Domaine catalytique : 1

AAA ATPase

Figure 9 : Représentation en ruban de la structure des domaines MIT et AAA ATPase de
VSP4. (Code PDB : Domaine MIT : 2JQK, Domaine AAA ATPase : 2QPA)

11.6 Les interactions des domaines MIT/MIM

Beaucoup des interactions entre les protéines CHMP et leur partenaires sont réalisées grace a
leurs domaines MIT/MIM. Certaines ont été étudiées en détail et le tableau 1 reprend toutes
les interactions MIT/MIM connues pour les protéines du complexe ESCRT-III et indique
leurs références. Cependant, malgré 1I’implication de domaines similaires, ces interactions ne
sont pas toutes identiques. En effet, les résidus mis en jeu ainsi que la force de 1’interaction
varient d’un complexe a I’autre. Ceci est di au fait qu’un domaine MIT contient trois hélices-
a rassemblées en faisceau avec lequel les domaines MIM interagissent. Ces derniers peuvent
alors contacter n’importe quel résidu d’une des helices-a et former différentes surfaces
d’interaction. Ainsi, le complexe AMSH/CHMP3 interagit de fagon trés forte et a une
constante d’affinité de 63 nM (Solomons et al., 2011) alors que le complexe VPS4/CHMP1B
est beaucoup plus faible avec une constante d’affinité de 29 uM (Stuchell- Brereton et al.,
2007).
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Protéines avec Intéractions

domaine MIT connues Références
CHMPS, 1B, 2A,3 Yangetal, 2012
LIPS .
IST1 Skalicky et al, 2012
Stuchell-Brereton
VPS4 CHMP1A-B/2A- etal., 2007

C/3/4A-C/6,IST1 | Bajoreket al, 2009

Monica Agromayor

AMSH CHMP1A-B,2A,3 andJuan Martin-
Serrano, 2006
UBPY CHMP1A-B/7 Row et al, 2007
Reid et al, 2004
Spasti CHMP1B ’
pastin Yanget al, 2008
Calpain7 CHMP1A-B/4B, 1sT1 ~ Yorikawa, 2007

Osako, 2010

Tableau 1: Récapitulatif des protéines impliquées dans le systeme ESCRT contenant un
domaine MIT et leur partenaire au sein du complexe ESCRT-III.

1.7 Alix

Alix (ALG-2 interacting protein) fut tout d’abord découverte en 1999 comme une nouvelle
protéine interagissant avec ALG-2 (Apoptosis-linked gene 2 protein) et ce n’est qu’a partir de
2003 que le lien entre cette protéine et le bourgeonnement viral, puis le systeme ESCRT, a été
élucide (Missotten et al., 1999) (Strack et al., 2003). Cette protéine est composée de trois
domaines : le domaine Brol, situé a I’extrémité N-terminale, interagit avec CHMP4 et la
nucléoprotéine du VIH-1 (figure 10) (Katoh et al., 2003) (McCullough et al., 2008) (Popov et
al., 2008), le domaine V, au centre, permet la dimérisation ainsi que 1’interaction avec le
domaine tardif YP(Xn)L du VIH-1 (Pires et al., 2009) (Martin-Serrano et al., 2003) (Strack et
al., 2003) et enfin, la partie C-terminale, qui comporte une région riche en proline et qui est a
I’origine de I’interaction avec TSG101 et Cep55 (Morita et al., 2007a).
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CHMP4B

\’ 'v_*"

Figure 10 : Structure du domaine Brol d’Alix en complexe avec CHMP4B. Violet : Alix,
bleu : peptide CHMP4B, N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. (Code PDB :
3C3Q, (McCullough et al., 2008))

11.8 Implication dans les mécanismes cellulaires

Les mécanismes que nous avons abordés dans la premiére partie de cette introduction ne
nécessitent pas tous ’implication des mémes protéines ESCRT. En effet, il semblerait que la
voie endo-lysosomale implique tous les membres de chaque complexe alors que le
bourgeonnement viral par exemple, n’utilise pas le complexe ESCRT-II. La figure 11
récapitule les mécanismes dans lesquels les complexes ESCRT interviennent (Henne et al.,
2011) (Morita et al., 2010) (Morita et al., 2011).

A Virs} budding o b ° B Voie endo- -Bourgeonnement- - [ &
. Cytokinése = Autophagie
0y, @ ° lysosomale viral
B HIV-\OA% o/' o o ESCRT-0 Gag CEP55
° | |
2 ESCRT-I
MVB biogenesis | ESCRT-II | | | ALIX

ESCRT-III:

s Y CHMP1

Y CHMP2

Cytokinesis i L =4 N

4 Lysosome * CHMP3
Micoody s Mvs! CHMP4
Autophagy } CHMPS

CHMP6

— Early or !
y Y sorting CHMP7
endosome |

5 MNeck /v | Iy [ IST1

Phagophore' < > Ubiquitin vpsa

‘ ALIX

Housekeeping receptor EGFR

Figure 11 : (Légende page suivante )
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Implication des protéines ESCRT dans les différents mécanismes cellulaires. A)
Représentation schématique de la voie endo-lysosomale, 1’autophagie, le bourgeonnement
viral et la cytokinese (Hurley and Hanson, 2010). B) Tableau récapitulatif de la présence ou
non des protéines ESCRT. Vert : impliqué dans ce mécanisme, Bleu : substitué par un autre
élément, Blanc : non impliqué et pas de substitution connue

I11. L’ubiquitine et ses enzymes associées

I11.1 L’ubiquitine

L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés impliquée dans de multiples voies
cellulaires. En effet, cette protéine peut étre attachée le plus souvent de fagon covalente sur les
lysines d’un substrat et ainsi le diriger vers les différentes voies de dégradation cellulaires
mais elle est aussi engagée dans les mécanismes de réparation de I’ADN, de trafic cellulaire,
de réponse immunitaire innée, de remodelage de la chromatine...(Chen and Qiu, 2013)
(Pinder et al., 2013) (Wickliffe et al., 2009) (Urbé et al., 2006). La liaison entre I’ubiquitine et
le substrat est une liaison isopeptidique formée par 1’action de trois enzymes : Une enzyme
activatrice de 1’ubiquitine (E1), une enzyme conjugante (E2) et une ubiquitine-ligase (E3)
(Pickart and Eddins, 2004). Tout d’abord, I’enzyme E1 active l'ubiquitine de fagon
dépendante de I’ATP en formant une liaison thiol-ester entre la glycine C-terminale de
l'ubiquitine et le groupement thiol d'une cystéine de I’E1. Ensuite, cette ubiquitine activée est
transférée sur I’enzyme E2 formant un complexe E2-ubiquitine thiol-ester puis, I’enzyme E3
(cas de la famille HECT) transférera a son tour I’ubiquitine de I’enzyme E2 vers le substrat en
formant une liaison isopeptidique entre la glycine C-terminale de l'ubiquitine et le groupement
amine de la chaine latérale d’une lysine du substrat. Dans la majorité des cas (enzymes E3 a
domaine RING), I’enzyme E2 transfert I’ubiquitine au substrat, I’E3 ne servant qu’a la
reconnaissance du substrat. Cette liaison peut étre rompue par I’action d’une ubiquitine-
hydrolase ou dé-ubiquitinase (DUB) (figure 12).
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l CATP

ADP + Pi

Figure 12 : Fonctionnement des enzymes E1, E2, E3. Ub : Ubiquitine, E1 : enzyme
activatrice, E2 : Enzyme conjugante, E3 : ubiquitine-ligase. (Di Fiore et al., 2003)

En ce qui concerne sa structure, 1’ubiquitine est une protéine compacte qui comporte un
feuillet B a 5 brins antiparalléles qui surplombe une hélice-a (figure 13). Sa surface est
globalement polaire sauf a 1‘extrémité C-terminale du feuillet B o nous retrouvons une région
hydrophobe formée par les acides aminés Leucine 8, Isoleucine 44 et Valine 70 (Vijay-Kumar
etal., 1987).
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Figure 13 : Monomere d’ubiquitine. N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. Les
lysines sont colorées en violet clair. (Code PDB : 1UBQ, (Vijay-Kumar et al., 1987))

Ce monomére, dont le stock cellulaire est maintenu grace a 1’action de d é-ubiquitinases qui
clivent des protéines précurseurs, est en fait la premiére brique nécessaire a la formation des
chaines polyubiquitine qui apporteront une plus grande spécificité et seront impliquées dans
des phénomeénes distincts.

I11.2 Les chaines de polyubiquitine

Les sept lysines présentes dans le monomére d’ubiquitine peuvent servir de base &
I’attachement d’une autre molécule d’ubiquitine ce qui formera des chaines polyubiquitine.
Les différentes chaines sont dénommeées selon la lysine qui lie les monomeres. Il est donc
possible de former des chaines polyubiquitine K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63 ou
linéaires, lorsque les monomeres sont reliés par leurs extrémités N-terminale et C-terminale.
Chacun des ces polyméres existe chez les eucaryotes (Xu et al., 2009) (Ye and Rape, 2009) et
a un réle dans un ou plusieurs processus cellulaires (figure 14) (Husnjak and Dikic, 2012).

43



A -~ ‘b ~ (T
P { p ~
(Ub ) . ) (Ub ) 4 Yb L~
<’ = °Aub M~ up) Ubiub Ub
I u@ Uk )\ /‘
p
o
\EIP/J
Monoubiquitination  Multiple monoubiquitination Homotypic polyubiquitination - 8 different linkages
Signaling Signaling Lys6 Lys33
Endocytosis Endocytosis DNA repair Kinase madification
DNA repair
Lys11 Lysas
B \1 ERAD Proteasomal degradation
t;\ ;*?Ub’l Cell gycle
A Uk \ Lys63
“»J'\U Lys27 Signaling
'. Ub Ubiquitin fusion degradation Trafficking
DMA damage response
Lys29 Innate and adaptive | it
Mixed linka ge Heterologous modification L}}::osomal degradation fnate and acaptive immunty
polyubiquitination  proteasomal degradation Kinase modification Met1 (linear)

Signaling

Ubiquitine Proximale Ubiquitine distale

Figure 14 : Formation des chaines de polyubiquitine. A) Différents types d’ubiquitination et
de chaines de polyubiquitine et leur implication dans les mécanismes cellulaire (Husnjak and
Dikic, 2012). B) Di-ubiquitine liée K63. Ub : Ubiquitine, ERAD : dégradation associées au
réticulum endoplasmique. (Code PDB : 3H7P)

Certaines protéines de membrane plasmique, dégradées via la voie endo-lysosomale sont
modifiées par les chaines K63. Ce signal joue un role dans I’internalisation de certaines
protéines et est important pour le ciblage des récepteurs, canaux ou transporteurs vers les
zones invaginées des corps multivésiculaires. Il entraine le recrutement du premier complexe
de la machinerie ESCRT : ESCRT-0. Ce dernier, ainsi qu’ESCRT-I et ESCRT-II contiennent
de nombreux domaines de liaison & 1’ubiquitine appelés UBD (Ubiquitin Binding Domain) ce
qui leur permet de prendre en charge les chargements a dégrader (tableau 2) (Husnjak and
Dikic, 2012). Ceci est particuliérement vrai pour I’hétérotétramére HRS/STAM qui est
capable de lier plusieurs ubiquitines en méme temps (Mayers et al., 2011) (Lange et al.,
2012a).
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Complexe Sous-unité Domaine
HRS VHS, DUIM, GAT
ESCRT-0
STAM VHS, UIM, SH3, GAT
ESCRT-I VP523 UEV
ESCRT-1I VP536 GLUE, NZF1, NZF2

Tableau 2 : Domaines interagissant avec 1’ubiquitine au sein du systéme ESCRT. VHS:
Vps27, HRS and STAM, (D)UIM : (double-sided) ubiquitin-interacting motif, GAT : GGA
and TOM, SH3 : SRC homology 3, UEV : ubiquitine E2 variant, GLUE : GRAM-like
ubiquitine-binding in EAP45, NZF : Npl4-type zinc finger.

111.3 Les ubiquitine-ligases

Il existe deux grandes familles d’ubiquitine-ligases E3 : les E3 & domaine HECT et les E3 a
domaine RING. Chez les mammiferes, on dénombre dans le génome plus de 600 potentielles
E3 dont seulement 30 appartiendraient a la famille des E3 a domaine HECT. La spécificité
pour un substrat est due a sa reconnaissance par la combinaison E2/E3 ou uniquement par une
E3 . En ce qui concerne les protéines membranaires transitant via la voie endo-lysosomale, il
semblerait que deux ubiquitine-ligases agissent plus particulierement : Nedd4 et Cbl (Metzger
etal., 2012) (Hurley and Stenmark, 2011).

Nedd4-2, qui appartient a la famille des E3 & domaine HECT, est notamment impliquée dans
I’attachement d’une molécule d’ubiquitine sur le canal sodium épithélial (ENaC)
(Debonneville and Staub, 2004). Dans ce cas, le domaine catalytique HECT de Nedd4-2
interagit avec 1’E2 grace a sa partie N-terminale, aussi appelée lobe N-terminal, et 1’ubiquitine
est transférée de I’E2 vers I’E3 en formant un intermédiaire thiol-ester gréce a la cystéine du
site actif présent a I’extrémité C-terminale de I’E3 (Lobe C-ter) (figure 15) (Kamadurai et al.,
2009). L’ubiquitine-ligase transfert ensuite 1’ubiquitine sur I’ENaC, I’intéraction mettant en
jeu les domaines WW de Nedd4 et des motifs PPxY sur les sous-unités de ENaC. Ce signal
sera reconnu par ESCRT-O0 et le canal ionique sera dégradé via la voie endo-lysosomale. Les
autres domaines de Nedd4-2 consistent en un domaine C2 en N-ter, qui lie le calcium et
interagit avec la membrane, et quatre domaines WW qui interagissent avec les motifs PPXY
ou PPPNYDSL d’ENaC (Fotia et al., 2003) (Lott et al., 2002) (Snyder et al., 2001).

c-Cbl est une autre ubiquitine-ligase marquant les récepteurs membranaires pour les diriger
vers la voie endo-lysosomale et plus particulierement le récepteur au facteur de croissance
épidermique (EGFR) (Levkowitz et al., 1998). En partant de 1’extrémité N-ter vers I’extrémité
C-ter cette E3 posséde : un domaine de liaison a la tyrosine kinase (domaine TKB), un
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domaine RING, qui est le domaine ubiquitine-ligase, un domaine riche en proline, une région
non structurée et riche en serines et thréonines et un domaine UBA (ubiquitin associated
domain). Cette ubiquitine-ligase ne forme pas de liaison covalente avec ’ubiquitine et est
juste un adaptateur entre I’E2 et ’'ubiquitine pour que I’enzyme conjugante puisse attacher la
molécule au substrat. Le domaine RING est formé par des résidus cystéines et histidines qui
sont placés a intervalle régulier et coordonnés par deux ions de zinc, ce qui forme une
structure en croisillon et facilite le transfert de ’ubiquitine (figure 15) (Lorick et al., 1999)
(Zheng et al., 2000).

E3 a domaine RING

Ub E3 a domaine HECT

» Lobe Cter

®@

Figure 15 : Exemples d’ubiquitine-liages E3 & domaine HECT et & domaine RING. Panneau
de gauche : Structure et représentation schématique du domaine HECT Nedd4-L en complexe
avec I’E2 UBCHSB et I’ubiquitine. Panneau de droite: Structure et représentation

schématique du domaine RING de Cbl en complexe avec I’E2 UBCH?7. Figure adaptée de
J.Cell Sci. (2012) 125, 529-535
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L’action de ces ubiquitine-ligases est opposée a celle des ubiquitines-hydrolases qui ont elles
aussi un réle primordial au sein des processus cellulaires et que nous aborderons plus en détail
dans le chapitre suivant.

I11.4 Les ubiquitine-hydrolases

111.4.1 Informations générales

D’apres 1’étude de Nijman et al. en 2005, il existerait environ 100 ubiquitine-hydrolases, aussi
appelées DUB (de-ubiquitinases), codées au sein du génome humain (Nijman et al., 2005).
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Une grande partie de ces DUB sont actives et hydrolysent la liaison isopeptidique qui relie
I’ubiquitine a un substrat et les DUB appartenant a I’autre partie, inactives, auraient un role
d’armature. Ces ubiquitine-hydrolases sont organisées en 5 familles : les USP (ubiquitin-
specific proteases), les UCH (ubiquitin C-terminal hydrolases), les OTU (ovarian tumour
proteases), les Josephins et les métalloprotéases dépendantes du zinc a domaine JAMM
(Komander et al., 2009). Les 4 premiéres familles sont des protéases a cystéine et ont un
mécanisme commun, alors que la derniere famille a son propre fonctionnement.

Les protéases a cystéine ont un site actif composé d’une diade ou triade de résidus (histidine,
cystéine et éventuellement asparagine ou acide aspartique) qui réalisent 1’hydrolyse de liaison
isopeptidique : la chaine latérale de I’histidine diminue le pka de la cystéine catalytique ce qui
permet une attaque nucléophile de la liaison. Le troisiéme acide aminé permet d’aligner et de
polariser I’histidine mais n’est pas présent dans toutes les protéases a cystéine. L’organisation
de ce site actif et son accessibilité sont différentes selon les DUB (Komander et al., 2009) .

Le domaine USP des membres de la famille éponyme contient trois sous-domaines appelés
« paume, pouce et doigts » en référence a sa structure en forme de main. Le site catalytique
est a ’interface entre la paume et le pouce et les doigts permettent d’entrer en contact aveC
I’ubiquitine distale (figure 16). Pour certaines USP, il existe une forme active et une forme
inactive de I’enzyme et des changements conformationnels permettent I’activation lors de la
liaison a I’ubiquitine (Hu et al., 2002).

Paume Site actif

Figure 16 : Structure du domaine USP de I’enzyme USP21. (Code PDB : 2Y5B) En violet : le
sous-domaine des doigts. Bleu cyan : sous-domaine de la paume. Bleu fonce : sous-domaine
du pouce. Orange : Histidine, Cystéine et Asparagine catalytiques.

Le domaine OTU peut lui aussi adopter une conformation active ou inactive lorsque la
cystéine et I’histidine catalytiques ne sont pas alignées. Il existe trois sous-catégories de
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domaines OTU qui ont divergé au cours de 1’évolution : les Otubains, les A-20 like OTU et
les OTU. Les Otubains et les A-20 like OTU comportent des insertions supplémentaires par
rapport au domaine OTU (figure 17). Leur mécanisme d’hydrolyse reste similaire mais leurs
liaisons a 1’ubiquitine différent (Komander and Barford, 2008) (Nanao et al., 2004) (Messick
et al., 2008).

Domaine OTU : OTU1 Domaine A-20 like : A20 Domaine Otubain : OTUB2

Figure 17 : Structures des différents domaines OTU. A) Famille des OTU : Domaine OTU
d’OTU1 (Code PDB : 3BY4). B) Famille des A-20 like OTU : Domaine OTU d’A20 (Code
PDB : 2VFJ). C) Famille des Otubains : Domaine OTU d’OTUB2 (Code PDB : 1TFF). Bleu :
cceur du domaine OTU. Violet : Insertions par rapport a la famille OTU.

Enfin, en ce qui concerne les deux derniéres familles, les domaines UCH se différencient par
leur boucle flexible qui cache le site actif et permet la sélection des substrats de petite taille et
les domaines Josephins contiennent eux aussi une hélice-a qui régule I’accés au site actif ainsi
qu’une région polyglutamine qui, lorsqu’elle est étirée, est la cause de la maladie
neurodégénérative de Machado-Joseph (Johnston et al., 1997) (Costa and Paulson, 2012).

Le mécanisme d’action des ubiquitines hydrolases a domaine JAMM a été étudi€¢ plus
particulierement pour les ubiquitine-hydrolases AMSH-LP et AMSH et sera donc expliqué
dans le paragraphe les concernant.

Plusieurs travaux ont montré que les DUB ont de nombreuses fonctions et sont impliquées
dans des voies cellulaires trés variées. Parmi celles-ci nous retrouvons: la signalisation
cellulaire, avec notamment un réle dans la voie NF-«B, la régulation de la transcription, la
modification des histones, la réparation de I’ADN, la formation de la réserve d’ubiquitine
libre mais aussi le contrdle qualité des protéines ainsi que leur dégradation via la voie endo-
lysosomale (Reyes-Turcu et al., 2009) (Clague et al., 2012). L’omniprésence de ces enzymes
au sein de la cellule implique la nécessité d’une forte régulation. Celle-ci peut étre effectuée
par trois moyens :

- Des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, 1’ubiquitination
ou la sumoylation qui active ou inactive I’enzyme (Hunter, 2007) (Meulmeester et al.,
2008)

- Des interactions avec des partenaires qui peuvent inhiber I’activité enzymatique de
I’ubiquitine-hydrolase ou au contraire 1’activer (Kim et al., 2006) (McCullough et al.,
2006)
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- Une localisation cellulaire spécifique et nécessaire au fonctionnement de I’enzyme

Ces trois types de régulation peuvent aussi étre combinés. A cela s’ajoute le fait que les dé-
ubiquitinases sont spécifiques d’un ou plusieurs substrats grace a 1’architecture de leur site
actif, comme par exemple AMSH qui est spécifique des chaines d’ubiquitine liées par leur
lysine 63.

111.4.2 Les ubiquitine-hydrolases impliquées dans les mécanismes en
relation avec le systeme ESCRT

111.4.2.1 AMSH

Domaines et partenaires

AMSH, qui signifie « Molécule associée au domaine SH3 de STAM » (Associated molecule
of the SH3 (SRC Homology 3 Domain) domain of STAM), a été découverte en 1999 par une
équipe japonaise (Tanaka et al., 1999). Elle posséde 5 régions qui lui permettent d’interagir
avec d’autres protéines, de se localiser a différents endroits de la cellule ou d’avoir une
activité enzymatique d’ubiquitine-hydrolase. Tout d’abord, I’extrémité N-terminale, est
composée de 5 hélices-o qui se rassemblent en une structure allongée de 90A de long. Les
hélices-a 2, 3 et 4-5 forment un faisceau que 1’on retrouve aussi dans VPS4 et qui est
caractéristique d’un domaine MIT (figure 18). Ce domaine permet I’interaction avec les
protéines CHMP1A, 1B, 2A et CHMP3 (Ma et al., 2007) (Row et al., 2007) (Tsang et al.,
2006) (Zamborlini et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Solomons et al.,
2011). Ensuite, AMSH posséde une séquence de localisation nucléaire puis un domaine de
liaison a la clathrine (CB). Ce dernier est a 1’origine de I’interaction entre AMSH et la partie
terminale de la chaine lourde de la clathrine et cette liaison permet le recrutement d’AMSH a
la membrane endosomale (Nakamura et al., 2006a). L’élément suivant est un motif RXXK
situé dans la boucle flexible et centrale ’AMSH. Ce motif permet I’interaction avec le
domaine SH3 de STAM1 et STAM2 (Sierra et al., 2010). Enfin, I’extrémité C-terminale est
dotée d’un domaine JAMM qui est le coeur catalytique de cette enzyme et qui hydrolyse
spéecifiquement les liaisons isopeptidiques des ubiquitines liées par leur lysine K63 (Urbé et
al., 2006) (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006). Ce domaine est replié en une structure
classique de domaine JAMM, avec un feuillet- et un tonneau-f qui se mélent et deux hélices-
a qui les entourent (une dessus et une dessous) (figure 18). Deux insertions, caractéristiques
d’AMSH, sont retrouvées entre les résidus 302 a 327 et 381 a 403 (Davies et al., 2011).
Lorsque I’enzyme est rendue inactive par la mutation de résidus dans son site actif, il est
possible d’observer I’enzyme liée a I’'ubiquitine (McCullough et al., 2004) ce qui n’est pas le
cas sans cette inactivation (Kim et al., 2006).
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Figure 18 : Représentation schématique et structure d’AMSH. Bleu cyan : MIT : microtubule
interacting and transport, NLS : séquence de localisation nucléaire, CB : Domaine de liaison a
la clathrine, Violet : JAMM : Jabl/Mov34/Mprl Padl N-terminal+ (MPN+), les deux ions
zinc sont représentés par des billes bleues et les résidus du site actif sont représentés en
orange. (Codes PBD : AMSH N-ter : 2XZE AMSH C-ter : 3RZU)

Fonctionnement, spécificité et régulation

Le fonctionnement des dé-ubiquitinases a domaine JAMM a d’abord été découvert pour
AMSH-LP puis confirmé pour AMSH. En effet, les résidus catalytiques qui sont I’histidine
335, I’histidine 337, I’acide aspartique 348, I’acide glutamique 280 reli¢ a une molécule d’eau
et la sérine 345 pour AMSH sont conservés dans AMSH-LP. Ces résidus coordonnent un ion
de zinc qui activera une molécule d’eau ce qui permettra ’attaque de la liaison isopeptidique
(figure 19) (Sato et al., 2008) (Davies et al., 2011).

Glu| GluI Glul
C C G o
Vi o) C
o? o o? ‘ﬂ. o? Yo
Sl 7 / Lys 63 Ky
H.,: H H:\ H H ~H
N/f\C/“‘\r - @\ N B N/"‘c\/O )
\ H 4 Ne H \ H
HMWAD | H o' o %
S o = . “HOy—Ser to i, HOr—Ser . », HOv—Ser
o5 Zn7" oy 2n" o5 2Zn°*
/ 08 : "His /_0s : "His /_0s : His
AsP” His ASP™ "His ASP™ "His

Figure 19 : Mécanisme de clivage de la liaison isopeptidique des chaines d’ubiquitine liées
par leur lysine K63 par AMSH et AMSH-LP. Ub : ubiquitine (Figure adaptée de Sato et al.,
2008)

Le deuxiéme ion de zinc présent dans le domaine JAMM est coordonné par quatre résidus de
I’insertion 2 et a un rdle structural. Il est important de noter que dans la structure de Davies et
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al., le domaine catalytique d’AMSH est dans une conformation fermée et que les résidus
Asp309 et Phe395 sont en contact et barrent ainsi 1’accés au site actif. Il est donc possible
qu’en se liant la polyubiquitine déplace ces résidus.

Enfin, il n’existe pas de structure d’AMSH en complexe avec [’ubiquitine mais la
modélisation de cette interaction grace a la superposition de la structure d’AMSH-LP liée a la
di-ubiquitine K63 a permis d’obtenir plus d’informations a ce sujet. Il semblerait que
I’ubiquitine proximale interagisse avec les résidus Phe 343, Phe 395 et Thr 341 d’AMSH via
la glutamine 62 et I’acide glutamique 64 de fagon similaire a ce qui est observé pour AMSH-
LP. En ce qui concerne 1’ubiquitine distale, le schéma d’interaction précis n’a pas pu étre
déterminé car les résidus impliqués dans cette interaction pour AMSH-LP ne sont pas
conservés dans AMSH (Davies et al., 2011).

La régulation d’AMSH nécessite une combinaison des trois mécanismes cités précédemment.
En effet, AMSH est elle-méme ubiquitinée par le complexe RNF11/Smurf2 ce qui entraine sa
dégradation par le protéasome 26S (Li and Seth, 2004). De plus, AMSH est majoritairement
cytosolique ou nucléaire et n’est active que lorsqu’elle est recrutée a la membrane des
endosomes ou a la membrane plasmique. Enfin, cette activation nécessite 1’interaction avec la
sous-unité STAM du complexe ESRT-0 et notamment le domaine SH3 mais le mécanisme de
cette activation n’est pas encore connu (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006).

Implication et role dans la voie endo-lysosomale

De par ces interactions avec les différentes protéines des complexes ESCRT, nous savons
qu’AMSH est une des dé-ubiquitinases associées a cette machinerie dans la voie endo-
lysosomale cependant son role reste a préciser. En effet, certaines publications montrent une
augmentation de la dégradation d’EGFR quand AMSH est délétée alors que d’autre ont
observé le phénoméne inverse (McCullough et al., 2004) (Ma et al., 2007) (Meijer et al.,
2012). De plus, cette enzyme intervient aussi dans la régulation de plusieurs récepteurs
membranaires : le récepteur au calcium (CaR) (Reyes-lbarra et al., 2007), les récepteurs
couplés aux protéines G (Hislop et al., 2009) (Hasdemir et al., 2009) et le récepteur aux
chémokines CXCR4 (Sierra et al., 2010). Enfin, la délétion d’AMSH ou des mutations au sein
de sa séquence entrainent une accumulation de protéines ubiquitinées dans le systéme nerveux
central qui sont a 1’origine de maladies neurodégénératives (Suzuki et al., 2011) (McDonell et
al., 2013). Cette protéine est donc profondément impliquée dans le systeme de dégradation
des récepteurs membranaires via la voie endo-lysosomale mais son réle exact reste méconnu.

Présence dans les autres mécanismes liés a la machinerie ESCRT

11 a été¢ montré qu’une forme d’AMSH liée a une étiquette GFP a son extrémité N-terminale et
co-exprimée avec CHMP3 dans des cellules 293T co-transfectées avec de I’ADN viral du
VIH empéche le relargage des virions (Zamborlini et al., 2006). Cet effet n’est pas observé
quand GFP-AMSH est exprimée seule dans ces mémes cellules. Cette enzyme aurait donc un
réle de regulation de CHMP3 lors du bourgeonnement viral. Aussi, la déplétion d’AMSH
bloque la cytokinese et 1’ubiquitine-hydrolase a été observée sur le site de division cellulaire
au méme endroit que les protéines CHMP (voir paragraphe 1-1-2) (Mukai et al., 2008). Enfin,
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une étude récente sur AMSH-1, appartenant a Arabidopsis thaliana, a montré que cette
enzyme est aussi nécessaire dans 1’autophagie chez les plantes (Katsiarimpa et al., 2013).

AMSH a donc une place tres importante au sein de la voie endo-lysosomale mais aussi dans
les autres mécanismes de scission membranaire dans lesquels les protéines ESCRT sont
impliquées. Une plus grande compréhension de son mécanisme de régulation et de sa fonction
précise apporterait de nouvelles informations concernant le fonctionnement global de ces
processus cellulaires.

111.4.2.2 AMSH-LP

AMSH-like protein, ou AMSH-LP, a été découverte en 2003 lors de travaux portant sur le
signalisation cellulaire initié par IL-2, réalisés par Kikuchi et al (Kikuchi et al., 2003). Ayant
une séquence primaire tres proche de celle d’AMSH (figure 20), elle contient aussi le signal
de localisation nucléaire et le domaine catalytigue JAMM qui hydrolyse spécifiqguement les
chaines d’ubiquitine liées par leur lysine K63 (Nakamura et al., 2006b). Cependant, AMSH-
LP n’est pas capable de lier STAM et aucune interaction avec les protéines CHMP n’a été
observée a ce jour. Comme nous 1’avons expliquer précédemment, AMSH-LP fonctionne de
la méme facon qu’AMSH et c’est grace a la structure de son domaine catalytique que ce
mécanisme a pu étre dévoilé (Sato et al., 2008).
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Figure 20 : Alignement des séquences primaires d’AMSH et AMSH-LP. Dessus : AMSH,
Dessous : AMSH-LP. Boite rouge : résidus conservés, Lettre rouge : résidus de méme type.
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111.4.2.3 UBPY

Domaines et partenaires

UBPY est composee de quatre domaines : un domaine MIT, situé a I’extrémité N-terminale,
suivi d’un domaine homologue a la rhodanése (RD), puis d’une région intermédiaire qui relie
le domaine catalytique a I’extrémité C-terminale. Malgré leurs séquences primaires trés
différentes, le domaine MIT d’UBPY est similaire a celui d’AMSH et seule 1’hélice-al est
détachée des autres hélices ce qui forme une interface de dimérisation (figure 21) (Solomons
et al., 2011) (Kaneko et al., 2003) cependant il n’a pas encore ét¢ démontré si cette
dimérisation est nécessaire a I’activité d’UBPY in vivo. Ce domaine MIT est aussi capable
d’interagir avec les protéines CHMP du complexe ESCRT-III et plus particuliérement
CHMP1A, 1B, 4C et 7 mais aucune mesure d’affinité¢ d’interaction entre ces protéines n’a été
publiée a ce jour (Row et al., 2007) (Avvakumov et al., 2006). Les partenaires ESCRT-III
d’UBPY et AMSH ne sont donc pas tous les mémes et cela pourrait signifier que les
interfaces d’interaction de leurs deux domaines MIT sont différentes. Le domaine homologue
a la rhodanése présent chez UBPY est un domaine inactif qui permet I’interaction entre
protéines et notamment avec l’ubiquitine-ligase Nrdpl (Avvakumov et al., 2006). Cette
derniére entre aussi en contact avec le domaine catalytique d’UBPY ce qui entraine sa dé-
ubiquitination. Enfin, la séquence primaire d’UBPY comporte trois motifs RXXK qui sont
nécessaires a I’interaction avec la sous-unité STAM d’ESCRT-0 (Berry et al., 2002) (Kaneko
et al., 2003) (Kato et al., 2000). C’est une interaction de faible affinité qui est de 1’ordre d’une
dizaine de uM (Berlin et al., 2010).

EdIEEEEEEa

MIT Rhodanese - USP

Figure 21: Représentation schématique et structure des domaines d’UBPY. MIT:
microtubule interacting and transport USP : Ubiquitin-specific processing proteases. RXXK :
motif de liaison a STAM. (Code PDB : domaine MIT : 2A9U, Domaine rhodanese : 1WHB,
domaine USP : 2GFO).
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Fonctionnement, spécificité et regulation

Le domaine catalytique d’UBPY est un domaine USP et adopte la méme organisation que les
autres membres de la famille USP (figure 16). La triade histidine-cystéine-asparagine est aussi
située a I’interface entre le pouce et la paume et catalyse la réaction d’hydrolyse des liaisons
isopeptidiques des chaines liées par leur lysine K48 ou K63. Cette activité est dépendante de
la liaison entre I’enzyme et la sous-unité STAM (Berlin et al., 2010)

Implication et role dans la voie endo-lysosomale

Les interactions entre UBPY et les protéines du systeme ESCRT montrent que cette enzyme a
un role important dans la voie de dégradation des récepteurs membranaires. En effet, des
¢tudes ont confirmé qu’UBPY agit directement sur la régulation négative des récepteurs a la
tyrosine-kinase (ErbB3), a ’EGF (EGRF) et a ’'HGF (HGFR) qui sont tous dégradés via la
voie endo-lysosomale (Alwan and van Leeuwen, 2007) (Row et al., 2006). De plus, le blocage
de I’expression d’UBPY entraine une diminution de la prolifération cellulaire et est létale
pour des embryons de souris (Niendrof et al., 2007). Ceci souligne I’importance d’'UBPY au
sein de la cellule et indique que son réle principal serait de dé-ubiquitiner les chargements qui
entrent dans la voie endo-lysosomale.

Présence dans les autres mécanismes liés a la machinerie ESCRT

I est important de noter qu’UBPY a aussi été observé lors de la cytokinése (Mukai et al.,
2008). Cependant, son action lors du bourgeonnement viral et de 1’autophagie reste a
démontrer.

IV. But et objectifs de la thése

Le but général de ma these était d’étudier la régulation structurale de 1’activité enzymatique
de I’'ubiquitine hydrolase AMSH.

Pour cela j’ai travaillé selon trois axes :
- L’étude de ’interaction entre AMSH et ses partenaires CHMP du systeme ESCRT-III :

Juliana Solomons avait auparavant cristallisé le complexe AMSH N-ter/ CHMP3 C-ter et
mesuré son affinité d’interaction. J’ai poursuivi ce travail en confirmant par co-précipitation
les résidus impliqués dans I’interaction de ce complexe et en mesurant ’affinité d’autres
complexes entre AMSH et les protéines CHMP.

- La caractérisation structurale d’AMSH par des techniques biophysiques : cristallisation et
diffusion de rayons X aux petits angles :

Au début de mon travail de thése, seules les structures d’AMSH N-ter et de la partie C-
terminale d’AMSH-LP étaient connues. J’ai donc concentré mes efforts sur 1’amélioration du
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protocole de purification d’AMSH et la cristallisation de sa forme entiere afin de déterminer
I’organisation spatiale et de pouvoir élucider la régulation de cette enzyme.

- L’étude de I’interaction d’AMSH avec la sous-unité STAM d’ESCRT-0 et ses conséquences
sur I’activité enzymatique :

Les travaux précédents (Mc Cullough et al., 2005) (Kim et al., 2006) ont montré que la liaison
de STAM a AMSH permettait son activation. Cependant, ceux-ci ont été realises uniquement
pour un temps de réaction de 15 minutes au minimum et n’ont pas précisément déterminé les
domaines de STAM nécessaires a cette activation. Afin d’affiner ces résultats et d’obtenir
plus d’informations sur les domaines de STAM mis en jeu dans cette activation, j’ai réalisé
des études cinétiques ainsi que des études d’interaction avec AMSH et différents domaines de
STAM.
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Matériel et Méthodes
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I. Biologie moléculaire et biochimie des protéines

Nom Construction Vecteur Référence
AMSH FI 1-424 pASK-IBA43(+) Solomonset al., 2011
AMSH D348 1-424 + mutation D348A | pASK-IBA43(+) Cloné parlJ. Solomons
AMSH link5 1-206 SGSGS 235-424 pASK-IBA43(+) Clone personnel
AMSH EKE 1'4227?:";":’125:75"\’ PASK-IBA43(+) Clone personnel
AMSH Nter 206 1-206 pBADM-41 Lataet al., 2008a
AMSH Nter 146 1-146 pProExHta Cloné parJ. Solomons
AMSH E72A, K88A, 1-146 + mutation E72A, Clones personnels
E104A, K107A K88A, E104A ou K107A | PrroExHita Solomonset al., 2011
AMSH Cter 235-424 pBADM-41 Clonéparl. Solomons
CHMP1A Cter 123-196 pGEX-4T-3 Solomonset al., 2011
CHMP1B Cter 126-199 pGEX-4T-3 Solomonset al., 2011
CHMP3FI 1-222 pProExHtb Muziol et al., 2006
STAM SH3 200-261 pBADM-30 Clone personnel
STAM VUS (VHS-UIM-SH3) 1-265 pBADM-30 Clone personnel
STAM UIM-SH3 162-265 pBADM-60 Langeetal., 2012
UBPY Nter 8-138 pET28a-LIC Addgéne: plasmide 25224

Tableau 3 : Références du matériel biologique cité dans ce manuscrit

1.1 Clonage, expression et purification des différentes constructions d'AMSH

1.1.1 AMSH FI, AMSH D348A, AMSH link5 et AMSH EKE

Les génes d’AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) humain sauvage,
AMSH D348A, AMSH link5 ou AMSH EKE (figure 22) ont été clonés dans le vecteur
d’expression bactérienne pASK-1BA43(+). Ces constructions ont ensuite été transformées
dans des cellules E.coli BL21 Gold. Une pré-culture est utilisée pour inoculer chaque litre de
milieu LB Miller. Ces cultures sont incubées a 37°C jusqu’a atteindre une densité optique
(D.Ogpo) d’environ 0.5 puis la production de protéine est induite par 1’ajout de 200 pg
d’Anhydro tetracycline (AHT) par litre de culture, a 37°C pendant 3 heures. Apres induction,
les bactéries sont centrifugées a 6250 g pendant 15 minutes puis le culot resuspendu dans du
tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA (si I’activité enzymatique
ne doit pas étre mesurée par la suite), (Tampon A). Les cellules sont ensuite lysées par
sonication puis centrifugées 30 minutes a 48500 g. Le surnageant est déposé sur une colonne
échangeuse d’anion Q sépharose préalablement équilibrée avec le tampon A. La protéine est
éluée avec 50mL de tampon A contenant 50 mM de NaCl puis 50 mL de tampon A contenant
75 mM de NaCl. Ces fractions sont concentrées jusqu’a 1 a 2 mL puis mélangées avec un
rapport 1 :1 avec 3 M de sulfate d’ammonium et incubées pendant 10 minutes a température
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ambiante. Elles sont ensuite centrifugées 10 minutes a 4°C et a vitesse maximum d’une
centrifugeuse de paillasse puis le culot est resuspendu dans 50 mL de tampon: 50 mM
HEPES pH 8, 1 M NaCl, 1 M KCI, 1 mM EDTA. Cet échantillon est finalement déposé sur
colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec du tampon 10
mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA.

1.1.2 Méthylation des lysines d’AMSH FI

La protéine AMSH FI est purifiée comme décrit dans le paragraphe 1.1.1 jusqu’a I’étape de
précipitation au sulfate d’ammonium puis resuspendue dans du tampon 50 mM HEPES
pH7,6, 250 mM NaCl dans un volume tel que sa concentration soit inférieure & 1 mg.ml™. 20
ML de complexe dimethylamine-borane (ABC) 1 M fraichement préparé et 40 pL de
formaldéhyde 1 M sont ajoutés par millilitre de solution protéique puis cette solution est
incubée 2h a 4°C sous agitation. Ensuite 20 uL d’ABC 1 M et 40 pL de formaldéhyde sont a
nouveau ajoutés avant une seconde incubation de 2h a 4°C sous agitation. Enfin, 10 pL
d’ABC complétent la réaction laissée a 4°C avec agitation toute une nuit. Le lendemain une
dialyse de 4h dans un grand volume de tampon 20 mM Tris pH 7,5, 200 mM NacCl est réalisée
a 4°C, puis I’échantillon est concentré jusqu’a 500 pL et chargé sur une colonne de filtration
sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon utilisé pour la dialyse.

1.1.3 AMSH 206

Le géne correspondant a la partie N-terminale (1-206) d’AMSH humain (figure 22) a été
cloné dans le vecteur d’expression bactérienne pPBADM41 puis transformé dans des bactéries
E.coli BL21. Une pré-culture incubée sur la nuit est utilisée pour inoculer un litre de milieu de
culture TB (terrific broth) contenant : 1,2% de peptone, 2,4% d’extrait de levure, 0,4% de
glycérol ainsi que 17 mM de KH2PO4 et 72 mM de K2HPO4. Les bactéries sont incubées a
37°C jusqu’a ce que la D.Og atteigne 1,2, puis elles sont induites par I’ajout de 1 mM
d’IPTG et incubées a 18°C toute une nuit. Le lendemain le culot bactérien est récupéré par
centrifugation 15 minutes a 6250 g et resuspendu dans du tampon B: 50 mM Tris, pH 8.5, 100
mM NaCl, 5 mM betamercaptoethanol. Les bactéries sont ensuite lysées par sonication puis
I’extrait soluble est séparé des débris cellulaires par centrifugation 30 minutes a 48500 g. A
cette étape le surnageant est conservé et chargé sur une colonne d’amylose pré-équilibrée avec
le tampon B. La résine est abondamment lavee avec le méme tampon puis la protéine est
éluée avec du tampon B contenant 10 mM de maltose. Aprés une dialyse d’une nuit dans un
tampon sans NaCl, une colonne HiTrap Q (GE Healthcare) est équilibrée avec du tampon C :
50 mM Tris pH 8.5, 50 mM NacCl et I’échantillon est chargé sur cette colonne puis €lué avec
un gradient linéaire de tampon D : 50 mM Tris pH 8.5, 500 M NaCl. La protéine est ensuite
chargée sans concentration sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare)
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préalablement équilibrée avec du tampon E : 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NacCl , 3.4 mM
EDTA. Cette etape est répétée plusieurs fois si nécessaire.

L 1.4 Mutagénése dirigée d’AMSH 146 (1-146)

Les mutations E72A, K88A, E104A ou K107A sont introduites dans le géne d’AMSH 146
par la technique dite de « PCR chevauchantes ». Une premiére PCR est réalisée avec une
amorce 5’ contenant le site de restriction désiré ainsi que le début de la séquence du gene et
une amorce 3’ contenant la séquence du géne (environ 20 nucléotides) modifiée afin
d’intégrer la mutation souhaitée. Une seconde PCR est effectuée avec une amorce 5’
contenant la séquence du géne (environ 20 nucléotides) modifiée afin d’intégrer la mutation
souhaitée et une amorce 3’ contenant la fin de séquence du geéne d’intérét, un codon stop et le
site de restriction choisi. Les produits de ces deux PCR sont ensuite utilisés pour servir de
matrice lors d’une troisieme PCR. Les amorces utilisées sont ’amorce 5 de la premi¢re PCR
et amorce 3’ de la deuxiéme PCR. Le produit de PCR est ensuite purifié par un kit
d’extraction de gel (Quiagen) et cloné dans le vecteur pProExHTa.

1.1.5 His-AMSH 146 (1-146) sauvage , K88A, E104A ou K107A

Le géne correspondant a la partie N-terminale (1-146) d’AMSH humain sauvage ou avec les
mutations décrites dans le paragraphe 1.1.4 (figure 22) a été cloné dans le vecteur
d’expression bactérienne pProExHTa puis transformé dans des cellules E.coli BL21. Une pré-
culture d’une nuit est ensuite utilisée afin d’inoculer des litres de culture. Quand la D.Oggo
atteint 0,4 I’expression de la protéine est induite par 1’ajout de 1 mM d’IPTG puis poursuivie
5h a 18°C. Apres induction, les bactéries sont centrifugées 15 minutes a 6250 g. Le culot est
ensuite resuspendu dans du tampon 50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl, 400 mM Arginine en
vue d’une lyse par sonication. Une nouvelle centrifugation 30 minutes a 48500 g permet de
séparer les parties solubles et insolubles et le surnageant est déposé sur une colonne de résine
de nickel pré-équilibrée avec du tampon de lyse. Ce tampon est aussi utilisé pour laver la
résine et la protéine est ¢luée avec 300 mM d’imidazole. Elle est ensuite concentrée jusqu’a
500 pL pour étre chargée sur une colonne de filtration sur gel S200 équilibrée avec du
tampon : 10 mM HEPES, 100 mM NacCl, 400 mM Arginine.

1.1.6 AMSH C-ter (235-424)

Le géne correspondant a la partie C-terminale (235-424) d’AMSH humain (figure 22) a
précédemment été cloné dans le vecteur pPBADMA41 puis introduit dans la souche BL21 gold
d’E.coli. Une culture a 37°C est réalisée a partir d’une pré-culture et lorsque la D.Oggo atteint
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0.6-0.7, I’expression est induite par 0.2% d’arabinose et poursuivie toute une nuit a 18°C. Les
bactéries sont ensuite centrifugées 15 minutes a 6250 g afin de récupérer le culot et de le
resuspendre dans du tampon de lyse: 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 5 mM
Bmercaptoethanol (tampon F). Aprés une lyse par sonication, cette solution est centrifugée 30
minutes a 4800 g. Le surnageant est ensuite chargé sur une colonne d’amylose, pré-équilibrée
avec du tampon F, puis lavé abondamment avec ce méme tampon. Finalement AMSH C-ter
est éluéee avec du tampon F contenant 10 mM de Maltose. La prochaine étape de purification
est une colonne échangeuse d’anion Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare). Celle-ci est équilibrée
avec du tampon F et apres dialyse d’une nuit dans du tampon sans NaCl, AMSH C-ter est
chargée sur cette colonne puis récupérée dans ce qui est passé au travers, separée de son
étiquette MBP. Cet échantillon est ensuite concentré jusqu’a un volume de 2mL puis 500 pL
sont chargés sur colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée
avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NacCl.
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AMSH FI LLoMIT . bl JAMM.
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AMSH D348A ﬂ
D348A
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AMSH link5
206 SGSGS 235
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Figure 22 : Représentation schématique des différentes constructions d’AMSH étudiées
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1.2 Clonage, expression et purification des différentes constructions des CHMP

1.2.1 CHMP1A C-ter (123-196) et CHMP1B C-ter (126-199)

Les génes correspondants aux parties C-terminales de CHMP1A (123-196) et CHMP1B (126-
199) ont été précédemment clonés dans le vecteur d’expression bactérienne pGex4T 3 (figure
23). Ces clones sont transformés dans des cellules E.coli BL21 puis une pré-culture est
réalisée sur la nuit. Des litres de culture sont inoculés grace a cette pré-culture puis incubés a
37°C jusqu’a I’obtention d’une D.O.gp0 de 0,5 environ, alors I’expression de la protéine est
induite par 1 mM d’IPTG et les cultures sont incubées 3h a 37°C. Apres induction, les
bactéries sont centrifugées 15 minutes a 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon
de lyse (tampon G): 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. La lyse est réalisée par sonication
puis ’extrait total est centrifugé 30 minutes a 48500 g afin de récupérer 1’extrait soluble. Ce
dernier est ensuite chargé a tres faible débit sur une colonne de résine glutathion sépharose
pré-équilibrée avec le tampon G. Un lavage abondant est réalisé avec du tampon de lyse puis
I’étiquette GST est clivée directement sur la résine grace a 1 volume colonne de tampon G
contenant 0,01 Mg/ml de T.E.V. incubé toute une nuit sur la colonne a 4°C. La protéine est
collectée le lendemain en éluant avec du tampon G. Cet échantillon est ensuite concentré
jusqu’a 500 pL et chargé sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-
équilibrée avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. Comme ces protéines
n’absorbent pas a 280nm, la fraction d’élution exacte ainsi que la concentration de
I’échantillon sont estimées sur gel SDS-PAGE.

1.2.2 CHMP3 FI

La construction du géne CHMP3 FI cloné dans le vecteur pProExHTa est introduite dans des
bactéries E.coli BL21 par transformation (figure 23). Une pré-culture est ensuite réalisée afin
d’inoculer des litres de culture. Quand la D.O. atteint 0,5 ’expression de la protéine est
induite par I’ajout de 1 mM d’IPTG puis poursuivie 3h & 37°C. Les bactéries sont ensuite
centrifugées 15 minutes a 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon de lyse (tampon
H) : 20 mM HEPES pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole. La lyse est effectuée par
sonication puis I’échantillon est centrifugé 30 minutes a 48500 g. Le surnageant est récupéré
pour étre chargé sur une colonne de résine de nickel préalablement équilibrée avec du tampon
A. Des lavages successifs avec le tampon A contenant : 1 M NaCl puis 1 M KCI et enfin 50
mM imidazole sont réalisés. Enfin la protéine est éluée avec du tampon A contenant 300 mM
d’imidazole puis placée en dialyse contre un tampon sans imidazole sur la nuit en présence de
1% de T.E.V. (rapport molaire). Apres cette étape 1’échantillon est & nouveau chargé sur une
colonne de résine de nickel pré-équilibrée avec le tampon A afin de collecter ce qui ne
s’accroche pas a la résine. Par la suite, cet éluét est chargé sans concentration sur une colonne
pré-équilibrée de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) et éluée dans du tampon 20 mM
HEPES pH 8, 100 mM NaCl.
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Figure 23 : Représentation schématique des différentes constructions de CHMP étudiées

1.3 Clonage, expression et purification des différentes constructions de STAM
1.3.1 STAM1 SH3 et STAM2 V.U.S.

Le géne correspondant au domaine SH3 de STAM1 (260-261) ainsi que celui correspondant
aux domaines VHS-UIM-SH3 de STAM2 (1-265) (figure 24) humain sont clonés dans le
vecteur pBADM30 puis transformés dans des bactéries compétentes E.coli BL21. Une pré-
culture d’une nuit est utilisée pour inoculer des milieux de culture. Ces cultures sont incubées
a 37°C jusqu’aune D .0O. de 0,5 environ puis I’expression de la protéine est induite par 0,02%
(p/v) d’arabinose pendant 3h a 37°C. Aprés induction les bactéries sont centrifugées 15
minutes a 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8,
100 mM NaCl. La lyse est réalisée par sonication puis le lysat cellulaire est centrifugé 30
minutes a 48500 g . Le surnageant est ensuite chargé a tres faible débit sur une colonne de
résine glutathion sepharose pré-équilibrée avec le tampon de lyse. La résine est lavée avec ce
méme tampon puis I’étiquette GST est clivée sur colonne grace a 1 volume colonne de
tampon contenant 0,01 mg. ml™ de protéase TEV incubé toute une nuit & 4°C. La protéine est
¢luée le lendemain avec du tampon de lyse. Cet échantillon est ensuite concentré jusqu’a 500
pL et chargé sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-équilibrée avec du
tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NacCl.

1.3.2 STAM2 UIM-SH3

Le géne correspondant aux domaines UIM-SH3 (162-265) de STAM2 humain (figure 24) a
¢été précédemment cloné dans le vecteur petM60 par 1’équipe du Dr. Olivier Walker . Aprés
transformation dans des cellules compétentes E.coli BL21 une pré-culture a été incubée une
nuit a 37°C afin d’inoculer des litres de culture. Aprés culture a 37°C jusqu’a une D.Ogoo de
0,8, I’expression protéique est induite par 1 mM d’IPTG puis les cultures sont placées a 30°C
sous agitation pendant 5h. Les bactéries sont ensuite centrifugées 15 minutes a 6250 g puis le
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culot est resuspendu dans du tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 150 mM NaCl. Les
cellules sont lysées par sonication puis centrifugées 30 minutes a 48500 g. Le surnageant est
ensuite chargé sur une colonne de résine de nickel équilibrée auparavant avec du tampon de
lyse. Ce tampon permet aussi de laver la résine avant d’éluer la protéine avec 50 mM
d’imidazole. L’étiquette hexa-histidine-NusA est clivée par I’ajout de TEV a un rapport
molaire de 1 :100 et I’imidazole est dialysé toute une nuit a 4°C. Le lendemain une deuxiéme
colonne de nickel est réalisée pour séparer 1’étiquette de la protéine et I’échantillon protéique
non retenu par la résine est concentré jusqu’a 500 uL puis chargé sur colonne de filtration sur
gel S75 (GE Healthcare) pré-équilibrée avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NacCl.

200 261

STAM1 SH3 i SH3 I
162 265

STAM2 UIM-SH3 UM SH3 |
1 265

STAM2 V.U.S. VHS Um | | SH3 |

Figure 24 : Représentation schématique des différentes constructions de STAM étudiées

1.4 Expression et purification d'UBPY N-ter (8-138)

Le clone 2A9U (Addgene) contenant la partie N-terminale d’UBPY (8-138) dans le vecteur
pET28a est transformé dans des cellules compétentes E.coli BL21 gold puis des litres de
cultures sont inoculés avec une pré-culture d’une nuit. Lorsque la D.O. atteint 0,5 environ,
I’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG et poursuivie 3h a 37°C. Apres
induction, les cellules sont centrifugées 15 minutes a 6250 g et le culot est resuspendu dans du
tampon de lyse (tampon 1) : 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. Une lyse bactérienne est
réalisée par sonication puis 1’échantillon est centrifugé 30 minutes a 48500 g. Le surnageant
est ensuite chargé sur une colonne de résine de nickel équilibrée avec le tampon de lyse. Des
lavages successifs sont réalises avec le tampon I, le tampon | contenant 1 M NaCl , puis 1 M
KCl et enfin 50 mM d’imidazole. L’échantillon est ensuite concentré jusqu’a environ 1,5mL
puis 500 pL sont chargés sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-
équilibrée avec du tampon : 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NacCl.
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I1. Méthodes de caractérisation structurale des protéines

11.1 Cristallogenése et introduction a la cristallographie

11.1.1 Principe

La cristallographie est une technique qui permet d'obtenir des informations structurales d'un
arrangement périodique et régulier de molécules identiques: le cristal. Lorsque ce cristal est
composé de protéines nous utilisons un rayonnement de longueur d’onde comparable a celle
d'une liaison carbone-carbone, c'est-a-dire de l'ordre de I'Angstrom: les rayons X. Pour
appliquer la méthode de cristallographie aux rayons-X il faut donc dans un premier temps
obtenir des cristaux par cristallogenése. La cristallogenese consiste a placer une solution
protéique extrémement pure dans des conditions particulieres (sels, concentration de protéine,
pH, autres agents précipitants) qui évoluent lentement et permettent I'organisation de la
protéine sous forme cristalline. La solution traverse alors différentes phases représentées dans
la figure 25, le but étant que la protéine entre dans une phase de nucléation puis de croissance
afin de former un cristal.

__Precipitation
Curve

__ Solubility
A Curve

Precipitant Concentration

B

Protein Concentration

Figure 25 : Diagramme de phases traversées par une protéine lors de la cristallogenese. A :
cristallogenése de type bain, la protéine est directement mélangée a la solution d'agents
précipitants. B : cristallogenése par diffusion de vapeur, la protéine est mélangée aux agents
précipitants et est placée dans un environnement hermétique contenant un réservoir de
solution d'agents précipitants. C : cristallogenéese en bouton de dialyse, la protéine est placée
en dialyse dans une solution d'agents précipitants.

Lors des ces travaux la méthode choisie est la cristallogenése par diffusion de vapeur.
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11.1.2 Techniques utilisées

Comme mentionné précédemment la méethode utilisée pour la cristallogenése des différentes
formes d'/AMSH est la diffusion de vapeur. Celle-ci peut étre mise en place selon deux
techniques: la goutte suspendue ou la goutte assise (figure 26).

...........

Goutte

Réservoir

Goutte suspendue Goutte assise

Figure 26 : Techniques de cristallogenese par diffusion de vapeur en goutte assise et goutte
suspendue. Photos Hampton research.

Le principe de ces deux techniques reste le méme mais dans un cas la goutte est suspendue au
dessus du réservoir, maintenue sur une lamelle de verre traitée, alors que dans ’autre elle est
déposée sur un promontoire.

11.1.3 Conditions expérimentales

Les protéines AMSH D348A, AMSH Fl, AMSH lys met, et les complexes d’AMSH FI avec
CHMP3 Fl ou STAM V.U.S. sont concentrés de 1 & 15mg.ml™ et confiées a la plateforme de
cristallisation a haut débit de ’EMBL. Les essais de cristallisation utilisent la technique de
diffusion de vapeur en goutte assise et couvrent 576 conditions. Les images prisent par un
robot Formulatrix Rocklmager (Formulatrix, Inc., U.S.) a 20°C et sur un intervalle de 24h a
87 jours apres la mise en place de I’expérience sont ensuite analysées et les conditions les plus
prometteuses sont reproduites et affinées a la main, avec la technique de diffusion de vapeur
en goutte suspendue.
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11.2 Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

11.2.1 Principe

La diffusion de rayon X aux petits angles (SAXS) permet d’obtenir des informations
concernant la forme et la taille de I’objet en solution mais ne nécessite pas de cristaux de
protéine. Ces informations a basse résolution sont obtenues gréace a la diffusion des rayons X
par les molécules (protéines par exemple) d’une solution homogene trés diluée et dans
laquelle les particules n’interagissent pas entre elles. On défini alors le vecteur de diffusion Q:

q= 411 sin6/A Q)

avec A la longueur d’onde du rayon incident et 20 1’angle de diffusion. Cette diffusion est
enregistrée aux petits angles (0,1-10°) sous forme d’un cliché de diffusion (figure 27). Apres
mesure du signal, les intensités obtenues pour le tampon sont soustraites a celles enregistrées
pour la solution protéique afin d’obtenir des informations concernant la protéine uniquement.
Les données sont ensuite traitées grace a différents logiciels décrits par la suite et il est alors
possible de calculer le rayon de giration Rg, la fonction de distribution des distances P(r), le
diamétre maximum Dmax, ainsi que d’estimer la masse moléculaire en solution grace a la
relation avec 1(0) :

MMp= 1(0)p/cp*(MMst/(1(0)st/cst)) (2

ou 1(0)p et 1(0)st sont les intensités de diffusion a 1’angle 0, MM les masses moléculaires, et ¢
les concentrations, avec p pour protéine d’intérét et st pour protéine standard.

Detector

Small amount of protein sample
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; ( Large distance
J

> W 70
X-ray: A=0.1-0.2nm ﬂ
q=4nsin 0 /A

A -wavelength
20 - scattering angle

Figure 27 : Montage permettant de mesurer la diffusion de rayons X aux petits angles.
http://www.cgl.ucsf.edu/Research/sali/

11.2.2 Conditions expérimentales

Les protéines AMSH FI et CHMP3 FI sont purifiées seules ou en complexe comme
décrit précédemment dans les paragraphes 1.1.1, 1.2.2 et 111.1.1. Pour chaque échantillon des
mesures sont collectées sur la ligne de lumiére BM29 de I’ESRF Grenoble, a une longueur
d’onde de 1,008 A & trois concentrations différentes : AMSH FI : 1,5mg.ml™, 1 mg.ml™ et 0,5
mg.ml™; CHMP3 FI: 2,1 mg.ml?, 1 mg.ml™* et 0,5 mg.ml™*; Complexe : 1,2 mg.ml?, 1
mg.ml™ et 0,6 mg.ml™, et & 20°C. Chacune des concentrations, y compris le témoin négatif,
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est exposée 10 fois 2 secondes puis les données 2D sont transformées en données 1D par la
proceédure mise en place sur la ligne de lumiéere. Des courbes moyennes sont alors calculées et
ce sont ces courbes qui sont utilisées pour les analyses suivantes.

11.2.3 Traitement et analyse des données

Réduction des données :

Le programme PRIMUS (Konarev et al. 2003) est utilisé pour visualiser et analyser les
courbes 1D. Les courbes correspondant au tampon sont soustraites a celles correspondant aux
échantillons. Ensuite les données a différentes concentrations sont comparées, si elles sont
superposables et si pour la concentration la plus haute la protéine n’est pas agrégée, alors la
courbe de I’échantillon le moins concentré est conservée pour les petits angles et est combinée
avec la courbe de 1’échantillon le plus concentré pour les grands angles. Le rayon de giration
(Ry) et la diffusion I(0) sont calculés grace a I’approximation de Guinier aux petits angles (q) :
pour q.Rg< 1,5

In 1()= In 1(0) ~(Ry’q’/3) (3)

La fonction de distribution des distances P(r) et le rayon de giration sont ensuite calculés avec
le programme GNOM (Svergun, 1992) et la dimension maximale de la molécule (Dmax) est
ajustée afin que les rayons de giration obtenus avec ’approximation de Guinier et GNOM
correspondent (Guinier, 1939).

Modélisation Ab initio d’AMSH FI :

Les programmes DAMMIN (Svergun, 1999) et DAMMIF (Franke, Svergun, 2009) sont
utilisés pour construire plusieurs modéles ab initio. Une grande sphére de diamétre Dpmax est
remplie de pseudo-atomes modélisés sous la forme de petites sphéres dont la position est
affinée grace a une procédure de recuit simulé. La modélisation est ensuite poursuivie avec le
programme BUNCH (Petoukhov and Svergun, 2005) qui utilise aussi un procédé de recuit
simulé pour trouver les positions et les orientations optimales des structures a haute résolution
disponibles ainsi que pour modéliser la conformation des atomes manquants sous forme de
chaines de résidus simulés. Le modéle optimal final doit étre en accord avec les données
expérimentales.

Validation du modeéle obtenu par diffusion des rayons X aux petits angles :

Il existe plusieurs fagons de s’assurer de 1a cohérence des données et de la modélisation ab
initio. Tout d’abord la représentation graphique de la région de Guinier : log(l(q)) en fonction
g2 doit étre lineaire et qRg ne doit pas dépasser 1,3. Ensuite, il ne doit pas y avoir
d’augmentation des valeurs de Rg ou 1(0) quand la concentration augmente, cela traduirait
une multimérisation de la molécule en solution. De plus, il est aussi possible de vérifier qu’il
n’y a pas de répulsion entre les particules en solution en s’assurant que 1’intensité aux petits
angles ne diminue pas quand la concentration de 1’échantillon augmente (Putnam et al., 2007).
Enfin, I’erreur calculée pour le Rg et le 1(0) ne doit pas étre supérieure & 5%. En ce qui
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concerne la modélisation ab initio, pour chague modele proposé une valeur statistique de
corrélation entre les données expérimentales et le modéle est calculée. Cette valeur est
appelée «chi» et plus elle est basse, plus le modéle est en accord avec les données
expérimentales. En pratique, une valeur proche de 1 est acceptée.

I11. Etudes des interactions inter-proteiques

I11.1 Co-purification et co-précipitation

111.1.1 Co-purification AMSH FI/ CHMP3 FI

Les protéines AMSH FI et CHMP3 FI sont purifiées comme décrit dans les paragraphes 1.1.1
et 1.2.2. Elles sont ensuite mélangées avec un excés de CHMP3 FI (rapport molaire 1:3) puis
concentrées jusqu’a 500 uL afin de purifier le complexe sur une colonne de filtration sur gel
S75 (GE Healthcare) pré-equilibrée avec le tampon 20 mM HEPES pH 8, 100 mM NacCl.

111.1.2 Co-preécipitation

30 pL de billes de résine glutathion sépharose sont lavés deux fois avec 1 mL de tampon A :
50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl, 0,01% Triton puis 10 ug de protéine de fusion avec
I’étiquette GST (GST-CHMP1A C-ter ou GST-CHMP1B C-ter) sont incubés pendant 1h a
température ambiante et agités par une roue. Les billes sont ensuite lavées deux a trois fois
avec le tampon A puis 100 pL de BSA & 10 mg.ml™ sont ajoutés et incubés 10 minutes &
température ambiante afin de bloquer les billes. La résine est a nouveau lavée puis 20 pg de la
protéine proie (AMSH 146 sauvage ou muté) sont ajoutés et incubés 1h dans les mémes
conditions que précédemment. Quatre a cinq lavages de 10 minutes avec le tampon A sont
effectués puis les protéines fixées par la résine sont éluées avec 30 uL de bleu de charge
amene a ébullition. Finalement, un gel SDS-PAGE est réalisé afin de visualiser les résultats.

111.2 Résonance plasmonique de surface (SPR)

111.2.1 Principe

La résonance plasmonique de surface est une méthode qui permet de déterminer I'affinité
d'interaction entre deux molécules, I'une attachée (ligand) sur une fine surface d’or et l'autre
écoulée (analyte) sur cette surface dans un fluide continu. Le phénoméne de résonance
plasmonique de surface a lieu quand une lumiére polarisée est dans des conditions de
réflexion totale et qu'elle heurte la surface conductrice (or) a l'interface entre la plaque de
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verre de la puce et le liquide écoulé. Alors un champ électrique est créé: I'onde évanescente.
Celle-ci interagit avec la couche d'or ce qui génere des ondes de charges électriques appelées
plasmons. Ces plasmons réduisent I'intensité de la lumiére réfléchie mesurée par le systeme de
détection. L'angle auquel l'intensité est la plus faible dépend de l'indice de réfraction de la
solution attenante a la couche d'or. Cet indice sera modifi¢ par I’interaction ou non des deux
protéines d'intérét (figure 28).

5.G. Patching / Biochimicn et Biophysica Acta (2013)

Analyteflow - ¢ 8 * ™ 8 8 * o & ® -
Receptors 300 nm -
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Figure 28 : Illustration des composants d’un systéme de mesure des résonnances plasmonique
de surface. (Patching, 2013)

Tout au long de I'expérience I'appareil mesure les changements de signal et les retranscrit sous
forme de sensogramme. Quand une molécule lie la surface de la puce, le signal augmente et
quand cette molécule se détache le signal diminue. Nous pouvons ainsi observer sur le
sensogramme des phases d'association et des phases de dissociation. L'analyse des courbes
permettra ensuite d'obtenir des paramétres cinétiques comme la constante d’association (kon
ou k,) ou la constante de dissociation (Kot OU Kg) et de calculer la constante d’affinité (Kp) de
I'interaction étudiée avec :

Kb = Keti/Kon = [ligand][analyte]/[complexe ligand-analyte] 4
avec [X] la concentration des protéines (figure 29).

A la fin de I’expérience I’analyte peut étre décroché grace a différentes solutions de
régenération (bas/haut pH, haute concentration en sel, détergent) et la puce contenant le ligand
peut étre réutilisée. Cette technique a I’avantage de pouvoir mesurer des interactions dans une
fourchette trés large (nM-mM) en utilisant des échantillons de faible volume et a basse
concentration.
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Figure 29 : Schéma représentant un sensogramme classique des différentes phases visualisées
en SPR. (GE Healthcare-Biacore)

111.2.2 Conditions expérimentales

AMSH D348A et STAM2 V.U.S

Les protéines sont purifiées comme décrit dans les sections 1.1.1 et 1.3.1 puis dialysées dans
du tampon J : 10 mM HEPES pH7,6, 150 mM NacCl, 3,4 mM EDTA, 0,005% surfactant P20.
La fixation du ligand sur la puce est covalente grace a un couplage amine. A I’aide d’un
systeme Biacore® 3000, la surface des deux premieres cellules (« Flow cell » : Fc; et Fcy)
d’une puce CM5 (GE Healthcare) est activée par I’injection de 50 pL d’un mélange
équimolaire d’EDC et NHS 4 un flux de 10 pL.min™. Le ligand, ici AMSH D348A, est dilué
200 fois (concentration finale = 50 nM) dans du tampon 10 mM d’acétate de sodium pH 4,5 et
est attaché de facon covalente sur Fc,. Les deux surfaces sont ensuite inactivées par injection
de 50 pL d’éthanolamine 1 M a un flux de 10 pL.min™. Au final, le signal de fixation
d’AMSH sur la puce correspond a environ 2700 RU (unité de réponse arbitraire). La suite de
I’expérience est réalisée dans du tampon J. Apres injection de 1’analyte (STAM2 V.U.S.) a
4500 nM, différentes solutions de régénération sont testées et la solution retenue est le tampon
J contenant 0,015% de SDS. Les concentrations d’analyte varient de 750 a 9000 nM et le flux
est fixé & 10 pL.min, le temps d’injection est de 5 minutes et le temps de dissociation de 15
minutes. Les mesures sont réalisées de facon aléatoire par rapport a la concentration de
I’analyte. Un contrdle négatif est enregistré en écoulant seulement du tampon J et deux
concentrations sont réalisées en duplicat.

72



AMSH Fl et STAM2 UIM-SH3

Les protéines sont purifiées comme décrit dans les sections 1.1.1 et 1.3.2 puis dialysées dans
du tampon J. La méme procedure que précédemment est utilisée pour fixer le ligand, AMSH
FI, qui est diluée 100 fois (concentration finale = 720 nM) dans du tampon 10 mM d’acétate
de sodium pH 4,5. Au final, le signal de fixation d’AMSH F1 sur la puce correspond a environ
9300 RU. La suite de I’expérience est réalisée dans du tampon J. A la fin de I’injection de
I’analyte (STAM2 UIM-SH3) a 7500 nM, le signal revient au niveau de base, il n’y a donc
pas besoin de solution de régénération. Une seérie de mesures est ensuite réalisée pour des
concentrations d’analyte variant de 750 & 7500 nM, le flux est fixé & 10 pL.min, le temps
d’injection est de 5 minutes et le temps de dissociation de 10 minutes. Les mesures sont
réalisées de fagon aléatoire par rapport a la concentration de I’analyte. Un controle négatif est
enregistré en écoulant seulement du tampon J et deux concentrations sont réalisées en
duplicat.

111.2.3 Traitement et analyse des données

Les données sont traitées avec le logiciel BIAevaluation 3.0 (Biacore®). L’analyse s’effectue
sur les courbes pour lesquelles le bruit enregistré grace a Fcl est soustrait, c’est-a-dire celles
reportées sur le sensogramme Fc,-Fc;. Les courbes sont tout d’abord alignées selon les axes X
et y puis tout ce qui ne correspond pas a la phase d’association ou de dissociation est
supprimé. La courbe correspondant au contrdle négatif est soustraite a toutes les autres
courbes afin d’annuler I’effet du tampon sur I’enregistrement. La fonction « fit global » est
ensuite utilisée pour superposer au mieux le modele cinétique théorique langmuir 1 :1 aux
données expérimentales et calculer les parametres cinétiques (Kon, Kot et le Kpy.

La bonne superposition du modéle aux courbes expérimentales est contrélée de trois facons :
visuellement, en s’assurant qu’il n’y ait pas d’aberrations pour certaines parties des courbes,
statistiquement, en obtenant une valeur du test Chi? inférieure 5% du Rmax (capacité de
liaison maximum du ligand) et en observant les écarts résiduels qui doivent idéalement étre
compris entre -2 et 2.

IV. Etude de I'activité enzymatique d'AMSH
V.1 Etude par gel SDS-PAGE

IV.1.1 Production de la di-ubiquitine liée par la lysine K63

Cette production a été réalisée par le Dr. Ivan Ivanov de 1’équipe du Dr. Stephen Cusack a
I’EMBL selon le protocole décrit par Dong et al., 2011.
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IV.1.2 Conditions expérimentales

AMSH Fl ou AMSH C-ter ainsi que STAM UIM-SH3 et STAM V.U.S. sont purifiées
comme expliqué dans les paragraphes précédents. Les reactions de dé-ubiquitination sont
réalisées a température ambiante dans du tampon : 50 mM Tris pH7,4 , 25 mM KCI, 5 mM
MgCl2, 0,2mM DTT et le volume final est de 200 pL. AMSH seule (1 uM) ou en complexe
avec son activateur (1 uM) est incubée dans du tampon de réaction avec un exces de di-
ubiquitine (13 pM) et une étude cinétique est réalisée en prélevant 20 puL d’échantillon a
partir de 30 secondes et jusqu’a 30 minutes. La réaction est stoppée par 1’ajout de 10 puL de
bleu de charge laemli et les échantillons sont immédiatement placés a -20°C. A la fin de la
cinétique, les échantillons sont placés 5 minutes dans un bloc & 95°C puis chargés sur un gel
SDS-PAGE Tris Glycine 18%. La révélation est faite par une coloration au bleu de
coomassie. Les expériences sont réalisées en triplicat.

IV.1.3 Traitement et analyse des intensités de bandes: ImageJ

L’intensité des bandes provenant des gels SDS-PAGE précédents est étudiée grace au
logiciel de traitement d’image : ImageJ. Les bandes sont sélectionnées individuellement et
I’aire correspondant a 1’intensité de chaque pic est ensuite normalisée avec pour référence
100% la bande a t=0. La moyenne des valeurs de chaque expérience est ensuite calculée et
reportée dans un graphique en fonction du temps.

V.2 Analyse par mesure de fluorescence

Les protéines AMSH FI et STAM VUS sont purifiées comme indiqué dans les
paragraphes 1.1.1 et 1.3.1 en prenant soin de ne pas ajouter d’EDTA pour la purification
d’AMSH. Les expériences sont ensuite réalisées au CEA de Grenoble, avec 1’aide de Caroline
Barette, de 1’équipe du Dr. Marie-Odile Fauvarque, sur un spectrophotométre Infinite M1000
(Tecan Group Ltd) aux longueurs d’onde d’excitation de 540 nm et d’émission de 580. Une
plaque Greiner a fond noir de 96 puits est ensuite utilisée pour préparer les échantillons et
prendre les mesures. Les puits sont composés de tampon : 50 mM HEPES pH 8, 25 mM KCl,
5 mM MgCI2, 2 % (viv) de glycérol, 0,2 mg.mL™, 1 mM DTT, ainsi que 200 nM de di-
ubiquitine K63 fluorescente commerciale (LifeSensors Inc.). Selon les cas les puits
contiennent aussi I’activateur STAM VUS a 10 ou 100 nM. AMSH F1 est ensuite injectée par
I’appareil de sorte a ce que sa concentration finale soit de 10 ou 100 nM. Les échantillons sont
agités 10s avant le début des mesures. Les valeurs sont enregistrées en duplicat et sont ensuite
reportées sur un graphique grace au logiciel Excel (Microsoft).
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l. Etude de I’interaction entre AMSH ou UBPY et les protéines CHMP

La liaison entre les domaines MIM et les domaines MIT a un rble important dans les
interactions entre protéines au sein de la machinerie ESCRT. Par exemple, il a été démontré
que VPS4 ou la spastine sont recrutées lors de la cytokinése via leur interaction avec,
respectivement, IST1 et CHMP1A ou CHMP1B (Bajorek et al., 2009a) (Yang et al., 2008).
De plus, Kyuuma et al. ont découvert que 1’interaction entre AMSH et CHMP3 est nécessaire
a I’activité de I’enzyme in vivo (Kyuuma et al., 2006). Il semble que cette interaction soit
aussi supportée par le domaine MIM de la protéine du complexe ESCRT-III et le domaine
MIT prédit chez AMSH (Tsang et al., 2006). De plus amples informations concernant ces
interactions permettraient de mieux comprendre le recrutement des acteurs de la scission

membranaire et de leurs régulateurs lors des processus cellulaires impliquant la machinerie
ESCRT.

1.1 Interactions entre AMSH et les protéines CHMP

La structure d’AMSH 146 en complexe avec la partie C-terminale de CHMP3 a
précédemment été résolue au sein de notre équipe. Celle-ci, ainsi que des études par ITC
(isothermal titration calorimetry), montrent que cette interaction a une affinité de 1’ordre du
nanomolaire et qu’elle repose sur des ponts salins et des liaisons hydrogeénes formés entre les
résidus E72, K88, E104 et K107 d’AMSH et respectivement R221, E203, R216 et
L220/T219/S222 de CHMP3 (figure 31). Pour confirmer I’importance de ces résidus, nous
avons cloné des mutants d’AMSH 146 et vérifié s’ils interagissaient toujours avec CHMP3.

time [min]
A B 0 50 100 150 200 250 300 350
e —— A
0.0
T | 11
’ | "‘WH T
{ ’
=
3
E-O.Z
@
= |
= !
<3
£
© .04
T T . ' T
04 rwwwenaee
)
£ 5
8
£
= .
2
E -10 4 Data: A206MBPCHICT NDH
§ Model: OneSites
= ChiI*2/DoF = 3.820E4
2 N 0700 :0.00280
K 1.58E7 .1.14E6
15 - AM 1511E4 18103
a8 77

T T v T ¥ T
0.0 05 1.0 15 20
Molar Ratio

77



Figure 31 : Etude de I’interaction entre AMSH N-ter et CHMP3 C-ter. A) Zoom sur les
résidus impliqués dans cette interaction. B) Détermination de la constante d’affinité par ITC.
(Solomons et al., 2011)

I.1.1 AMSH 146 sauvage ou 146 mute et CHMP3

1.1.1.1 Purifications

AMSH 146 sauvage ou muté:

Afin de déterminer quels résidus contribuent le plus a I’interaction avec CHMP3, nous avons
muté les acides aminés E72, K88, E104 ou K107 d’AMSH en alanine (un résidu muté par
clone). Ensuite, une premiere tentative de purification a été réalisée avec une induction initiee
lorsque la D.Oggo était de 1 et poursuivie a 18°C, toute une nuit. Le tampon de lyse était
composé de 50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl et 400 mM d’arginine et les étapes de
purification étaient une colonne de résine de nickel puis une filtration sur gel S200. Cet essai a
été infructueux et toutes les protéines ont précipité excepté AMSH 146 E104A qui avait été
induite plus tot et moins longtemps. Nous avons donc adapté le protocole afin d’induire la
production de protéine quand les cultures atteignent un D.Ogo de 0,4 et cette induction est
poursuivie pendant 5H a 18°C. Nous avons aussi remarqué que 200 mM d’arginine ajoutés au
tampon de lyse sont suffisants. L’établissement de ce protocole a permis d’obtenir des profils
d’élutions comme illustrés dans la figure 32. Malgré toutes les améliorations apportées, la
protéine mutée AMSH146 E72A est restée insoluble.
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Figure 32 : Derniére étape de purification d’AMSH 146 K88A et E104A. A) Profil d’élution
de filtration sur gel d’AMSH 146 K88A. B) Profil d’¢lution de filtration sur gel d’AMSH 146
E104A. C) Gel SDS-PAGE d’AMSH 146 sauvage, K88A, E104A et K107A purifiés. Les
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1.1.1.2. Co-précipitation

Pour étudier les interactions entre AMSH 146 muté ou non et CHMP3 FI nous avons réalisé

une expérience de co-précipitation.
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Figure 33 : Test d’interaction entre AMSH 146 et CHMP3 Fl. Gauche : quantité de protéine
utilisée pour chaque test. Droite : co-précipitation de CHMP3 par His-AMSH 146 sauvage ou
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La figure 33 montre que pour une méme quantité d’AMSH sauvage ou muté utilisée, la
protéine CHMP3 Fl n’est pas fixée de la méme fagon. En effet, alors qu’AMSH sauvage co-
précipite CHMP3 F1 a un rapport d’environ 1:1, la bande de co-précipitation de CHMP3 par
AMSH146 K88A est trés faible et celles d’AMSH146 E104 et K107 ne sont presque pas
visibles. Ces mutations déstabilisent donc 1’interaction avec CHMP3. Ceci confirme
I’hypothése que les résidus K88, E104 et K107 sont importants pour la liaison CHMP3/
AMSH et que cette liaison est différente des interfaces précédemment observées entre les
domaines MIT de VPS4 ou la spastine et MIM de CHMP1A, CHMP6 ou CHMP1B.

1.1.2 AMSH Fl et CHMP3 FI : Co-purification et co-cristallisation

D’apres les résultats précédents, ainsi que ceux obtenus par Julianna Solomons, AMSH et
CHMP3 interagissent de facon spécifique et avec une forte affinité. Cette interaction est
décrite a I’échelle atomique par la structure cristallographique d’AMSH 146 et CHMP3 C-ter
mais il serait intéressant d’étudier comment les protéines entiéres se comportent au sein de ce
complexe. C’est pourquoi nous avons essayé de cristalliser AMSH Fl en complexe avec
CHMP3 FI. Pour cela, nous avons dans un premier temps co-purifié ces deux protéines.
AMSH FI et CHMP3 FI sont préalablement purifiées séparément puis le complexe est formé
avant la derniére étape de filtration sur gel. La purification d’AMSH F1 seule est décrite dans
la partie 111.1.2. Celle de CHMP3 FI comporte quatre étapes : une premiére colonne de résine
de nickel puis le clivage de 1’étiquette par la protéase TEV couplé a une dialyse d’une nuit.
Ensuite, une seconde colonne de résine de nickel est utilisée pour retenir 1’étiquette puis une
filtration sur gel sur colonne S75 est réalisée et les résultats sont présentés dans la figure 34.
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Figure 34 : Purification de CHMP3 Fl. A) Profil d’élution de filtration sur gel sur colonne
S75. B) Clivage a la protéase TEV de I’étiquette hexa-histidine. C) Gel SDS-PAGE
correspondant a I’élution de la filtration sur gel. L’élution de protéines standards est repéree
par un trait en haut du profil A.
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Comme la protéine CHMP3 forme des agrégats a haute concentration, il est important de ne
pas trop la concentrer avant de la charger sur la colonne de filtration sur gel, quitte a repéter
cette expérience plusieurs fois pour avoir suffisamment de protéine. Le pic d’élution majeur, a
environ 10,5mL correspond &8 CHMP3 FI. Ce volume d’élution est plus petit que celui attendu
pour un monomeére et correspondrait & un dimere de CHMP3 FI. Cet état oligomérique semble
étre confirmé par des analyses de SAXS mais n’empéche pas la formation du complexe
AMSH/ CHMP3 FI. 1l se peut donc que, selon les conditions de purification, CHMP3 FI soit
dimérigue et que cette interaction soit déplacée par la forte affinité d’AMSH pour CHMP3.
Apres toutes ces étapes, CHMP3 FI est incubée avec AMSH Fl au rapport molaire de 3:1.
Puis le complexe concentré est séparé de 1I’exces de CHMP3 par filtration sur gel.

67 kDa 43 kDa
A 100,00 ! l B
' kDa M 12 13 14 15
’ 75 -
80,00 - e AMSH F1
50 -
q ! e CHMP3 FI
——
60,00 - 25 @
kDa M 16 17 18 19
40,00 v .
75 -
20,00 SO -
" P CHMP3 Fl
25 @
0,00 J
13 17
||
C‘-\. CI_L CI_L D-\. CI_L D-\. CI_L H-\. H-\. H-\. 1—|‘ 1—|_L 1—|_L 1—|_L 1—|_L
Lo T T T o T~ 1 T ¥ O o 5 Y s N S R VR =
Lo = I K o B ]

-20,00 -

Figure 35 : Purification de CHMP3 Fl et AMSH Fl. A) Profil d’élution de filtration sur gel sur
colonne S75. B) Gels SDS-PAGE correspondants aux fractions d’élution de la colonne S75.

La figure 35 confirme la forte interaction entre CHMP3 FI et AMSH FI. En effet le complexe
résiste a la filtration sur gel et les protéines, malgré une taille différente, co-éluent dans les
fractions 12 a 15 a un volume de 8,5mL. Ce volume est proche du volume mort de la colonne
mais aucune épaule d’agrégats n’est observée et des essais de purification sur colonne S200
n’ont pas permis de séparer le complexe et I’exces de CHMP3 Fl. Les fractions 13 et 14 sont
ensuite concentrées jusqu’a 1,1 mg.mL™ puis envoyées au robot de cristallisation & haut débit
de PEMBL afin de tester de nombreuses conditions. Cet essai n’a pas abouti a une
cristallisation ou micro-cristallisation. L’échantillon n’est peut-&tre pas assez concentre et il
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serait intéressant de recommencer cette experience avec une gamme de concentrations plus
élevées.

1.1.3 Etude de ’interaction entre AMSH et CHMP1A ou CHMP1B

L’interaction d’AMSH avec les protéines CHMPIA et CHMPIB a ¢été¢ identifiée par
Agromayor et Martin-Serrano en 2006. Ces derniéres forment aussi un complexe avec
d’autres protéines contenant un domaine MIT comme VPS4, UBPY ou la spastine (Stuchell-
Brereton et al., 2007) (Row et al., 2007) (Yang et al., 2008). Afin de déterminer si AMSH
interagit avec les protéines CHMP1 de la méme fagon qu’avec CHMP3 nous avons réalisé des
mesures d’interaction par SPR et des essais de co-précipitation

1.1.3.1 Purifications

MBP-AMSH 206 :

Les expériences de SPR entre AMSH et CHMP1A ou 1B nécessitaient la purification de plus
de matériel biologique que pour les tests de co-précipitation, or AMSH N-ter 146 était trop
peu soluble. Nous avons donc choisi de travailler avec une construction plus longue d’AMSH
N-ter : AMSH 206, comportant une étiquette MBP a son extrémité N-terminale. Le protocole
de purification de MBP-AMSH 206 a été modifié plusieurs fois afin d’étre amelioré.
Initialement, il était composé d’une colonne d’amylose suivie d’une colonne échangeuse
d’anion (HiTrap Q) puis d’une filtration sur gel sur colonne S200. Le premier milieu de
culture utilisé était du milieu LB miller mais nous nous sommes apercu que notre protéine
était mieux exprimée et plus soluble lorsque la culture était réalisée dans un milieu plus riche,
le TB (terrific broth). Aussi, le tampon de lyse initial, ainsi que tous les autres tampons de
purification contenaient de ’HEPES pH 8,0 idéal pour mesurer les résonnances plasmoniques
de surface (SPR). Dans un premier temps, comme pour AMSH 146, nous avons essayé
d’améliorer la solubilit¢ de la protéine en ajoutant de 1’arginine et du glutamate dans ces
tampons mais ces additifs n’ont pas apporté d’évolution. Ensuite, AMSH 146 étant plus
soluble dans du tampon Tris, nous avons effectué les deux premieres étapes de purification de
MBP-AMSH 206 dans ce tampon ce qui nous a permis d’augmenter la solubilité de notre
protéine. Alors, MBP-AMSH 206 élue de la colonne échangeuse d’anion dés 230mM de NaCl
puis les agrégats toujours présents dans 1’échantillon sont séparés lors de la derniére étape de
filtration sur gel. Celle-ci permet aussi d’obtenir MBP-AMSH 206 dans du tampon 50 mM
HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl et 3,4 mM EDTA (tampon de SPR). Elle peut étre répétée
plusieurs fois et la protéine ainsi purifiée sera concentrée jusqu’a 15 pM. (figure 36)
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Figure 36 : Profils d’¢lution de MBP-AMSH 206 sur colonnes échangeuse d’anion et de
filtration sur gel. A) Elution et gel SDS-PAGE de colonne échangeuse d’anion HiTrap Q. B)
Elution et gel SDS-PAGE de filtration sur gel S200.

CHMP1A C-ter, 1B C-ter:

Les protéines CHMP1A C-ter, CHMP1B C-ter ont-elles aussi été purifiées afin de realiser des
tests d’interaction avec AMSH 206. Elles ont été clonées dans le vecteur d’expression
bactérienne pGEX4T3 et possedent donc une étiquette GST (glutathion S-transferase). Cette
étiquette est conservée et sera utilisée pour accrocher le ligand CHMP a une puce CM5. La
premiére étape de purification est une colonne de glutathion sépharose suivie directement
d’une filtration sur gel S200. Le profil d’¢lution (figure 37A et B) n’est pas parfaitement
symétrique et les protéines éluent a un volume correspondant a une forme dimérique en
solution. Cela peut étre di a une dimérisation de 1’étiquette GST. Des produits de dégradation
sont aussi Vvisibles sur le gel SDS-PAGE (figure 37A et B) mais ils sont trés minoritaires par
rapport a la protéine d’intérét.
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Figure 37 : Derniere étape de purification des protéines GST-CHMP1A C-ter et GST-
CHMP1B C-ter. A) Profil d’élution d’une colonne S200 et gel SDS-PAGE de GST-CHMP1A
C-ter. B) Profil d’¢lution d’une colonne S200 et gel SDS-PAGE de GST-CHMP1B C-ter.

1.1.3.2 Mesure des résonances plasmoniques de surface entre MBP-AMSH Nter206 et GST-
CHMP1A C-ter ou GST-CHMP1B C-ter (SPR)

Afin d’étudier s’il existe différentes interactions entre AMSH et les protéines CHMP, nous
avons mis en place des mesures de résonances plasmoniques de surface entre CHMP1A ou
CHMP1B et AMSH 206(figures 38 et 39). A chaque changement a la surface de la puce, le
signal est enregistré et retranscrit sur un sensogramme en RU (response unit ou resonance
unit), c¢’est une unité arbitraire telle que 1 RU correspond a un changement d’angle de
0,0001°. Lors de ces mesures CHMP1A ou 1B sont les ligands, attachés a la puce CM5 via
des anticorps anti-GST et AMSH 206 est I’analyte, écoulé sur la surface.
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Figure 38 : Analyse des résonnances plasmoniques de surface du complexe AMSH N-ter
206/CHMP1A C-ter.
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Figure 39 : Analyse des résonnances plasmoniques de surface du complexe AMSH N-ter

206/CHMP1B C-ter.

85



Les figures 38 et 39 montrent les résultats d’interaction mesurée par SPR obtenus pour
AMSH 206 avec, respectivement, CHMP1A C-ter et CHMP1B C-ter. Grace a la
superposition du modéle théorique 1:1 langmuir aux résultats expérimentaux et grace aux
calculs du logiciel BlAevaluation (Biacore), nous obtenons des constantes d’affinités (Kp) de
1,49 uM pour CHMP1A et 1,16uM pour CHMP1B. Ces deux valeurs sont trés proches et
environ 20 fois plus élevées que celle mesurée pour I’interaction CHMP3 et AMSH 206. Ce
qui signifie que CHMP3 a une affinité 20 fois plus forte pour AMSH 206 que CHMP1A ou
CHMPIB. Cette préférence d’AMSH pour CHMP3 peut étre due a différents modes
d’interaction. Alors, la mutation des résidus K88, E104 et K107, que nous avons identifiés
précédemment comme étant des résidus clefs dans D’interaction CHMP3/AMSH, ne
changerait pas la capacité d’AMSH a co-précipiter CHMP1A ou CHMP1B. Pour confirmer
cette hypothese, nous avons donc mis en place des essais de co-précipitation de CHMP1B par
AMSH sauvage ou muté.

1.1.3.3 Co-précipitation

Ces essais de co-précipitation ont été effectués plusieurs fois afin de déterminer les meilleures
conditions d’interaction sans qu’il y ait d’interactions non spécifiques. Apres optimisation, le
tampon final contient : 50 mM Tris pH 8.5, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, 0.25% CHAPS.
Le CHAPS est essentiel pour limiter les interactions non spécifiques entre GST-CHMP1B et
la résine de nickel.
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Figure 40 : Test d’interaction entre AMSH 146 et CHMP1B C-ter. Gauche : quantité de

protéine utilisée pour chaque test. Droite : co-précipitation de CHMP1B par His-AMSH 146
sauvage ou muté

Nous pouvons remarquer dans la figure 40 que I’intensité de la bande de co-précipitation de
CHMP1B par AMSH 146 sauvage est similaire a celle des bandes de co-précipitation par
AMSH muté K88A ou E104A. La mutation de ces résidus n’a donc pas d’effet sur la liaison
entre AMSH et CHMP1B. Ce résultat est différent de celui observé pour CHMP3 et confirme
que les résidus impliqués dans I’interaction entre AMSH et CHMP3 ne sont pas les mémes
que ceux impliqués dans 1’interaction de notre enzyme avec CHMP1B.
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Les résultats de co-précipitation d’AMSH sauvage ou muté et CHMP3/CHMPIB et de
mesure d’interaction par SPR confirment que malgré leur structure similaire en hélice-a
CHMP3 C-ter et CHMP1A/1B C-ter doivent interagir avec AMSH de maniere différente. Ces
données ont permis de compléter celles obtenues auparavant au sein de 1’équipe et d’aboutir a
la publication d’un article scientifique dans le journal Structure intitulé : «Structural basis for
ESCRT-I1I CHMP3 recruitment of AMSH » (annexe).

1.2. Interactions entre UBPY et les protéines CHMP

Malgre une faible conservation de séquence, les structures des parties N-terminales d’AMSH
et UBPY sont tres proches (figure 41). En effet, ces deux structures forment un domaine MIT
qui est capable d’interagir avec le domaine MIM des protéines du complexes ESCRT-III
(Avvakumov et al., 2006) (Solomons et al., 2011) (Row et al., 2007) (Agromayor and Martin-
Serrano, 2006). Notamment, AMSH et UBPY peuvent toutes deux interagir avec CHMP1B.
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Figure 41 : Superposition structurale des parties N-terminales d’AMSH et UBPY. Violet :
AMSH, Bleu : UBPY. (Codes PDB : AMSH : 2XZE, UBPY : 2A9U)

De plus, des résultats obtenus par notre collaboratrice Anne-Claire Jacomin, dans 1’équipe du
Dr. Marie-Odile Fauvarque ont montré qu’in vivo CHMP1B est relocalisée du noyau vers le
cytoplasme lorsqu’UBPY est surexprimée et qu’il y a co-précipitation entre CHMP1B (entiére
ou C-ter) et la partie N-terminale d’UBPY 1-133 (Anne-Claire Jacomin) (figure 42).
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Figure 42: Relocalisation de CHMPIB due a la surexpression d’UBPY. (Anne-Claire
Jacomin)

La cristallisation de ce complexe permettrait d’obtenir plus d’informations sur les interactions
qu’il existe entre UBPY et CHMP1B et d’enrichir les connaissances sur les interfaces formées
par les domaines MIM et MIT et le recrutement des ubiquitines-hydrolases au sein des
processus cellulaires impliquant la machinerie ESCRT.

1.2.1 Essais de co-purification

Dans un premier temps, nous voulions confirmer I'existence de l'interaction in vitro entre nos
constructions d’UBPY N-ter (8-138) et CHMP1B C-ter (126-199), nous avons donc essayé de
co-purifier ces deux protéines. Pour le premier essai, les étiquettes GST pour CHMP1B et
hexa-histidine pour UBPY sont conservées et la co-purification se fait sur une colonne de

Ni2+ Elution
M L FT W 10 20 50 300
P —
—_—
75kDa |
50kDa | w

GST-1B

25kDa W

15 kDa . . B His-UBPY

résine de nickel (figure 43).

Figure 43 : Co-purification de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter sur colonne de résine de nickel.
M : marqueur, L : (load) charge, FT: (Flow through) non retenu, W : (wash) lavage
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Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 43, la protéine GST-CHMP1B C-ter se
retrouve dans la fraction qui n'est pas retenue par la colonne ou dans les deux premiers
lavages alors que la protéine hexa-histidine-UBPY N-ter est trés bien accrochée sur la résine
et est éluee avec 300 mM d'imidazole. Cette expérience ne confirme pas I’interaction entre
notre construction d’UBPY 8-138 et la partie C-terminale de CHMP1B. Nous avons donc
utilisé d’autres tests permettant de mettre en évidence une interaction inter-protéique comme
la co-purification sur colonne de filtration sur gel, la co-précipitation in vitro ou la mesure des
résonances plasmoniques de surface (SPR).

A

1200,00 1
67kDa 43kDa

|
1000,00 - “ UBPY seule

800,00 -
600,00 -

400,00 -

CHMP1B
+UBPY

200,00 A

0,00

75kDa
50kDa

25kDa uw  ®

e

15kDa s

—— EPY
' ﬂ CHMP1B

Figure 44 : Co-purification sur colonne de filtration sur gel dUBPY N-ter et CHMP1B C-ter.
A) Profil d'élution d'UBPY seule (courbe bleue) ou UBPY avec CHMP1B (courbe verte). B)
Gel SDS-PAGE de la co-élution de CHMP1B et UBPY
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CHMP1B C-ter n’ayant pas d’acides aminés aromatiques permettant de mesurer 1’absorption
a 280 nm, le seul signal visible sur le profil d’¢élution de la colonne de filtration sur gel est
celui d’UBPY. La figure 44 montre que lorsqu'UBPY est en présence de CHMP1B elle est
éluée plus tot de la colonne de filtration sur gel. Ce décalage, remarqué sur une méme
colonne, lors de deux purifications successives, est de 1 mL et pourrait provenir soit d’une
interaction entre ces deux protéines soit du fait que nous avons injecté une quantité différente
d’UBPY lors de la purification du complexe afin d’obtenir un excées de CHMP1B. Nous
pouvons aussi observer sur la figure 44A que le volume d’élution d’UBPY est proche d’une
protéine globulaire de 43 kDa. Cela signifierait qu4UBPY est dimérique en solution ou trés
allongée.

1.2.2 Co-précipitation

Les résultats obtenus lors des expériences de co-purification et de filtration sur gel
sont contradictoires, c'est pourquoi nous avons continué a effectuer des tests et notamment
une co-précipitation sur resine de nickel. Les deux protéines sont d'abord purifiées
séparément. L'étiquette hexa-histidine d'UBPY est conservée alors que la GST est coupée et
séparée de CHMP1B.

C NL L1 L2 L3 EI M kDa
- 25

20

6His-UBP
CHMP1B Cter

s 15

Figure 45 : Co-précipitation de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter. C : charge, NL : non lié, L :
lavage, El : élution, M : marqueur

Le gel SDS-PAGE de la co-précipitation d’UBPY et CHMPI1B (figure 45), montre que,
malgré un tres grand excés d’UBPY, CHMP1B n’est pas retenu par cette derniere et ¢lue dans
les fractions de lavage. Nous avons démontré précédemment que I’interaction qu’il existe
entre AMSH et CHMP1A/1B est une interaction faible, de 1’ordre du uM. Il est possible que
I’interaction entre UBPY et CHMPIB soit encore plus faible et qu’elle nécessite une
technique plus sensible pour définir si oui ou non cette interaction existe. Pour répondre a
cette question, nous avons utilisé la technique de SPR.

90



1.2.3 Résonance plasmonique de surface

La résonance plasmonique de surface est la technique appropriée pour détecter de
faibles interactions et avec peu de matériel biologique. Cependant, la détection du signal peut
étre de plus ou moins bonne qualité selon la mise en place de I'expérience. C'est pourquoi
nous avons testé différents montages : soit CHMP1B attachée a la puce via son étiquette GST
et des anticorps anti-GST soit UBPY biotinylée et capturée sur la surface de la puce par de la
streptavidine. L'autre protéine est alors écoulée dans un flux continu dans les différentes
cellules de la puce. La quantité de ligand a fixer sur la puce a été déterminée grace a la
formule :

Rligand= (Rmax * Mw ligand)/ Mw analyte (5)

avec Rligand, la quantité de ligand & fixer, Rmax la réponse maximum désirée et Mw, les
poids moléculaire du ligand ou de I’analyte. Pour un Rmax de 100 RU, généralement
conseillé en SPR, cette valeur et de 184. Pour le premier essai, nous étions au-dela de cette
valeur avec 293 RU de GST-CHMPI1B fixée. His-UBPY a ensuite été injectée a une
concentration de 2000 nM mais n’a produit aucun signal d’interaction. Nous avons alors
essayé d’étudier cette interaction avec His-UBPY come ligand et GST-CHMP1B comme
analyte. Pour cela nous avons biotinylé His-UBPY puis nous 1’avons attachée dans une cellule
de la puce via I’interaction avec de la streptavidine préalablement liée covalemment sur la
surface. La quantité de His-UBPY biotinylée nécessaire pour obtenir théoriqguement une
réponse de 100 RU était de 54,3 RU. Cette fois encore nous étions au-dela de cette valeur
avec 256 RU de His-UBPY biotinylée fixée. Pour cet essai nous avons aussi augmenté
significativement la concentration d’analyte avec une injection de GST-CHMP1B a 42 uM.
Cette fois encore, nous ne détectons aucun signal et le sensogramme est plat. 1l n'y a donc pas
d'interaction in vitro entre nos constructions de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter. Les raisons
possibles de ce manque d’interaction seront discutées a la fin de ce manuscrit.
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I1. Etude de ’interaction entre AMSH et STAM et ses conséquences sur I’activité
enzymatique de I’ubiquitine-hydrolase.

AMSH interagit avec STAM2 notamment grace a son domaine SH3 (Tanaka et al., 1999)
(Sierra et al., 2010). Or, il a été montré que STAM possede trois domaines capables de lier
I’'ubiquitine : VHS, UIM et SH3 et que pour son domaine SH3 cette interaction est en
compétition avec 1’ubiquitine-hydrolase UBPY (Mayers et al., 2011)(Lange et al., 2011)
(Lange et al., 2012a) (Lange et al., 2012b). Nous voulions savoir si les deux premiers
domaines étaient aussi impliqués dans 1’interaction entre STAM et AMSH et quelles seraient
les conséquences d’une délétion d’un ou plusieurs de ces domaines dans [’activation
d’AMSH. Pour répondre a cette question nous avons purifié différentes constructions de
STAM contenant deux (UIM-SH3) ou trois domaines (VHS-UIM-SH3=VUS) (figure 46)
interagissant avec 1’ubiquitine. Nous avons ensuite étudié¢ les interactions de ces domaines
avec AMSH FI par résonance plasmonique de surface puis analysé leur capacité a activer
AMSH FI lors d’essais enzymatiques.

162 265
STAM2 UIM-SH3 um| SH3 |

1 265
STAM2 V.U.S. VHS um | | SH3 |

Figure 46 : Rappel de la position des différents domaines de STAM liant I’ubiquitine et des
constructions utilisees lors de cette étude.

1.1 Interaction entre AMSH Fl et la sous-unité STAM d’ESCRT-0

Afin d’étudier I’interaction entre AMSH et les domaines UIM-SH3 ou VHS-UIM-SH3 de
STAM nous avons tout d’abord purifi¢ séparément ces protéines.

11.1.1 Purifications

AMSH Fl est purifiée comme décrit dans la section 111.1.2.
STAM2 UIM-SH3 :

Le clone de STAM2 UIM-SH3 nous a été cordialement donné par 1’équipe du Dr. Olivier
Walker et comporte une étiquette Hexa-histidine/NusA. Nus A est une protéine trés soluble
qui favorise la purification de notre protéine d’intérét. Cette étiquette ne sera pas conservée
au-dela de la premiere étape de purification. STAM2 UIM-SH3 est bien exprimée et peut étre
purifiée en grande quantité.
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Figure 47 : Profil d’élution et gel SDS-PAGE de I’étape de purification par filtration sur gel
de STAM2 UIM-SH3

La figure 47 montre que la protéine élue de la colonne de filtration sur gel S75 a un volume
plus petit que ce que nous attendions pour une protéine de cette taille. Ceci pourrait étre du a
une conformation allongée de la protéine ou & une forme dimérique présente en solution.
Cependant, les analyses par RMN de cette construction par Lange et al., 2012 ont montré
qu’elle adopte une structure flexible et allongée en solution et aucune forme dimérique n’a été
rapportee.

STAM2 VUS :

STAM2 VUS est initialement exprimée avec une étiquette GST puis cette derniere est clivée
et séparée sur colonne de résine de glutathion sépharose. La derniére étape, une colonne de
filtration sur gel S75 permet d’obtenir une protéine qui ¢lue a un volume de 10,5 ml ce qui
correspondrait ici aussi a une protéine allongée. Nous remarquons lors de cette purification
I’élution d’un pic d’agrégats mais celui-ci est séparé de notre protéine d’intérét (figure 48).
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Figure 48 : Profil d’¢lution et gel SDS-PAGE de la filtration sur gel de STAM2 VUS

Cette protéine est ensuite utilisée comme analyte pour les études de résonance plasmonique de
surface.

11.1.2. Résonance plasmonique de surface

Nous avons mesuré I’interaction entre AMSH Fl et STAM2 UIM-SH3 ou AMSH FI et
STAM2 V.U.S. Actuellement, aucune information n’est connue sur ces liaisons et cette étude
nous permettrait de les comparer et d’analyser s’il existe une relation entre force d’interaction
et activation de I’activité enzymatique d’AMSH.

AMSH et STAM2 UIM-SH3:

Afin de déterminer I’affinité de STAM2 UIM-SH3 pour AMSH FI, nous avons mis en place
des mesures des résonances plasmoniques de surface pour lesquelles AMSH était le ligand et
STAM2 UIM-SH3 I’analyte. Aprés avoir fixé environ 9300 RU d’AMSH FI, STAM2 UIM-
SH3 est écoulée a la surface de la puce a des concentrations allant de 1000 a 3000 nM.
Aucune régénération n’est nécessaire entre deux mesures car le signal revient a la ligne de
base aprés le délai de 10 minutes, la dissociation est donc totale. Nous avons ensuite analysé
ces mesures grace au logiciel BlAevaluation (Biacore AB) et déterminé les constantes
d’association, de dissociation et d’affinité entre nos deux protéines.
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Figure 49: Mesure d’interaction entre AMSH Fl et STAM UIM-SH3 par résonance
plasmonique de surface. A) Superposition du modele théorique 1 :1 langmuir aux données
expérimentales. B) Constantes de cinétique et d’affinité: ka=constante d’association,
kd=constante de dissociation, Rmax=quantit¢ maximum d’analyte pouvant étre li¢, KD=
constante d’affinité, Chi’=valeur statistique C) Ecarts résiduels entre le modéle et les données
expérimentales, une valeur comprise entre -2 et 2 montre que le modéle est en accord avec ces
données

Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 49, le modéle choisi correspond assez bien
aux données, la valeur de Chi? est inférieure & 5% du Rmax et les résiduels sont compris entre
-2 et 2. Les valeurs obtenues sont donc pertinentes. L’affinit¢é de STAM2 UIM-SH3 pour
AMSH est de 260 uM ce qui représente une interaction assez faible. Celle-ci est notamment
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bien plus faible que I’interaction d’AMSH avec un autre de ses partenaires : CHMP3 C-ter
(63 nM).

AMSH et STAM2 V.US. :

Pour analyser si le domaine VHS contribue au renforcement de la liaison entre AMSH et
STAM, nous avons mesuré leur interaction par SPR. Lors de ces expériences, environ 2700
RU d’AMSH ont été fixées a la surface de la puce et STAM2 V.U.S. a été écoulée a des
concentrations variant de 750 a 9000 nM. La dissociation n’étant pas compléete a la fin du
délai mis en place aprés chaque injection, nous avons du établir une stratégie de régénération
de la surface (tableau 4).

Interaction Acide Basique Hydrophobe lonique
Gl Eil:n:iHCI pH>10 50% Chllsoh:lure
Forte ) Y ) NaQOH Ethylene
Acide Formique KOH lveol de
H3PO4 gy guanidine
pH<2-2,5 pH9-10 40%
2M MgCl2
s Glycine/HCI Glycine/NaOH Ethylene g
Intermediaire _ _ 4M KCl
Acide Formique NaQH glycol 3M KSCN
H3PO4 KOH
pH>2,5 25%
, Glycine/HCl pH<9 Ethylene
R Acide Formique @ HEPES/NaOH glycol LiBe

H3PO4

Tableau 4 : Stratégie usuelle de régénération de surface

Les solutions de régénération sont communément testées en commencant par la moins
agressive afin de ne pas détériorer le ligand. Nous avons donc réalisé une premiére injection
avec le tampon utilisé dans 1’expérience (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl , 3.4 mM
EDTA , 0.005% P20) contenant 1M de NaCl mais celle-ci ne nous a pas permis de retourner
au signal de base. Aprés cela, plusieurs tampons ont été utilisés successivement : NaOH pH9,
Glycine pH2,5, Ethyléne glycol a différents pourcentages, sans résultats sur la dissociation du
complexe. La derniére possibilité était d’injecter du SDS. Comme ce détergent peut aussi
détériorer le ligand, nous avons dd réaliser plusieurs cycles d’injection de ’analyte suivi
d’une régénération afin de trouver la condition pour laquelle STAM V.U.S. est totalement
dissocié et le signal de base n’est pas affecté. Cette condition correspond a une injection d’une
solution contenant 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NacCl, 3.4 mM EDTA, 0.005 % P20 et
0,010 % de SDS. Les résultats ont ensuite été analysés grace au logiciel BlAevaluation
(Biacore AB) et traites de la méme fagon que précedemment.
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Figure 50 : Mesure d’interaction entre AMSH Fl et STAM V.U.S. par résonance plasmonique
de surface. A) Superposition du modele théorique 1 :1 langmuir aux données expérimentales.
B) Constantes de cinétique et d’affinité: ka=constante d’association, kd=constante de
dissociation, Rmax=quantit¢ maximum d’analyte pouvant étre 1i¢, KD= constante d’affinité,
Chi%=valeur statistique. C) Ecarts résiduels entre le modéle et les données expérimentales, une
valeur comprise entre -2 et 2 montre que le modéle est en accord avec ces données

Pour cette expérience le modele théorique se superpose assez bien aux courbes
expérimentales, le Chi? est inférieur & 5% du Rmax et les résiduels sont compris entre -2 et 3,
nous pouvons donc analyser les constantes cinetiques et d’affinité calculées et les comparer a
celles obtenues pour STAM UIM-SH3 (figure 50). Le Kp concernant I’affinité entre AMSH
et STAM VUS est de 0,16 uM. C’est plus de 1600 fois inférieur a celui du complexe
précédent. Cependant, cette valeur est surprenante lorsque nous la comparons aux résultats
obtenus lors d’une co-purification de STAM VUS et AMSH Fl ou d’une migration sur gel
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natif. En effet, sur colonne de filtration sur gel les deux protéines éluent dans deux pics
proches mais distants de quelques fractions (figure 51A, pics 1 et 2) et sur gel natif nous ne
remarquons aucun décalage de la bande d’AMSH ou de STAM VUS du a la formation du
complexe (figure 51). Il semblerait donc que lors de ces expériences le complexe se dissocie,
ce qui serait peu probable avec une constante d’affinité de 0,16 uM. Cette affinité serait donc
surestimée et nous discuterons par la suite des raisons qui ont pu nous conduire a cette valeur.
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Figure 51: Co-purification par filtration sur gel d’AMSH Fl et STAM VUS. A) profil
d’¢lution de la colonne de filtration su gel S200. B) Gel SDS-PAGE correspondant a 1’élution
A. Les trois pics d’¢lution sont indiqués par des fleches numérotées et ces numéros sont repris
dans la partie B. C) Migration sur gel natif d’AMSH et STAM seuls ou en complexe.

I1.2 Etude des conséquences des différents domaines de STAM sur ’activation de
I’activité enzymatique d’AMSH

L’activité enzymatique d’AMSH est connue pour étre spécifique des chaines d’ubiquitines
lices par leur lysines K63 (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006) et son mécanisme
d’action a été précédemment décrit par Davies et al., 2011. Cependant certaines questions
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demeurent : quel est le substrat ou quels sont les substrats d’AMSH in vivo ? Et comment
cette protéase est-elle regulée ? En effet, lorsqu’elle n’est pas recrutée par ses partenaires du
systtme ESCRT, AMSH est majoritairement présente dans le cytoplasme. Aussi,
I’engagement de 1’ubiquitine dans de nombreuses voies cellulaires implique que les dé-
ubiquitinases soient hautement régulées pour ne pas étre actives en permanence. AMSH doit
étre maintenue sous cette forme inactive jusqu’a son recrutment a la membrane (Itoh et al.,
2001)(McCullough et al., 2004)(Kyuuma et al., 2006). Afin d’étudier cette régulation de
I’activité enzymatique d’AMSH, de confirmer que 1’activateur d’AMSH est bien la protéine
STAM du complexe ESCRT-0 et de determiner précisément quel(s) domaine(s) de cette
protéine participe(nt) a 1’activation de la dé-ubiquitinase, nous avons mis en place différents
tests enzymatiques.

11.2 .1 Premiere approche : observation de la réaction enzymatique a t=30 minutes

Nous voulions tout d’abord controler si AMSH C-ter est bien active et si les conditions notre
test de dé-ubiquitination sont adéquates. Pour cela, nous avons réalisé un test d’activité
enzymatique in vitro de notre protéine sur de la di-ubiquitine liée par la lysine K63.

M  Ub2 Cter

S0kDa
-
25kD -
: AMSH Cter
—
15 kDa" Di-ubiquitine

Ubiquitine
Figure 52 : Test de dé-ubiquitination de la di-ubiquitine liée par la lysine K63 par AMSH C-

ter.

La figure 52 montre que la di-ubiquitine liée K63 n’est pas spontanément hydrolysée. Par
contre, la partie C-terminale d’AMSH est bien capable de dégrader entiérement la di-
ubiquitine en mono-ubiquitine aprés 30 minutes d’incubation. Cette expérience confirme
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donc que notre test fonctionne et nous pouvons maintenant 1’appliquer & une cinétique
enzymatique et a AMSH FI seule ou en complexe avec STAM.

Les expériences réalisées par d’autre équipes montrent une activité enzymatique d’AMSH F1
avec ou sans activateur, aprés 2H d’incubation avec son substrat ou, au mieux, apres 15
minutes (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006). Les constantes cinétiques qui
caractérisent une réaction sont: la constante de Michaélis-Menten qui représente la
concentration de substrat nécessaire pour une catalyse efficace, aussi appelée Km et le
nombre de molécules de substrat fixés par un site actif par seconde, aussi appelée Kcat. Au
sein d’une cellule les réactions enzymatiques peuvent étre tres rapides (acétylcholinestérase,
Kcat/Km=1,6.10M" s) comme trés lentes (B-secretase 1 (BACE1), Kcat/Km=46,6 M™* s%).
De plus, les travaux conduits sur la partie C-terminale de I’homologue d’AMSH : AMSH-LP,
ont mené & la détermination des constantes enzymatiques et Kcat/Km= 11,8. 10°M™* s (Sato
et al., 2008) ou 156.10°M™ s™(Davies et al., 2011). Cette derniére équipe a aussi calculé ces
constantes pour la partie C-terminale d’AMSH et obtient une valeur de Kcat/Km de
43,8.10°M s IIs concluent alors que le domaine catalytique d’AMSH est moins efficace
que celui d’AMSH-LP. Or, la différence des valeurs de Kcat/Km pour AMSH-LP entre les
deux équipes, due a la différence de substrat selon Davies et al., est supérieure a celle calculée
entre AMSH et AMSH-LP. Ces résultats doivent donc étre reproduits afin d’étre confirmés ou
réfutés et cette étude pourrait étre élargie 8 AMSH FI afin d’obtenir les mémes informations
pour AMSH FI et de vérifier si ’activité enzymatique observée sans activateur durant les
études de Mc McCullough et al. et Kim et al. est réelle ou artéfactuelle, pour cela avons
réalisé des études cinétiques avec deux techniques différentes : 1’observation sur gel SDS-
PAGE ou par mesure de fluorescence.

11.2.2 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par la méthode SDS-PAGE

La technique de visualisation par gel SDS-PAGE a pour avantage de permettre d’obtenir des
résultats rapidement et au sein de notre laboratoire. Elle est aussi moins couteuse que les
études avec un substrat fluorescent et permet de tester une plus grande quantité de
combinaisons. Elle est cependant moins précise pour la détermination des constantes
cinétiques car elle repose sur une évaluation de I’intensité des bandes et non sur une mesure
exacte. Nous avons dans un premier temps testé 1’activit¢é d’AMSH seule ou en complexe
avec différentes constructions de STAM2.
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Figure 53 : Test cinetique de dé-ubiquitination de la di-ubiquitine K63 par AMSH Fl en
complexe avec STAM2 VUS.

La figure 53 représente les résultats typiques obtenus lors des tests de dé-ubiquitination. Ici,
alors qu’AMSH est en complexe avec STAM VUS, nous apercevons I’apparition d’une bande
de mono-ubiquitine dés 30 secondes. L’intensité des bandes de di-ubiquitine est ensuite
calculée grace au logiciel Imageld, puis elle est normalisée et la moyenne des triplicats est
représentée sous forme de graphique afin de pouvoir comparer les différents tests.
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Figure 54 : Essais de de-ubiquitination par AMSH FI seule ou en complexe avec STAM UIM-
SH3; ou STAM VUS. A) Disparition de la bande de di-ubiquitine K63. B) Apparition de la
mono-ubiquitine.

Nous observons dans la figure 54A qu’AMSH Fl seule est trés peu active. En effet, méme
aprés 30 minutes de réaction, moins de 50% de la di-ubiquitine est hydrolysée en ubiquitine
(courbe violette). Au contraire, les courbes rouge et bleue, qui représentent la dégradation de
la di-ubiquitine par AMSH en complexe avec STAM2 UIM-SH3 ou avec STAM2 VUS,
montrent que dés 5 minutes de reaction plus de 50% de la di-ubiquitine a été hydrolysee.
Nous pouvons donc conclure qu’AMSH FI1 seule est une forme inhibée et que STAM est
nécessaire pour lever cette inhibition. Cependant, la présence ou non du domaine VHS de
STAM?2 ne modifie pas son efficacité d’activation. Les gels SDS-PAGE de la figure 54B
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permettent de mieux observer ’apparition de la mono-ubiquitine. Ici aussi nous remarquons
dés 30 secondes un signal de mono-ubiquitine pour AMSH en complexe avec STAM UIM-
SH3 ou VUS alors que ce méme signal apparait seulement aprés 5 minutes pour AMSH FlI
seule.

11.2.3 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par mesure de fluorescence

Nous avons montré dans les paragraphes précédents qu’AMSH Fl seule n’est pas ou peu
active et que les constructios UIM-SH3 ou VUS de STAM interagissent avec cette enzyme
afin de lever 1’auto-inhibition. Pour compléter cette étude cinétique de I’activité enzymatique
il serait intéressant de déterminer les valeurs du Km ainsi que du Kcat d’AMSH. Pour cela
nous avons réalisé des essais de dé-ubiquitination par AMSH FI seule ou en complexe avec
STAM2 VUS avec comme substrat de la di-ubiquitine K63 commerciale contenant un
fluorophore et une molécule inhibant le signal de fluorescence (appelé « quencher » par la
suite) (LifeSensors, Inc.). Quand la di-ubiquitine est intacte, le fluorophore (F) n’émet pas de
signal alors que quand le clivage a lieu, le fluorophore s’¢loigne du quencher (Q) et peut ainsi
produire un signal rouge qui sera enregistré par un spectrophotomeétre (figure 55). Le
fournisseur propose différents substrats avec des positions de fluorophore et de quencher
différentes et confidentielles. Il faut donc tester les six substrats afin de déterminer lequel est
le plus approprié pour la suite des expériences.

Figure 55 : Schéma de | di-ubiquitine liée K63 fournie par LifeSensors

Le signal émis par la molécule fluorescente est enregistré puis reporté sur un graphique afin
de comparer les résultats obtenus pour AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM VUS et a
deux concentrations différentes. Le substrat est & une concentration initiale fixe de 200nM.
Ces mesures permettent d’obtenir des résultats beaucoup plus précis que par 1’analyse de gels
SDS-PAGE et ont été mises en place et réalisées avec 1’aide de Caroline Barette et Magda
Mortier de 1I’équipe de Marie-Odile Fauvarque au CEA de Grenoble.
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Figure 56 : Exemple de signal obtenu pour la dé-ubiquitination de substrat fluorescent par
AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM VUS.

Le signal obtenu pour des concentrations protéiques de 10 nM est reporté dans la figure 56.
Nous pouvons remarquer que ce signal est tres faible et que la réaction n’atteint jamais un
plateau. Il est donc difficile d’évaluer le meilleur substrat a cette concentration et nous
travaillerons par la suite avec 100 nM de chaque protéine.

Figure 57 (deux pages suivantes) : Tests d’hydrolyse de la di-ubiquitine liée K63 fluorescente
par AMSH FIl ou AMSH FI/STAM VUS a 100nm. A) Substrat 1. B) Substrat 2. C) Substrat 3.
D) Substrat 4. E) Substrat 5. F) Substrat 6.
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Les tests réalises avec 100 nM d’enzyme et d’activateur ont une réponse 4 fois supérieure aux
tests précédents et, dans certains cas, un plateau est atteint et le substrat est alors totalement
digéré par I’enzyme. Certaines réactions montrent une différence marquée entre AMSH Fl
seule ou AMSH Fl en complexe avec STAM2 VUS (A-D) alors que pour les substrats 5 et 6
(E-F) l’activateur n’a pas un effet dramatique (figure 57). Dans le cas du substrat 5, le signal
est presque aussi faible que lors des tests a 10 nM d’AMSH, nous pouvons donc conclure que
ce substrat ne permet pas une bonne activité ubiquitine-hydrolase d’AMSH probablement a
cause d’un encombrement stérique da a la position du fluorophore ou du quencher. Pour le
substrat 6, le signal est presque aussi elevé que pour les autres molécules mais a 10 minutes
AMSH FI seule clive presque autant qu’AMSH activée. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en
interagissant avec notre enzyme, le fluorophore ou le quencher déplace la partie auto-
inhibitrice d’AMSH et permet alors une activité presque optimale, celle-Ci serait donc
artéfactuelle. Le signal plus important lorsqu’AMSH FI est en présence de STAM2 VUS
observé pour les substrats 1 a 4 (courbes A-D) est en accord avec les résultats obtenus
précédemment et est un critére important dans le choix du substrat pour la suite des
expériences. Le deuxiéme critére de sélection est la reproductibilité des résultats traduite par
les barres d’erreur. Aprés comparaison de tous ces résultats (figure 58) le substrat 2 est
sélectionné pour continuer les expériences.

Dé-ubiquitination par AMSH Fl seule ou en complexe avec
STAM VUS a 100nM, tous substrats

14000

12000 _,‘_,-—ﬂ'-'_

10000 e comiplexe substratl
w— comiplexe substrat2
complexe substrat3

8000

complexe substratd
— complexe substrats

= complexe substrate

Fluorescence

6000

== = AMSH Fl seule substratl
= = AMSH Fl seule substrat2

AMSH Fl seule substrat3

4000 AMSH Fl seule substratd

= = AMSH Fl seule substrats

= = AMSH Fl seule substratt

2000 ~

Figure 58 : Comparaison de la dé-ubiquitination de tous les substrats fournis par LifeSensors

Afin de déterminer quels sont le Km et le Kcat de cette réaction, il est nécessaire de réaliser
ces expériences a une concentration fixe en enzyme et de varier la concentration en substrat.
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Aussi, pour pouvoir analyser ces résultats et obtenir des valeurs molaires, il faut enregistrer et
quantifier le signal que donne une mole d’ubiquitine-fluorophore. Ces expériences n’ont pas
encore pu étre réalisées.

11.2.4 Comparaison des résultats obtenus en fluorescence et en gel SDS-PAGE

Nous pouvons comparer les résultats obtenus grace aux deux techniques précédentes afin de
vérifier la reproductibilité de nos données. Cependant, le test analysé en gel SDS-PAGE
mesure la disparition de la di-ubiquitine alors que le test mesurant la fluorescence est basé sur
I’apparition de la mono-ubiquitine. Pour les données de mesure de fluorescence, nous avons
donc calculé, pour chaque test enzymatique, la quantité de di-ubiquitine disparue
correspondante a 1’apparition de mono-ubiquitine. Nous pouvons alors constater que ces
expériences produisent des resultats similaires. En effet, dans la figure 59, la barre orange
indique le taux de 50% de disparition d’Ub, et, pour les deux expériences, AMSH FI seule ne
franchit jamais cette barre alors qu’AMSH Fl en complexe avec STAM2 VUS Iatteint dés 5
minutes de réaction. Cependant, nous remarquons aussi que la diminution des barres du
graphique B, traduisant I’apparition de mono-ubiquitine mesurée par fluorescence, est plus
réguliere que celle du graphique A. Ceci provient d’une plus grande précision des mesures de
fluorescence.
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A Hydrolyse de la di-ubiquitine K63 par AMSH FI
seule ou en complexe avec STAM2 VUS
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Figure 59 : Comparaison des tests cinétiques de dé-ubiquitination enregistrés par deux
techniques différentes. A) Interprétation grace a un gel SDS-PAGE . B) Interprétation par
mesure de fluorescence . VUS : VHS-UIM-SH3
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I11. AMSH FI : de la purification a la caractérisation structurale.

I11.1. Optimisation du protocole de purification d’AMSH via I’étude de différentes
constructions

Aujourd’hui les structures des parties N-terminale et C-terminale d’AMSH sont connues
(Davies et al., 2011) (Solomons et al., 2011). Cependant, aucune information a propos de leur
arrangement 1’une par rapport a I’autre ou de la conformation adoptée par la boucle flexible
n’est disponible. Pourtant, ceci permettrait de mieux comprendre le fonctionnement de cette
enzyme et plus particulierement de sa régulation.

Lorsque j’ai commencé a travailler sur ce projet, Julianna Solomons, ancienne doctorante de
I’équipe, avait déja réalisé des tests de solubilité et de pureté sur AMSH Fl avec ou sans
étiquette hexa-histidine et exprimée en bactéries ou en cellules d’insecte. La construction
exprimée en cellule d’insecte avec une étiquette hexa-histidine était soluble mais facilement
dégradée. Avec cette méme construction exprimée en cellules E.coli, elle obtenait un
¢chantillon sans dégradation mais hétérogene apres 1’étape de filtration sur gel. Enfin, son
dernier essai : AMSH FI sans étiquette exprimée en bactéries, était soluble mais contaminée
par des dégradations. Mon but était donc, a partir de ces résultats préliminaires, d’optimiser
cette purification afin de pouvoir cristalliser AMSH F1 et d’obtenir plus d’informations sur
I’arrangement de ses différents domaines.

La dégradation d’AMSH F1, probléme majeur lors de la purification, peut étre due a une
protéolyse spontanée a cause de la flexibilit¢ de la boucle, a une contamination de
I’échantillon par des protéases qui auraient facilement accés aux parties flexibles de la
protéine ou a une auto-protéolyse aspécifique lorsqu’AMSH est trés concentrée. Afin de
prévenir ces différents problémes nous avons mis en place plusieurs stratégies :

- ajout d’anti-protéase lors de la purification : EDTA et/ou pastille anti-protéase (Roche)
- mutation du site actif d’AMSH FI (D348A)

- clonage, expression et purification de constructions comprenant une boucle plus courte voire
aucun des acides aminés de la boucle (link5, BrFI)

111.1.1. AMSH link5 et AMSH D348A

Ces deux constructions d’AMSH ont été étudiées en parallele et ont permis d’ajouter une
étape clef au protocole final de purification d’AMSH FI. La premiere étape de la procédure
initiale commencait par une lyse par sonication, puis une purification sur colonne échangeuse
d’anion Q sépharose avec une €lution par un gradient linéaire de NaCl réalisé grace a un
systéeme automatisé (Akta purifier, GE Healthcare). L’étape finale était une filtration sur gel
sur colonne S75. (figure 60 et 61)
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Figure 60 : Premier essai de purification d’AMSH link5. A) Profil d’élution et gel SDS-
PAGE de la colonne échangeuse d’anion Q sépharose. B) Profil d’¢lution et gel SDS-PAGE
de filtration sur gel sur colonne S75.
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Figure 61 : Premier essai de purification d’AMSH D348A. A) Profil d’élution et gel SDS-
PAGE de la colonne échangeuse d’anion Q sépharose. B) Profil d’¢lution et gel SDS-PAGE
de filtration sur gel sur colonne S200.

Comme nous pouvons le remarquer sur les figures 60 et 61, ces étapes de purification ne sont
pas suffisantes et de nombreux produits de dégradation persistent apres la filtration sur gel. Ce
probléme provient, entre autre, du fait que I’élution de la colonne d’échangeuse d’anion, a
environ 99 mM de NaCl pour AMSH link5 et 105 mM de NaCl pour AMSH D348A, ne
permet pas de séparer les contaminants d’AMSH. Nous avons donc modifié¢ cette élution et
utilisé un gradient de NaCl par pallier, réalisé avec une pompe péristaltique (figure 62A).
Cette étape a permis d’éliminer beaucoup de contaminants et de produits de degradation
(figure 62B). Le profil d’élution de cette colonne montre cependant une certaine hétérogénéité
le long du pic principal, probablement due a différentes conformations de notre protéine en
solution.
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Figure 62 : Purification d’AMSH D348A : élution de colonne échangeuse d’anion Q
sépharose avec gradient par pallier de NaCl. A) Gel SDS-PAGE de 1’élution de la résine Q
sépharose. B) Profil d’¢lution et gel SDS-PAGE de la filtration sur gel.

En parallele de cette évolution, une autre technique a été utilisée pour AMSH link5 : la
précipitation au sulfate d’ammonium. Cette derniére est basée sur la solubilité différentielle
des protéines, c’est-a-dire, sur le fait que selon la concentration du sel présent dans la
solution, ici le sulfate d’ammonium, certaines protéines auront tendance a précipiter plus que
d’autres. Alors, aprés centrifugation, nous obtiendrons deux phases, le surnageant et le culot.
L’idéal est d’obtenir notre protéine dans une phase et les contaminants dans 1’autre. C’est ce
qui se passe lorsqu’un volume d’AMSH link5 concentrée est mis en contact avec un volume
de sulfate d’ammonium a 3M. (figure 63)

112



0 10 50 100 150 200 AMSO,
(1)

- 1

. g S - ‘ - ‘*AMSH links

u
AMSH 2 .- — Py - -
link5

+
AMSO4 C o

25 -
- o g

w

Figure 63 : Test de précipitation d’AMSH link5 par le sulfate d’ammonium. La condition
sélectionnée est indiquée par une étoile bleue. S : surnageant, C : Culot
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Figure 64 : Filtration sur gel d’AMSH link5 aprés amélioration du protocole. Haut : Profil
d’élution d’AMSH link5 sur colonne de filtration sur gel. Bas: Gel SDS-PAGE
correspondant a I’élution d’AMSH linkS5.

113



L’évolution d’un gradient linéaire vers un gradient en pallier et I’ajout de 1’étape de
purification au sulfate d’ammonium ont permis d’améliorer considérablement la qualité de
notre échantillon (figure 64). Cependant, AMSH link5 reste tres hétérogéne. En effet, des
mesures de DLS (Dynamic Light Scattering) ont montré que méme a une concentration de
0,56 mg.mL™, AMSH link5 a une polydispersité de 60%. Nous avons donc poursuivi avec
AMSH D348A uniquement, que nous avons envoye a la plateforme de cristallisation a haut
débit de "EMBL de Grenoble a une concentration maximale de 4,6 mg.ml™ mais sans succes
(figure 65). Pourtant, malgré une 1égere épaule visible sur le profil d’élution de la purification
par filtration sur gel, cet échantillon avait une polydispersité de 14,8 % donc, en dessous du
seuil des 20% géneralement tolérés. Au dela de cette concentration une forte agrégation est
observée dans de nombreux puits, nous sommes donc & la limite de solubilité. Nous pouvons
cependant mettre a profit les informations acquises et les appliquer a la purification d’AMSH
FI.
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Figure 65 : Profil d’¢élution d’AMSH D348A utilisée pour des essais de cristallisation

111.1.2. AMSH FI

Grace aux optimisations de protocole décrites précédemment, nous pouvons envisager a
nouveau de purifier et cristalliser AMSH Fl. Lors de I’étape finale de filtraton sur gel sur
colonne S75, AMSH ¢lue a un volume d’environ 8,5 mL, ce qui correspondrait a une forme
monomérique mais tres allongée. Cet échantillon est ensuite transmis a la plateforme de
cristallisation & haut débit de "EMBL Grenoble a des concentrations allant jusqu’a 5 mg.ml™,
Lors de mesures de DLS nous avons constaté qu’a cette concentration 1’échantillon a une
polydispersité de 22 % et que celle-ci augmentait avec la concentration (a partir de 17% a 1
mg.ml™). De plus, lorsque nous analysons cet échantillon sur gel natif nous remarquons
qu'une hétérogénéité persiste. Il se peut quAMSH adopte différentes conformations en
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solution ou que des dégradations de cette protéine restent attachées a la forme entiére et que
cette hétérogénéité empéche la cristallisation. En effet, lors de certains essais de purification
nous avons observé des bandes de dégradations plus petites qu’AMSH FI mais ¢éluant dans le
méme pic. Ce résultat peut indiquer qu’ AMSH serait capable d’interagir avec elle-méme mais
nous n’avons pu démontrer cette hypothése avec certitude.
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Figure 66 : Purification d’AMSH F1. A) Profil d’élution de filtration sur gel. B) Gel SDS-
PAGE correspondant a I’élution A. C) Echantillon concentré et utilisé pour la cristallogenése
chargé sur gel SDS-PAGE et gel natif.

Peu de conditions ont donne des résultats positifs et les conditions pour lesquelles un espoir
était apparu au robot de cristallisation ont été reproduites a la main par la technique de
diffusion de vapeur en goutte suspendue mais n’ont pas permis d’obtenir de nouveaux
cristaux. Nous avons essayé de pécher ces cristaux afin de les congeler et d’analyser leur
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diffraction des rayons X mais ces derniers étaient trop fragiles et se sont dissous trés
rapidement (figure 67).

Figure 67 : Résultats positifs obtenus grace au robot de cristallisation a haut débit de ’EMBL
pour AMSH Fl. A) 0.20M sulfate de lithium, 0.1M bis-tris pH5.5, 25 % PEG3350, 4°C. B)
0.2M chlorure de lithium pH6,7, 20% PEG3350. C) 0.2M formate de sodium, 20% PEG3350.

Cependant, apres des affinements et des recherches réalisés a la main autour de plusieurs
conditions, des cristaux se sont formés dans une des compositions (figure 68). Cette solution,
présente dans le réservoir et composée de fluorure d’ammonium (250 a 275 mM) et de
PEG3350 (30 & 36%) est mélangée au rapport volumique 1 :1 avec AMSH Fl & 2,2 mg.mL™.
Nous obtenons alors des cristaux hexagonaux. Ces cristaux ont été lavés, dissous et chargés
sur gel SDS-PAGE. Une faible bande correspondant a AMSH FI était visible sur ce gel et
c’est pourquoi nous avons enregistré leur cliché de diffraction des rayons X.
Malheureusement ce dernier contient peu de taches, tres intenses et espacées ce qui est
caractéristique d’une diffraction de cristal de sel. Nous avions donc cristallis¢ du fluorure
d’ammonium.
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Figure 68 : Résultats obtenus lors d’essais de cristallisation d’AMSH Fl. A) Cristaux de
fluorure d’ammonium. B) Clich¢é de diffraction.

Malgré nos efforts nous n’avons jamais pu cristalliser AMSH Fl. Pourtant les parties C-
terminale et N-terminale ont toutes deux été cristallisées et leur structure a été résolue par
analyse de diffraction aux rayons X (Solomons et al., 2011) (Davies et al., 2011). Ceci
indique que la partie supplémentaire de notre construction, c’est-a-dire la boucle flexible,
apporte trop d’instabilité et de flexibilité. Nous avons donc décidé de travailler sur de
nouvelles constructions.

111.1.3. AMSH EKE et AMSH FI lys met

Comme nous ne pouvions pas cristalliser un échantillon pur d’AMSH Fl et comme sa
séquence primaire contient beaucoup de résidus hydrophiles (notamment des lysines), nous
avons essayé de diminuer la solubilité de cette protéine et donc de faciliter les rencontres entre
les molécules en limitant les répulsions inter-protéines afin d’augmenter les chances de
cristallisation. Pour cela nous avons élaboré deux stratégies : la mutation des résidus d’une
zone hydrophile a la surface de la protéine ou la méthylation des lysines.

AMSH EKE :

En 1999, deux équipes ont montré par des analyses statistiques que les lysines (K) et les
acides glutamiques (E) étaient majoritairement localisés en surface et peu fréquemment
retrouvés dans des interfaces protéine-protéine (Baud et Karlin, 1999) (Conte et al., 1999). Ce
sont donc ces résidus que le serveur SERp (http://services.mbi.ucla.edu/SER/) propose de
muter en alanine afin de diminuer 1’entropie et de favoriser la cristallisation.

AMSH contient 31 lysines et 43 acides glutamiques ce qui représente au total plus d’un
sixiéme de sa séquence primaire. Nous avons donc soumis cette séquence a une analyse par le
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serveur SERp et celui-ci nous a proposé de muter trois zones en alanine : les lysines K125 a
K127, les résidus E 175, K176 et K 177 ou les résidus K144, E145 et K146 (figure 69).

Cluster #1: Residues 125 - 129: KEYTEYMEEEKKKEAEELS

® 125 == A

® 126 == A

® K127 == A SERp Score: 6.52

Cluster #2: Residues 175 - 177: QELEEERLKIVOQEFGE

® E175=x4A

® 176 =>4

® E177 == A SERp Score: 6.11

Cluster #3: Residues 144 - 146: AIQQELEKEKQRVADQKQOQLEQEQFHAFEE
® 144 == 4

e« E145=>p4 N

® K 146 == A SERp Score: 5.05

Figure 69 : Résultat de 1’analyse de la séquence primaire d’AMSH par le serveur SERp. SERp
Score : un score est attribué a chaque résidu de la séquence en fonction de son entropie puis la
moyenne est calculée. Plus cette moyenne est élevée, plus la nouvelle séquence est optimale
pour une amélioration de cristallisation.

Parmi ces trois zones, deux font partie de la structure du domaine MIT d’AMSH en complexe
avec le domaine MIM de CHMP3 cristallisé par Julianna et ne sont donc pas un frein majeur a
la cristallisation. C’est pourquoi nous avons décidé de muter en priorité la zone numéro 2 :
175 EKE 177 en alanines.

Aprés les modifications réalisées, nous avons inséré AMSH FI EKE dans le vecteur pASK-
IBA-43+ afin de la purifier selon le méme protocole qu’AMSH Fl. Cependant, lors du
premier essai, nous avons constaté que la bande correspondant 8 AMSH EKE sur gel SDS-
PAGE ou par western-blot avec des anticorps anti-AMSH, était majoritairement présente dans
la fraction non retenue ou le lavage avec le tampon de lyse et trés peu présente dans les
fractions d’élution a 50 ou 75 mM de NaCl (figure 70A et B). Nous avons donc augmenté le
pH et supprimé le sel du tampon de lyse afin d’optimiser 1’accroche de notre protéine a la
résine de Q sépharose. Comme nous pouvons le voir sur la figure 70C, ces modifications
n’ont pas apporté d’amélioration. Cela confirme que les résidus 175 EKE 177 étaient bien en
surface et nous pouvons penser qu’ils participaient a I’interaction AMSH/résine Q sépharose.
Afin de tout de méme étudier cette protéine, nous avons envisagé le clonage du géne AMSH
EKE dans un vecteur d’expression bactérienne contenant une étiquette hexa-histidine ajoutée
a ’extrémité C-terminale de la protéine et celui-ci est en cours.
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Figure 70 : Essai de purification d’AMSH EKE par colonne échangeuse d’anion Q sépharose.
A) Gel SDS-PAGE du premier essai avec le tampon de lyse d’AMSH Fl (pH 8, 25 mM
NaCl). B) Western-blot avec anticorps anti-AMSH correspondant au gel SDS-PAGE A. C)
Western-blot avec anticorps anti-AMSH du deuxiéme essai de la purification avec tampon de
lyse sans sel et a pH 8,5. | : induction, FT : non accroché, W : lavage.

AMSH FI lys met :

La méthylation de lysines est une autre technique qui permet de réduire la solubilité des
protéines et ainsi d’augmenter les chances de cristallisation (Walter et al., 2006). AMSH Fl1
est purifiée comme précédemment jusqu’a 1’étape de précipitation au sulfate d’ammonium
puis elle est resuspendue dans du tampon de méthylation. Aprés le procédé, qui dure au total
une nuit, AMSH est purifiée par filtration sur gel puis sur échangeuse d’anion Mono Q avant
une derniere filtration sur gel. Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 71, a la fin
de ce protocole nous obtenons une protéine sans contaminants et soluble, et I’échantillon
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parait homogene sur gel natif. Celui-ci a donc été confié a la plateforme de cristallisation a
haut débit de ’EMBL & une concentration de 3,8 mg.ml™ mais seuls des cristaux de sels ont
été observés.

A mMAU ' D 450,00

350,00 67 kDa 43 kDa [ mAU
[ 400,00 -

63 mM NaCl

300,00 -
| 350,00 -

250,00 - |
300,00 -

200,00 Filtration sur gel ! Mono Q
| 250,00

150,00 I 200,00

100,00 ! 150,00 -

50,00 - I

0,00 '

kDa L. '13:1445.16; 17 18 19

v ]
75
500

25

Figure 71 : Purification d’AMSH F1 lys met, premiére filtration sur gel et colonne échangeuse
d’anion Mono Q. A) Profil d’élution de la premiére filtration sur gel. B) Gel SDS-PAGE
correspondant a 1’¢lution en A. C) Gel natif correspondant a la fraction 16 de la figure A et B.
D) Profil d’¢lution de la colonne échangeuse d’anion Mono Q. E) Gel SDS-PAGE
correspondant a 1’¢lution D. F) Comparaison sur gel natif de 1’échantillon avant et aprés
méthylation. Mét : méthylation

111.1.4. AMSH BrFl : a la recherche d’un homologue d’AMSH FI

La diminution des répulsions entre protéines au sein de notre €chantillon n’a pas permis de
cristalliser AMSH FI humain, ni d’obtenir des informations structurales a 1’échelle atomique.
Nous pourrions cependant travailler sur une forme plus courte de cette protéine ne contenant
pas la boucle flexible qui empéche probablement la formation d’un cristal. C’est pourquoi
nous avons réalisé une étude bioinformatique afin d’identifier un tel homologue d’AMSH.
Tout d’abord nous avons obtenu la liste des homologues connus d’AMSH sur le site String
(http://string-db.org/). Celle-ci contenait 50 protéines dont la moitié était des homologues
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d’AMSH-LP et non d’AMSH. Ensuite, les protéines trop proches d’AMSH humain
(provenant du singe, du chien, du chat et autres mammiferes) contenaient toutes la boucle
dont nous ne voulions pas, ces homologues ont donc été écartés. Finalement, nous avons
aligné les séquences des protéines restantes, verifié la conservation des acides aminés
importants pour la liaison a CHMP3 et ceux importants pour 1’activité enzymatique d’AMSH
et compare leur prédiction de structure fournie par le logiciel GlobPlot
(http://globplot.embl.de/) afin de sélectionner le meilleur candidat. (figures 72 et 73)
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Figure 72 : Alignement des séquences C-terminales d’AMSH humain et ses homologues chez
Anolis carolinenesis, Zebra fish, Branchiostoma floridae et Ciona savignyi. Etoile verte :
résidus important pour 1’activité enzymatique, Etoile bleue : résidus important pour la liaison
a CHMP3.
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La figure 72 montre I’alignement de séquence d’AMSH et de ses homologues chez différentes
espéces. Nous pouvons constater une grande conservation de séquence des domaines N-
terminal et C-terminal et plus particulierement des résidus importants pour la liaison a
CHMP3, indiqués par une étoile bleue, ainsi que ceux nécessaires a ’activité enzymatique
d’AMSH, indiques par une étoile vert. Ceci refléte I’importance des interactions réalisées par
le domaine MIT d’AMSH ainsi que la conservation de son activité enzymatique au sein de
I’évolution. Cependant, la région centrale, qui correspond a la boucle prédite non-structurée
d’AMSH et a la zone d’interaction avec STAM n’est pas conservée. Elle est méme absente
dans certains organismes comme ’urochordée Branchiostoma floridae. Ceci pourrait indiquer
que la nécessité pour I’activité enzymatique d’AMSH de lier la sous-unit¢é STAM du
complexe ESCRT-0 est apparue plus tard au cours de 1’évolution et qu’elle constitue un
niveau de régulation avance.

Comparaison des prédictions de structure effectuées par GlobPlot
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Figure 73: Prédiction de structure par le serveur GlobPlot d’AMSH humain et ses
homologues chez Anolis carolinensis, Zebra fish, Ciona savignyi et Branchiostoma floridae.

En comparant toutes ces données nous observons que I’homologue d’AMSH chez
Branchiostoma floridae posséde les résidus nécessaires a la liaison avec CHMP3 et a I’activité
enzymatique, ne contient pas la boucle flexible et a une prédiction de structure plus stable. En
effet, sur les graphiques obtenus gréce a GlobPlot, une pente négative représente un domaine
ordonné et une pente positive une partie désordonnée. Nous retrouvons chez tous les
homologues d’AMSH les deux pentes négatives correspondant aux domaines N-terminal et C-
terminal de la protéine mais AMSH de Branchiostoma floridae est la seule a ne pas avoir une
courbe qui remonte entre les résidus 180 a 240 et qui est globalement en dessous de toutes les
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autres. Nous avons donc choisi de cloner et de tenter de purifier cette protéine. Le clonage,
confié & un stagiaire sous ma responsabilité, est en cours.

111.2. Etude de diffusion de rayons X aux petits angles

Nous avons utilise la technique de diffusion de rayons X aux petits angles pour déterminer
I’enveloppe globale de la structure d’AMSH seule ou en complexe avec STAM VUS ou
CHMP3 en solution. En effet, cette technique permet d’obtenir des modeles de structures a
basse résolution et il est ainsi possible de modéliser 1’organisation de différents domaines,
d’observer de grands changements conformationnels ou des réorganisations de structure lors
de la formation d’un complexe. Ce travail et ’analyse des données ont été réalisés en
collaboration avec le Dr. Jens Radzimanowski, post doctorant dans notre équipe.

AMSH

AMSH a été purifiée telle que décrit auparavant et des données de diffusion de rayons X aux
petits angles ont été enregistrées & trois concentrations : 0,5, 1 et 1,5 mg.mL™.

Aprés avoir utilisé, pour chaque jeu de données, la moyenne des dix courbes enregistrées et
soustrait la courbe correspondant au tampon, nous n’avons observé aucune précipitation pour
I’échantillon le plus concentré. Nous avons donc regroupé les différentes courbes et conservé
la courbe de I’échantillon le moins concentré pour les petits angles et celle de 1’échantillon le
plus concentré pour les plus grands angles. Ainsi, nous obtenons une courbe représentative de
notre protéine en solution avec le meilleur rapport bruit/signal (figure 74A). Grace a cette
courbe et a I’approximation de Guinier, nous avons pu calculer la fonction de distribution des
distances P(r), ainsi que le rayon de giration Rg et le diameétre maximum Dmax. Ces données,
indiquées dans la figure 74B-D, ont été utilisées par la suite pour construire un modéle ab
initio. Alors, deux stratégies ont été mises en place en paralléle : ’obtention d’une enveloppe
moyenne représentant les molécules en solution grace aux logiciels DAMMIN et DAMMIF et
la réalisation d’un modele a basse résolution grace au logiciel BUNCH.
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Figure 74 : Données enregistrées pour AMSH FIl. A) Données brutes : Log(l) en fonction de s.
B) Valeurs calculées a partir des données brutes d’AMSH F1. C) Evaluation de la région de
Guinier et calcul de Rg et Dmax. D) Fonction de distribution des distances P(r). Rg : rayon de
giration, |: intensité, s: vecteur de diffusion, Dmax : diamétre maximum d’AMSH en
solution, ua : unités arbitraires. Analyse des donnees : Jens Radzimanowski.

Les logiciels DAMMIN et DAMMIF ont été utilisés pour simuler 10 modeles d’enveloppe
correspondant aux données mesurées pour AMSH en solution. Les enveloppes moyennes
obtenues grace au logiciel DAMAVER sont présentées dans la figure 75. Elles sont trés
similaires et représente une structure trés allongée de respectivement 123 et 124,5 A.
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Figure 75 : Enveloppe moyenne de la structure d’AMSH en solution obtenue a partir des
logiciels DAMMIN et DAMMIF. A) Moyenne de 10 modéles obtenus avec DAMMIN. B)
Moyenne de 10 modéles obtenus avec DAMMIF.

Grace au logiciel BUNCH, nous avons obtenu deux modélisations de 1’organisation des
domaines N-terminal et C-terminal. Le premier modeéle, que nous appellerons Modeéle A, a
une structure globale trés allongée : environ 112A de long et 45A de large et I’extrémité C-
terminale de 1’hélice a5 est proche du domaine JAMM (figure 76). Cette longueur est un peu
plus petite que le Dmax calculé préecédemment. Cependant, la valeur chi de ce modéle est de
0,77 ce qui indique que celui-ci est en accord avec les données expérimentales. Dans cette
conformation, la boucle flexible est répartie tout autour de la structure et les résidus de
I’hélice a5 de la partiec N-terminale pourraient entrer en contact avec la partie C-terminale. De
plus, d’aprés la superposition avec la structure du domaine JAMM en complexe avec la di-
ubiquitine liée K63 (Davies et al., 2011), le site actif d’AMSH et la di-ubiquitine se
situeraient a ’opposé du domaine N-terminal.
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Figure 76 : Modéle A de la structure d’AMSH F1 seule obtenu par modélisation Ab initio des
données de diffusion de rayons X aux petits angles. A) Structure globale. Bleu : Domaine
MIT, Violet : Domaine catalytique, Vert : Di-ubiquitine liée par la lysine K63

Le deuxiéme modele, le Modeéle B est encore plus allongé que la modéle A : environ 124A de
long et 50 A de largeur maximale, mais I’extrémité C-terminale de I’hélice a5 est la plus
éloignée du domaine catalytique (figure 77). De plus, la boucle est beaucoup plus allongée, du
fait qu’elle relie les deux domaines sur toute la longueur. Pour ce mod¢le la valeur chi est de
0,84 ce qui indique qu’il est aussi en accord avec les données expérimentales. Lorsque nous
superposons la di-ubiquitine comme précédemment pour le Modéle A, il semblerait qu’elle
entre en contacte avec le domaine N-terminal. Pour que I’enzyme puisse étre active, il faudrait
donc que ce domaine se déplace ou que la di-ubiquitine ait une position différente de celle
observée dans un cristal.

126



Modeéle B

MIT , : 2N \
50A A* e -7
~ P ‘ :_ » - 5 .\‘< Q "q
N A Domaine o 5 ;»’
£ Catalytique "\ Di-Ubiquitine K63
&

Boucle

128A

Figure 77 : Mod¢le B de la structure d’AMSH FI1 seule obtenu par modélisation Ab initio des
données de diffusion de rayons X aux petits angles. Bleu : Domaine MIT, Violet : Domaine
catalytique, Vert : Di-ubiquitine liée par la lysine K63.

Pour conclure, ces deux modéles ainsi que I’enveloppe a basse résolution obtenus grace aux
données de SAXS, montrent qu’AMSH adopte une conformation trés allongée en solution. Il
est cependant difficile de déterminer avec précision ’orientation du domaine N-terminal par
rapport au domaine C-terminal car deux possibilités correspondent aux données
expérimentales. La pertinence des ces deux modeles sera discutée dans la partie discussion.

AMSH/CHMP3 Fl et AMSH/STAM V.U.S.

Le complexe AMSH FI/ CHMP3 Fl a été purifié comme précédemment et AMSH FI et
STAM VUS ont été purifiés séparément puis mélangés avec un rapport molaire de 1:1 ou 1:3.
Des données ont été enregistrées pour chaque complexe et leur analyse est actuellement en
cours. En ce qui concerne les résultats préliminaires du complexe CHMP3/AMSH Fl, ils
indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs pour le Rg (4,2nm) ni pour le Dmax
(14,9 nm) de ce complexe par rapport a AMSH FI seule. La structure du complexe serait juste
un peu plus allongée. Ceci pourrait indiquer qu’en se liant 8 AMSH, CHMP3 adopte aussi une
structure trés allongée ce qui ne modifierait pas significativement 1’enveloppe a basse
résolution. Les résultats préliminaires du complexe STAM VUS/ AMSH sont plus variables.
En effet, quand les deux protéines sont analysées avec un exces molaire de STAM VUS de
1:3, le Rg et le Dmax calculés sont respectivement de 4,3 nm et 15,2 nm ce qui n’est pas trés
different de ce que nous observons pour AMSH seule. Cependant, quand les mesures de
SAXS de ce complexe sont enregistrées avec un rapport molaire de 1 :1, alors le Rg et le
Dmax calculés varient en fonction de la concentration de 1’échantillon et oscillent entre 4,2 a
58 nm et 14,8 a 20,4 nm respectivement. Cela pourrait indiquer une agrégation de cet
échantillon a plus haute concentration, mais des analyses supplémentaires seront nécessaires.
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Discussion et perspectives
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|. Interaction d’AMSH et UBPY avec les protéines CHMP

.1 AMSH et CHMP3

L’interaction entre AMSH et CHMP3 a ¢été décrite de nombreuses fois dans la littérature aussi
bien in vitro qu’in vivo (McCullough et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006)
(Kyuuma et al., 2006) (Row et al., 2007) (Ma et al., 2007) (Lata et al., 2008a) Cette
interaction, établie entre le domaine MIT d’AMSH et le domaine MIM de CHMP3, est
nécessaire pour 1’activité enzymatique d’AMSH in vivo mais pas in vitro et n’est pas
indispensable pour la localisation d’AMSH aux endosomes (Kyuuma et al., 2006) (Ma et al.,
2007). Malgré toutes les études portant sur ce complexe, aucune n’avait encore décrit le type
d’interactions mises en jeu ni les résidus impliqués. Julianna Solomons, grace a la
cristallisation des domaines MIT et MIM de ces deux protéines, a montré qu’il existait des
ponts salins ainsi que des liaisons hydrogenes entre les résidus E72, K88, E104 et K107
d’AMSH et respectivement R221, E203, R216 et L220/T219/S222 de CHMP3. Cependant, il
¢tait nécessaire de confirmer que ces interactions étaient bien a 1’origine du complexe y
compris en solution. Pour cela nous avons introduit les mutations correspondantes dans la
séquence d’AMSH, purifié chacune des constructions et réalis¢ des expériences de co-
précipitation. Nous avons ainsi confirmé que la mutation de trois des résidus suspectés, a
savoir K88, E104 et K107 d’AMSH, diminuait considérablement sa liaison a CHMP3 et
qu’ils étaient donc impliqués dans cette interaction en solution. La construction contenant la
mutation de I’acide glutamique 72 n’a pas pu étre étudiée faute de solubilité.

Pour aller plus loin dans 1’étude a 1’échelle atomique du complexe AMSH/CHMP3, nous
voulions co-cristalliser les deux protéines entieres. Ainsi nous aurions pu analyser les
potentielles modifications conformationnelles et leurs conséquences (reléve de I’auto-
inhibition de CHMP3 ?). A la derniére étape de purification, les deux protéines du complexe
éluent de la colonne de filtration sur gel en un seul pic, ce qui confirme leur forte affinité.
Cependant, malgré 1’absence de contaminations révélée par les gels SDS-PAGE, une
hétérogénéité persistait et c’est probablement ce qui empéché la cristallisation. De plus, nous
avons montré sur gel natif qu’apreés 24h seulement I’hétérogénéité d’AMSH augmentait et le
complexe n’était plus formé. Ces désagréments peuvent étre dus a la grande flexibilité
d’AMSH qui adopterait différentes conformations en solution ce qui entrainerait une
instabilité du complexe. Pour limiter ce probleme, il faudrait essayer de co-purifier AMSH
BrFl, qui ne contient pas la boucle flexible, e¢ CHMP3 FI. Tout d’abord nous devrons nous
assurer gque cette nouvelle construction interagit toujours avec CHMP3. Ceci pourrait étre
Vérifié, entre autres, par des expériences de co-précipitation ou de mesure de résonnance
plasmonique de surface.
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1.2 AMSH et CHMP1A/1B

Les interactions entre AMSH et CHMP1A ou CHMP1B ont été déterminées par des tests de
double hybride chez la levure et des essais de co-précipitation (Tsang et al., 2006)
(Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Row et al., 2007) mais aucune information
concernant la force de ces interactions ou les résidus mis en jeu n’avait été publiée jusque la.
Cependant, il existe dans la littérature des données sur d’autres interactions de domaine MIT
avec les protéines CHMP1A et CHMP1B. En effet, ’AAA ATPase VPS4 a ¢été cristallisée en
complexe avec CHMP1A et la spastine, impliquée dans le processus de cytokinése, a été co-
cristallisée avec CHMP1B. Ces interactions ont des constantes d’affinité de 1’ordre du
micromolaire, respectivement 4,6 et 12 uM, et celle entre VPS4 et CHMP1B est un peu plus
faible avec une constante d’affinité d’environ 30 uM (Stuchell-Brereton et al., 2007) (Yang et
al., 2008). Dans tous les cas ces interactions restent bien plus faibles que celle formée entre
AMSH et CHMP3, qui est de 63 nM, et leurs structures confirment que, malgré des domaines
MIT tres similaires, les interfaces de contact sont différentes (figure 78).

AMSH VPS4 Spastine

Figure 78 : Domaines MIT d’AMSH, de VPS4 et de la Spastine et leur interaction avec les
protéines CHMP. Bleu: AMSH, Violet: VPS4, Jaune : Spastine, Gris: respectivement,
CHMP3, CHMP1A (hélice) ou CHMP6 (non-structuré) et CHMP1B. Les domaines MIT ont
été alignés selon a5. (Codes PDB : AMSH : 2XZE, VPS4 : 2JQ9 et 2KW3, Spastine : 3EAB,
(Solomons et al., 2011) (Kieffer et al., 2008) (Yang et al., 2008) (Stuchell-Brereton et al.,
2007))

Nous avons donc mesuré les constantes d’affinité des complexes AMSH/CHMP1A et
AMSH/CHMP1B par mesure des résonnances plasmoniques de surface, et analyse, par co-
précipitation, si les résidus impliqués dans I’interaction avec CHMP3 étaient les mémes pour
AMSH/CHMP1B. Ces complexes ont des affinités proches, de 1,49 uM pour
AMSH/CHMPI1A et 1,16 uM pour AMSH/CHMP1B, et plus faibles que celle d’AMSH et
CHMP3. Cependant, ces affinités restent plus élevées que toutes celles déterminées pour un
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complexe avec une proteine CHMP1. Aussi, nous avons confirmé que les résidus K88 et
E104 d’AMSH ne sont pas impliqués dans ces contacts, en effet, leur mutation n’a pas eu
d’effet sur la co-précipitation de CHMP1A ou CHMP1B par AMSH. Nous pouvons donc
confirmer qu’AMSH explore différents modes d’interaction avec ses partenaires. Pour
déterminer si les domaines MIM de CHMP1A et/ou CHMP1B utilisent les mémes interfaces
avec AMSH qu’avec VPS4 ou la spastine nous avons tenté de co-cristalliser ces protéines
mais sans succés. Une autre solution serait d’analyser la conservation, chez AMSH et VPS4
ou la spastine, des résidus impliqués dans les différents complexes puis, de muter dans la
séquence d’AMSH les résidus conservés et de réaliser des tests de co-précipitation. Nous
pourrions aussi tester si AMSH est capable de lier en méme temps CHMP3 et CHMP1B. Si
oui, I’interface de contact serait soit proche de celle de la spastine et CHMP1B ou de VPS4 et
CHMP6 soit une nouvelle zone, si non, il se pourrait qu’AMSH lie CHMPIB de facon
similaire a VPS4 et CHMP1A (figure 79).

CHMP1B
Spastine)
% CHMP3
(AMSH)
az CHMP1A
(VPS4)

CHMP1B ?

(AMSH) o

Figure 79 : Différents modes de liaisons entre domaine MIT et domaine MIM. Superposition
des domaines MIT d’AMSH, de VPS4 et de la Spastine. Les hélices-alpha sont repérées en
couleur: violet: a5, bleu: a2 , vert: o3 (Codes PDB: AMSH/CHMP3: 2XZE,
VVPS4/CHMP1A : 2JQ9, Spastine/CHMP1B : 3EAB, VPS4/ CHMPG6 : 2K3W, (Solomons et
al., 2011) (Kieffer et al., 2008) (Yang et al., 2008) (Stuchell-Brereton et al., 2007))
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1.3 UBPY et CHMP1B

Les résultats concernant I’interaction d’UBPY N-ter avec CHMP1B C-ter sont mitigés. D’un
coté cette interaction semble possible selon les résultats de filtration sur gel et les tests in vivo
d’Anne-Claire Jacomin et de 1’autre ¢lle n’est pas retrouvée lors d’essais de co-précipitation
ou de mesure des résonnances plasmoniques de surface. De plus, Row et al. observaient aussi
cette interaction lors d’essais de co-précipitation et de test en double hybride chez la levure.
Deux facteurs varient pour chaque protéine lors ces expériences : la longueur des protéines
utilisées ainsi que 1’étiquette a laquelle elles sont attachées. CHMP1B interagit avec UBPY in
vivo peu importe sa longueur (entiere ou C-ter) et avec une étiquette GST ou GFP qui sont
toutes les deux de taille similaire. Ce n’est donc ni I’étiquette GST de CHMP1B, ni sa
longueur qui empéche son interaction avec UBPY lors de nos tests in vitro. En ce qui
concerne UBPY, Row et al. ont confirmé que la forme entiere et la forme tronquée (1-133) de
cette protéine attachées a une étiquette GST pouvaient toutes les deux co-précipiter CHMP1B
entiere. Cependant, lors de nos études nous avons travaillé avec la construction tronquee 8-
138 d’UBPY attachée a une étiquette hexa-histidine. Cette construction a été cristallisée par
Avvakumov et al. et sa structure est dimérique. L’existence de ce dimére en solution n’a
cependant pas été analysée lors de cette étude. De plus, lors de nos purifications par filtration
sur gel, il était difficile de distinguer avec certitude si 1’¢lution de la protéine correspond a un
monomere (15 kDa) ou un dimere (30 kDa) car ces deux formes éluraient a un volume trop
proche. Il serait donc possible que la forme dimérique d’UBPY, pouvant étre déstabilisée par
I’étiquette GST, bloque la formation du complexe CHMP1B/UBPY. Pour tester cette
hypothése, nous pourrions tout d’abord analyser la solution d’UBPY par chromatographie
d'exclusion de taille couplée a une mesure de diffusion de la lumiére laser a angles multiples
(SEC-MALLS) afin de s’assurer de 1’état oligomérique de notre protéine. Ensuite, si celle-ci
est dimérique, nous pourrions recloner le géne d’UBPY afin d’y ajouter une étiquette GST et
de reproduire les essais d’interaction. Cependant, s’il s’avére que c’est en effet la forme
monomérique d’UBPY, maintenue dans cet état par 1’étiquette GST, qui interagit avec
CHMP1B et si nous voulons caractériser ce complexe par cristallographie, il faudra peut étre
s’affranchir de cette étiquette volumineuse et muter les résidus d’UBPY a Dinterface de
dimérisation pour obtenir uniquement notre protéine monomérique en solution.

Pour conclure, nos recherches sur les complexes entre les dé-ubiquitinases AMSH et UBPY et
les protéines CHMP ont permis de confirmer que les résidus et les interactions mis en jeu
différent d’un complexe a I’autre et que cela a des conséquence sur la force de I’interaction.
La poursuite de ces recherches permettrait d’identifier les résidus importants pour
I’interaction entre les protéines CHMP1 et les DUB et de mieux comprendre leur recrutement,
leur fonctionnement et leur régulation au sein des processus cellulaires.
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I1. Interaction d’AMSH avec STAM?2 et ses conséquences sur ’activité enzymatique
d’AMSH

I1.1 Interaction entre AMSH et les domaines VHS, UIM et SH3 de STAM

L’interaction entre STAM et AMSH est a I’origine de la découverte d’AMSH (Tanaka et al.,
1999). Ce n’est que sept ans plus tard, en 2006, que le role de STAM dans I’activation de
I’activité enzymatique d’AMSH a été proposé (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006).
Des essais de co-immunoprécipitation et des mesures de polarisation de fluorescence ont
montré que cette interaction est dépendante d’un motif RXXK situé dans la partie centrale
d’AMSH. De plus, des mesures par ITC ont permis de calculer les constantes d’affinité entre
différentes constructions d’AMSH et de STAM1 ou STAM?2 (Tanaka et al., 1999) (Kim et al.,
2006) (tableau 5). Cependant, ces études intégrent dans leur mesure uniquement le domaine
SH3 de STAM et/ou qu’une forme tronquée d’AMSH, nous avons donc voulu étendre les
connaissances sur cette interaction a la protéine AMSH entiére et aux trois domaines N-
terminaux de STAM capables de lier 1’ubiquitine : VHS, UIM et SH3 (Lange et al., 2012b).
Pour cela, nous avons mesureé les résonnances plasmoniques de surface lors de I’interaction
entre AMSH Fl et STAM UIM-SH3 ou STAM VUS. Dans le premier cas la constante
d’affinité calculée est de 260 uM ce qui est plus de 40 fois plus faible que celle calculée pour
la partie C-terminale d’AMSH (219-424) et le domaine SH3 de STAM. Ceci peut s’expliquer
par deux phénomenes : soit le domaine N-terminal d’AMSH, qui n’était pas présent lors des
précédentes experiences, empéche ’accés de STAM UIM-SH3 a son site de liaison, soit le
domaine UIM de STAM n’interagit pas avec AMSH et diminue ’affinité de UIM-SH3 pour
notre enzyme. Les résultats de 1’activation de I’activité enzymatique d’AMSH par STAM,
nous ont montré qu’UIM-SH3 était capable d’activer AMSH et que la partic N-terminale ne
bloquait probablement pas I’interaction entre ces deux protéines. Alors, le domaine UIM n’est
pas impliqué dans I’interaction avec AMSH.

Pour le deuxiéme complexe, entre AMSH Fl et STAM VUS, I’affinité mesurée est cette fois-
ci presque 40 fois plus forte que celle entre AMSH (219-424) et le domaine SH3 de STAM.
Cette valeur n’est pas en adéquation avec les résultats des essais de co-purification par
filtration sur gel ou de migration sur gel natif. En effet, un complexe ayant une telle force
d’affinité devrait éluer en un seul pic lors d’une filtration sur gel et ne pas se dissocier sur un
gel natif or, ce n’est pas le cas. Lors des mesures de SPR nous avons constaté qu’il était
difficile de régénérer la surface et d’éliminer totalement le complexe formé entre AMSH et
STAM VUS. Cette persistance d’une petite partie du complexe a pu augmenter
significativement la constante de dissociation et ainsi influencer & la hausse la constante
d’affinité qui est égale a kd/ka.

Pour conclure, ces résultats semblent confirmer que STAM est capable de lier AMSH
uniquement grace a son domaine SH3. Les autres domaines, liant 1’ubiquitine, pourrait alors
avoir uniqguement un réle de présentation de la molécule a I’enzyme.
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Technique Affinité

utilisée AMSH STAM (uM) Référence
Kimet al.,
ITC 230-241 SH3 7,23 2006
Kimet al.
ITC 219-424 SH3 6 !
2006
Polarisation Sierra et al
de 230-240 STAM1 SH3 11 N
2010
fluorescence
Polarisation Sierra et al
de 230-240 STAM2 SH3 4,8 Y
2010
fluorescence
STAM?2 Données
SPR 1-424 260
UIM-SH3 personnelles
STAM?2 Données
SPR 1-424 VHS-UIM-SH3 0,160 personnelles

Tableau 5 : Valeur des constantes d’affinité calculées pour différentes construction d’AMSH
et de STAM.

I1.2 L’activité enzymatique d’AMSH est activée par STAM

En ce qui concerne I’activité enzymatique d’AMSH, plusieurs études ont montré sa spécificité
envers les chaines d’ubiquitine liées par leur lysine K63 et certaines ont aussi analysé son
activation par STAM (McCullough et al., 2004) (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006).
Ces expériences ont été réalisées avec AMSH seule ou AMSH en complexe avec STAM pour
des temps de réaction fixes. Alors, aprés deux heures d’incubation, AMSH est capable
d’hydrolyser des chaines de tétra ou di-ubiquitine et 15 minutes suffisent lorsque I’enzyme est
en présence de son activateur. Cependant, aucune étude n’a été publiée concernant la
cinétique de 1’activité enzymatique d’AMSH ou des temps de réaction beaucoup plus courts.
Les tests que nous avons mis en place permettent d’évaluer I’action d’AMSH des 30 secondes
et montrent que I’enzyme seule est trés peu active dans un laps de temps compatible avec les
processus cellulaires dans lesquels elle est impliquée. En effet, méme aprés 30 minutes,
AMSH n’a pas hydrolysé la moitié¢ de la quantité de di-ubiquitine présente. L’ajout de STAM
UIM-SH3 ou VUS permet d’accélérer ce procédé et les deux constructions ont un effet
équivalent. Grace a la mesure d’apparition de fluorescence, qui est plus sensible, la
dégradation de la di-ubiquitine est visible dés 1’ajout de I’activateur et, pour les deux
expériences, la moitié de la di-ubiquitine disponible est hydrolysée des 5 minutes de réaction.
11 est donc possible qu’in vivo AMSH subisse une auto-inhibition et que celle-ci soit levée par
I’interaction avec STAM. Cependant, le domaine VHS n’intervient pas dans cette activation.

Ces résultats accentuent 1’hésitation que nous avions concernant la justesse de la constante
d’affinité mesurée entre AMSH Fl et STAM VUS et il serait judicieux de vérifier cette valeur
par une autre technique comme la titration de calorimétrie isothermique (ITC). De plus, afin
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de completer cette analyse, nous pourrions appliquer nos tests de dé-ubiquitination au
complexe AMSH/ STAM SH3 afin de déterminer si le domaine SH3 agit seul dans
I’activation d’AMSH ou si UIM est indispensable.

I11. Analyse structurale ’AMSH

Le but premier de ce travail de thése portait sur I’analyse structurale d’AMSH Fl afin de
mieux comprendre sa régulation et son implication dans la régulation des protéines ESCRT.
En effet, les conséquences d’une délétion, d’une inactivation ou d’une surexpression d’AMSH
présentées dans la littérature sont tres contradictoires. Ainsi, en ce qui concerne la dégradation
du récepteur au facteur de croissance épithélial (EGFR), McCullough et al. ont montré en
2004 qu’une délétion par siRNA d’AMSH entrainait une augmentation de la dégradation de
I’EGFR. A T’inverse, Ma et al. ont observé une diminution de la dégradation d’EGFR
lorsqu’ AMSH ne peut plus étre recrutée a la membrane en raison de la surexpression d’une
forme tronquée de CHMP3. Cependant, cet effet pourrait aussi étre directement lié a cette
modification de 1’expression de CHMP3 sauvage. La méme incohérence est présente lors de
I’analyse du niveau de protéines ubiquitinées lorsqu’AMSH est délétée. Row et al. (2006)
n’ont observé aucun effet de cette délétion dans des cellules HeLa alors que Suzuki et al.
(2011) remarquent une augmentation des protéines ubiquitinées dans la fraction membranaire
du cerveau. AMSH, qui est présente dans tous les tissus humains testés a ce jour (Tanaka et
al., 1999), pourrait donc agir de facon spécifique dans différents types cellulaires. Malgré
tout, les différents groupes travaillant sur la fonction et le réle d’AMSH au sein de la cellule
semblent s’accorder sur un point : STAM serait un des substrats d’AMSH. En effet, Row et
al. (2006) et Sierra et al. (2011) ont montré que lorsqu’AMSH est délétée, le niveau de STAM
ubiquitinée augmente. Cependant, contrairement a 1’action d’UBPY cette dé-ubiquitination
n’influencerait pas la dégradation de STAM par le protéasome. AMSH hydrolyserait donc une
ubiquitine de STAM impliquée dans d’autres fonctions que sa stabilité (Sierra et al., 2010).
De plus, lorsque la partie N-terminale d’AMSH est déstabilisée et qu’AMSH et co-exprimée
avec CHMP3, cela exerce une forte inhibition du bourgeonnement viral, alors qu’AMSH
seule ou AMSH co-exprimée avec CHMP3 sans déstabilisation de sa partie N-terminale n’a
aucun effet (Zamborlini et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Solomons et al.,
2011). Toutes ces informations semblent indiquer qu’AMSH pourrait avoir un rdle de
régulateur des protéines du systtme ESCRT et notamment STAM et CHMP3. C’est pourquoi
nous avons ¢étudié les caractéristiques structurales d’AMSH FI seule ou en complexe avec
CHMP3 ou STAM.

Malgré de nombreux essais et malgré 1’utilisation de formes tronquées ou mutées d’AMSH F1
nous n’avons pu cristalliser cette protéine. Ceci est probablement du a la flexibilité apportee
par la boucle centrale d’AMSH prédite non structurée par GlobPlot. De plus, bien que les
profils de filtration sur gel correspondent a ceux d’un échantillon homogéne, la polydispersité
n’est jamais descendue en dessous de 20% et une certaine hétérogénéité était observée sur gel
natif.
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Cependant nous avons pu analyser cette protéine en solution, a plus faible concentration,
grace a la diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS). Cette technique nous a permis
d’obtenir une enveloppe globale de la protéine et, grace aux structures cristallographiques pré-
existantes d’établir deux modeles de 1’organisation des domaines N-terminal et C-terminal
d’AMSH en solution. Ces données montrent que notre enzyme est trés allongée, entre 110 A
et 124 A. Les deux modgles obtenus varient sur la position de la partie N-terminale d’AMSH
par rapport a la partie C-terminale. Dans le modéle A I’extrémité C-terminale de I’hélice a5
est proche du domaine JAMM, alors qu’elle est & son oppos¢ dans le modele B. La valeur de
Dmax obtenue grace au calcul de la fonction P(r) est de 130 A et ceci correspondrait a la
longueur obtenue pour le modéle B. Alors, le domaine central non structuré d’AMSH se
positionnerait le long de la protéine pour relier les deux domaines structurés (figure 80).

1234

Figure 80 : Modélisation de I’enveloppe d’AMSH en solution et de 1’organisation des
domaines N et C-terminaux. Haut : enveloppe moyenne obtenue par modélisation ab initio
avec les logiciels DAMMIN et DAMAVER. Bas : Modélisation grace au logiciel BUNCH
des domaines N et C-terminaux d’AMSH, Modéle B.

Afin d’améliorer nos connaissances sur cette structure nous pourrions essayer de cristalliser
ou d’analyser en SAXS la forme plus courte de I’homologue d’AMSH chez Branchiostoma
floridae présentée dans la partie résultats. En effet, dans le méme esprit nous avions cloné et
purifié AMSH link5 mais cette construction était trop hétérogéne en solution. Ce probleme
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pourrait €tre résolu par le fait qu’AMSH BrF1 existe a 1’état naturel et comporte peut étre des
éléments de stabilisation que nous n’avons pas dans AMSH link5.

Nous voulions aussi étudier les changements conformationnels ayant lieu lorsqu’ AMSH entre
en contact avec ses partenaires CHMP3 et STAM. Pour cela nous avons aussi enregistré des
données de SAXS pour les complexes AMSH/CHMP3 ou AMSH/STAM (1 :1) en solution.
Les résultats préliminaires montrent que pour ces deux complexes le Dmax ne varie pas
significativement. Pour AMSH/STAM VUS, cela pourrait s’expliquer par le fait que
complexe ne résiste pas a la filtration sur gel et que nous avons du mélanger aprés purification
ces deux protéines et que nous ne sommes donc pas sdrs de la quantité de protéine libre ou en
complexe. Ainsi, si I’interaction entre les deux protéines est trés faible ou trés bréve, il se peut
que la majorit¢ d’AMSH soit seule en solution et que le signal de cette molécule soit celui que
nous enregistrons. En ce qui concerne AMSH/CHMP3, il se pourrait que la structure de
CHMP3 s’allonge pour étre corrélée a la structure treés allongée et treés fine d’AMSH et qu’un
réarrangement de CHMP3 ait lieu sous I’influence d’AMSH. Dans ce contexte, CHMP3
positionnerait AMSH afin qu’elle puisse hydrolyser les ubiquitines orientées par STAM
(figure 81).
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Vue de profil

AMSH

N-ter HRS
CHMP3

hélices 1-4
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Figure 81 : Hypothése de fonctionnement du complexe tri-partite AMSH/ STAM/ CHMP3.
Haut vue de profil, Bas : vue de dessus. STAM et CHMP3 permettraient le positionnement
d’AMSH a la membrane afin d’hydrolyser les liaisons isopeptidiques des chaines de
polyubiquitine ou de mono-ubiquitine attachées sur STAM.
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SUMMARY

Endosomal sorting complexes required for transport
(ESCRT) recognize ubiquitinated cargo and catalyze
diverse budding processes including multivesicular
body biogenesis, enveloped virus egress, and cyto-
kinesis. We present the crystal structure of an
MN-terminal fragment of the deubiquitinating enzyme
AMSH (AMSHDC) in complex with the C-terminal
region of ESCRT-IIl CHMP3 (CHMP3DN). AMSHDC
folds into an elongated 90 A long helical assembly
that includes an unusual MIT domain. CHMP3DN is
unstructured in solution and helical in complex with
AMSHDC, revealing a novel MIT domain interacting
motif (MIM) that does not overlap with the CHMP1-
AMSH binding site. ITC and SPR measurements
demonstrate an unusual high-affinity MIM-MIT inter-
action. Structural analysis suggests a regulatory role
for the N-terminal helical segment of AMSHDC and
its destabilization leads to a loss of function during
HIV-1 budding. Our results indicate a tight coupling
of ESCRT-IIl CHMP3 and AMSH functions and pro-
vide insight into the regulation of ESCRT-III.

INTRODUCTION

Internalization of plasma membrane receptors by endocytosis is
regulated by ubiguitination and leads o receptor soring into in-
tralumenal vesicles at the endosome giving rise to multivesicular
bodies (Babst, 2005, Saksena et al., 2007, van der Goot and
Gruenberg, 2006). The sorting process is catalyzed by ESCRTs
{endasomal sorting complexes required for transport) and thair
associated melecules (Hurley, 2008, Peel et al., 2011; Saksena
et al., 2007). Part of the same machinery is recruited by some en-
veloped viruses to facilitate budding (Bienitasz, 2009; Hartlisb
and Weissenhom, 2006, Morita and Sundgquist, 2004; Usami
et al., 2009) and dunng cytokinesis of eukaryotes (Carlton and
Martin-Serrana, 2007: Carlton and Martin-Serrano, 2009: Morita
et al., 2007 ) and Crenarchaea (Ghazl-Tabatabal et al., 2009, Lin-
das et al., 2008).

The ESCRT pathway Is linked to the activity of deubiquitinating
enzymes (deubiguitinase, DUB, or ubiguin hydrolase or deubi-
quitylating enzyme}in order to maintain a constant pool of ubig-
uitin (Komander et al,, 2008) DUB Doad has an essential recy-
cling role In the yeast MVB pathway (Amerlk at al. 2000) and
contrals the function of ESCRTs (Mikko and André, 2007), The
mammalian MVB pathway employs several DUBs including
AMSH (associated molecule with the Src homology 3 domain
of STAM, also known as STAMBP) (McCullough et al., 2004),
AMSH-LP [AMSH-like protein) (Sato et al,, 2008), and UBPY
{Ub-specific protease Y) (Alwan and van Lesuwen, 2007) Both
AMSH and UBPY are recruited early in the pathway via interac-
tion with the ESCRT-0 subunit STAM (McCullough et al., 2008;
Mizuno et al., 2008; Row et al., 2006) and their localization to
early endosomes is supported by interaction with the clathrin
heawvy chain (Nakamura et al., 2006),

Deubiguitination by AMSH is thought to precede cargo incar-
paration into MWYVE vesicles and lysosomal degradation {Alwan
et al,, 2003; Dupré and Haguenauer-Tsapis, 2001 Depletion
of AMSH was reported to increase degradation of epidermal
growth factor receptor (EGFR) (McCullough et al, 2004) In
contrast a dominant-negative form of CHMP3 prevents AMSH
localization to the endosome, which, in turn, inhibits EGFR
degradation (Ma et al., 2007} Other studies implicate UBPY in
the control of EGFR ublquitination (Alwan and van Leeuwsn,
2007; Mizuno et al., 2005, Row et al, 2006). Besides EGFR,
AMSH is involved in downregulation of the calcium-sensing
receptor (Reyes-lbarra et al., 2007), G protein-coupled receplors
{Hislop et al., 2009), the protease-activated receptor 2 (Hasdemir
et al, 2009), and the CXCR4 chemakine receptar (Sierra et al,
2010} The latter study suggests that AMSH not only regulates
cargo ubiguitination but also ubiguitination of the endocytic ma-
chinery (Sierra et al, 2010}, Furthermore, depletion of AMSH
leads to defects in cytokinesis (Mukai et al., 2008) and inactive
AMSH exeris a dominani-negative effect on retrovirus budding
(Agromayar and Martin-Serrano, 2006; Zamborini et al., 2006).

Tha N terminus of AMSH is predicted to contain a MIT domain
{Tsang et al., 2006). This Is followed by a central proline-rich
region providing the framework for STAM SH3 domain binding
(Tanaka et al., 1999), which was suggested to control the isopep-
tidase activity of the C-terminal JAMM domain, a matallo-
protease with specificity for KB3-linked polyublguitin chains
(MecCullough et al, 2006; Sato et al, 2008}, AMSH interacts
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with ESCRT-IIl CHMP1 (Agromayor and Martin-Serrano, 2006;
Tsang et al, 2008), CHMP2ZA and CHMP3 (Agromayor and
Martin-Serrana, 2008; Kyuuma et al, 2007 Ma et al, 2007;
MecCullough et al., 2006, Tsang et al., 2006; Zamborlini et al_,
2006) as well a5 Ist1 (Agromayor et al., 2009), ESCRT-II proteins
ara autoinhibited in the cytosal tBajDrﬂk et al, 200%9; Lata et al.,
2008a; Zamborlinl at al., 2006). Activation lsads to membrana
interaction (Muziol et al., 2006; Shim et al., 2007} and polymeri-
zation in vitro (Bajorek et al, 200%; Ghazi-Tabatabai et al.,
2008, Lata et al., 2008b; Pires et al., 2009) and in vivo inducing
membrane deformation (Hanson et al., 2008} Current models
implicate ESCRT-1and |lin vesicle formation (Weollert and Hurley,
2010), while the orderad assembly of ESCRT-IIl catalyzes mam-
brane fission (Fabrikant et al.. 2009; Saksena et al., 2009; Teis
et al., 2008, Wallert et al,, 2008}, ESCRT-IIl proteins contain
MIT domain interacting motifs (MIMs)within their C termini which
bind to MIT demains of VPS4 and spastin (Kieffer et al., 2004,
Obita et al, 2007, Stuchell-Brereton et al., 2007, Yang et al.,
2008,

In order to understand the structural basis of the AMSH-
CHMP3 interaction, we defined an N-terminal AMSH domain
{AMSHDC) by proteclysis that allowed the isclation of a seluble
complax with a C-terminal fragment of CHMP3. The crystal
structure of AMSHDC-CHMP3IDN reveals an unconventional
MIT domain within AMSHDC. The CHMP3 C terminus adopts
a helical conformation upon binding and the molecular details
of the interaction provide a novel MIM sequence motif. Although
CHMP3 binds with high affinity to AMSH, ESCRT-IIl CHMP1A
and B show only micromolar interactions. Mutagenesis studies
suggest further that AMSH employs a different molecular surface
for CHMP1 interaction. Structural analyses indicate that the
N-terminal helix preceding the MIT domain is mobile consistent
with data demonstrating that this region might control the activily
aof AMSH during HIV-1 budding. Although the CHMP3-AMSH
interaction site overlaps with the WP34 binding site the high Ky
renders it unlikely to be displaced by VPS4,

RESULTS

Datermination of a Minimal AMSH-CHMP3 Complex
Trypsin proteclysis of the AMSH({1-206FCHMP3 complex
described previously (Lata et al., 2008a) was used to identify
AMSH residues 1 to 146 (AMSHDC) as a stable core fragment.
N-tarminally His-tagged AMSHDC showed limited solubility on
its own but produced a monodisperse complex in association
with a C-terminal fragment of CHMP2 containing residuss 183
to 222 ([CHMP3DN). The AMSHDC-CHMPIDN complex was
purified by size exclusion chromatography and complex forma-
tien was confirmed by detection of the CHMP3DN peptide in the
alution peak by mass spactrometry.

In order to compare the affinity of AMSH to CHMP3DN with
previous measurements employing full-length CHMP3 (Lata
et al., 2008a), MBP-AMSH(1-208) was used for ITC analysis
with CHMP3DN, which produced an aquilbrium dissociation
constant (Kp)of 63 £ nM (enthalpy DH = A15.1 £ 0.09 kealimol)
{see Figures 1A and 1B available online). MBP-AMSH(1-146)
was constructed to determina whether a shorter form of AMSH
influences binding to CHMP3DN. SPR measurements with His-
MBP-CHMP3DN coupled to the chip and MBP-AMSHDC as
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Tabla 1. Data Collection and Refinemeant Statistics

Mative Sehet
Data collection
Space group P4, Py
Cell dimensions.
a=h,cid) 45,97, 206.91 45.92, 206.90
Peak

Wavelength (8)  0.8780 08795
Resolution (A) 44564175 (1.84—1_75) 60.84-2.90 (3.06-2.90)
i 0.08 (0.64) 0.14 {0.52)
115l 54 {1.2) 5.1 {1.4)
Completeness (Yo) 96,8 (100.0) 9.5 (100.0)
Redundancy 33(3.3) 4.1 @.2)
Refinement
Rasalution (A} 1.75
Mo. reflections 141,404 (20,743)
Rvaik f R 0.19/0.23
Mo. atoms

Prateln 2698

Walar 3686
B-factors

Pratein 32,56

Walar 45.55
Rmsd

Bond lengths (&) 0.02

Bond angles () 1,29

Walues in parentheses are for highest resoluton shell,

analyte revealed a Kp of 113 nM based on the assocciation
constant (k.) of 679 10° M*" 57" and the dissociation constant
tkq) of 7.64 10%4 51 confirming the high-affinity interaction
observad with the longer AMSH{1-206) construct (Figure S1C).

Structure of the AMSHDC-CHMP3DN Complex

The structure of AMSHDC in complax with CHMP3DN was
datarmined from a selenomathionine-containing crystal using
the single wavelength anomalous dispersion method and diffrac-
tion data to 1.75 A (Table 1). This resulted in a readily interprat-
able alectron density map (Figure 1A) revealing two complexes
in the asymmetric crystal unit. AMSHDC folds into a 90 A long
elongated helical assembly (Figure 1B} The N-terminal a-helical
sagment 1 folds back onto a halices 2 and § which are followed
by an extended confarmation. Helices 2, 3, and 4-5 form a three
helical bundle structure reminiscent of a MIT domain although
a break in helix 4 at lle 98 disrupts the helical continuity of the
third helix. The latter extends far beyond the core of the MIT
domain and spans a distance of 90 A (Figure 1B} However,
the conserved features of a MIT domain are evident from super-
positioning of the Ca atoms with the structure of the WPS4 MIT
domain revealing a rmad of 2.6 A {Figure 1C}

CHMP3DN residues 200-222 adopt a helical conformation in
tha complex burying the solvent-accessible surface of 1659 a2
an AMSHDC and CHMPDM, while CHMP3DM is unstructured
in solution (Figure S2A). It is likely more structured in full-length
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Figure 1. Crystal Structure of AMSH in Complex with CHMP3

&) Staren image of the exparimental electron density map obtained after SAD
phising,

[B] Ribbon representation of AMSHDC (@lue) in complex with CHMP3DON
residues 200222 (yellaw]

(C) Crverlay of the Ca atoms of AMSHDC (plua) with the VPS4 MIT domain
PDE 209 igraen ribbon)

CHMP3, since the overall helical content is slightly higher far full-
length CHMP3 (0% a-helical comesponding to 133 residues)
comparaed with CHMP3(8-183) (8% a-helical corresponding
to 119 residues) (Figure S2B), although both proteins reveal
similar melting temperatures of $ 60 C indicating that the C
tarminus does not contribute substantially to the stability of
CHMP3 in the auteinhibited form (Figure S2C) CHMP3DN inter-
acts with the MIT domain of AM3H diagonal along a groove
made up by helices 3 and 4/5. The orentation of interaction is
parallel with respect ta the positions of both © termin (Figurs 1B).
CHMP3DN residues 184-19% do not contribute to the interaction
and are disordered in the structure. The complex is stabilized by
a hydrogen bond betweasn Glu207 and TyrB0 and salt bridges
between Glu203-Lys88, Arg216-Glu10d4, and Arg221-GluT2.
The last C-terminal residue, Ser222, of CHMP3 is capped by
AMSHDC Lys107, which forms a sall bridge with the carboxyl
group of Ser222 and hydrogen bonds with the carbonyls of
Thr219 and Lew220 (Figure 2A) Hydrophobic contacts play
a minor rale and include Leu210 interactions with lle71 and
Tyr80 as well as Leu220 contacts with AsnB4 and Lys107
(Figure 2B} Mutagenesis of AMSH interface residues LysS3,
Glu104, and Lys107 to Ala confirmed the imporance of the
sall bridges and hydrogen bonds for interaction. While
AMSHDC-K884A recovered a faint amount of CHMPS in a pull-
down, AMBHDC-E104A and AMSHDC-K107TA failed fo pull
dawn CHMP3 (Figure 2C). The effact of the mutations on binding
were confirmed by SPR. AMSHDC-KB8A produced a Kp of
1.2 oM (ky 28 £ 0094 10* M 57 and ke of 3.1 + 0,033
10*7 57 and AMSHDC-E1044 a Kp of 5.2 m (k, 0.42 + 0.016
10° M 57" and ky of 2.2 + 0.029 10*® ') Thus, bath mutations
reduced binding by a factor 30 and 130, respectively, compared

c
£

gl ! HE-AMEHAC Hig-AMSHAT and CHMFPS
O WT HBbA ElgdA K074 T KBAA E104A KI0TA

50-

T

5

20.

Figura 2. Tha CHMP2N-AMSHDG Interaction Is Dominated by Polar
Conlacls

iA) Closeup of the CHMP3I-AMSH mieractions. Hydrogen bonds and salt
bridges alang the CHMPS helical Segment mediale high-affinity infersction,
B) Sequance alignment of the C-lterminal regions of CHMPS3, CHMP1A
CHMP18, and CHMPZA. CHMP3 residuas contacting AMSH are indicatad by
red astarisks (palar contact), blue asterisks (man chain polar contacts), and
blaczk asierisks (hydrophobic contacts).

IC) Pull-denwn of CHMP3 by wild-type and mutant His-AMSHDC confimms the
esseniial rale of polar nteractions, The lel panel of the SDE-PAGE shows the
inpul protesns and the right panel the pull-down of CHMP3 by wild-type and
mutant His-AMSHDC, as indicated. The KBBA mutand reveals a strongly
reduced interaction with CHMP2 and the E104 and K10TA mutants show
a complete loss of interaction n this assay.

with the 40 nM Kp of wild-type AMSHDC employing the same
SPR setup. Natably, the mutations did not change the cellular
localization when introduced into GFP-AMSH(D348A) (Fig-
ure 33), indicating that they did not alter the overall structure.
Previous crystal structures of MIT-CHMP interactions reveal
an important role for hydrophobic ESCRT-11 MIM residues
(Kieffer et al., 2008; Obita et al., 2007; Stuchall-Brereten et al.,
2007; Yang et al.,, 2008), while the AMSHDC-CHMP3DN struc-
ture highlights the importance of polar interactions leading to
a novel MIM sequence motlf (Table 2). Because CHMP1A,
CHMP1E, and CHMP2A were reported to interact with AMSH
(Agromayor and Martin-Serrana, 2006; Tsang et al,, 2006), the
limited saquence conservation with CHMP3 (Figure 2B) pre-
dicts that either they bind AMSH similarly, but with lower affinity,
or they use a different strategy for interaction. Accordingly SFR
measurements showed a much lower affinity for CHMP1A and
CHMP1E interaction with AMSH (Figure 51D). Both GST-
CHMP1ADM and GST-CHMP1BDN bound to the analyte
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Tabla 2. ESCRT-II MIT Comain Interacting Motifs

BN LxsRLxxLR a2 3 CHMP1E, 28 VPS4 (Stuchell-Breraton et al., 2007)
i EizExaW xV naRLKTLRX a3 45 CHMP3 AMSH

M EfDic; L RLcLKIR a2 3 Vps2, Did2 VPS4 (Obita &t al., 2007)

MiM2 W xLPxVPSxoLP al 3 CHMP4, & VPS4 (Kieffer et al., 2008)

M2 Rl xPHLPAPP al 3 Saci1337 Saci1372 (Samson et al., 2008)

MiM3 S TSx A EQ D SxRY al 3 CHMF1B spastin (Yang ef al,_ 2008)

Thix malils have been either reported in the cibed literalure or deduced frarm the structeees reporting the corresponding conlact residues,

MBP-AMSH(1-206) with Kps of 1.49 and 1.16 mM, respectively,
based on the associalion constants (k) of 3.89 + 0.06 3
10 M ' s [CHMP1A)and 2.52 £ 0.03 3 10° M 57" (CHMP1E)
and the dissociation constants (k) of 5.81 £ 0.09 3 10" s
{CHMP1A) and 292 + 008 3 10 ' ([CHMP1B). Probing
AMSH mutants AMSHDC-K88A and AMSHDC-E1044 for
CHMP1B interaction demanstrates that both mutants are still
capable to pull down GST-CHMP1BDN (Figure S1E). this might
indicate that AMSH employs different interaction surfaces for
CHMP1B and CHMP3. Furthermore the AMSH binding site over-
laps with the VPS4 site on CHMP3 (Table 2) (Obita et al,, 2007,
Stuchell-Brereton et al_, 2007}, consistent with the finding that
AMSH CHMP2 and VP54 binding are exclusive (data not shown).

Structural Homaology of the N-Terminal Damains

of AMSH and USP8

A search for homologous structures (Dietmann et al., 2002) re-
vealad high similanty to the N-terminal domain of the ubiguitin-
specific protease 8 (USPS, also known as UBPY, Ublguitin-
specific protease Y) (dvvakumow et al.. 2006) as evidenced by
the rmsd of 2.9 A upon overlay of the Ca backbone (Figure 3A).
The main difference between both structures is the detachment
of the N-terminal segment including a helix 1 from the core,
which mediates dimerization in case of USPE [Avvakumov
at al., 2006). The N-terminal region (residues 1-27) of AMSH is
only stabilized by a hydrogen bond between Hisd4 and Glus?
and a salt bridge between Argl4 and Glui17 (Figure 3B)
Although the N-terminal sequence of AMSH and UBPY diverge
substantially (Figure 4), it is possible thal the M terminus of

Figure 3, Superposilioning of the Ca Atoms of AMSH and UBPY
Reveal a Regulatory Role of the N-Terminal Regions of AM3H and
UBPY

i) Ribban representation of the Ca overlay of AMSHDS {bhee] and UBPY
igreen) {FDB code ZA3U)

(8} Clzse up of the two main contacts batweaan AMSH helix 1 and helices 3 and
5 of the cors,

AMSH might be able to detach and adopt a similar conformation
as in case of UBPY and vice versa tha N terminus of UBPY might
attach to the core as observed for AMSHDC. Thus the two
conformations observed in both structures might be part of
a common conformational control mechanism of AMSH and

USPE/UBPY.

The N-Terminal Helix 1 of AMSH Is Required
far HIV-1 Budding
It has been previously shown thal expression of catalytically
inactive AMSH fused to GFP or YFP alone or in coexpression
with full-langth CHMP3 induces a dominant-negative effect on
HIV-1 and MLV budding [(Agromayor and Martin-Seqrano,
2006, Zamborlini et al.. 2006). Expression of catalytic inactive
GFP-AMSH(D348A) had a mild effect on the kinetic of HIWV-1
release as indicated by the accumulation of the Gag cleavage
intermediates CAp2 and p41 (Figure 54, rght panel, lane 3)
that define late assembly defects (Garrus et al., 2001; Gottlinger
at al, 1921). Howevar, cosxpression of GFP-AMSH(D3484) with
CHMP3-Flag almost completaly blocked HIV-1 release as indi-
cated by the absence of CA in the supematant [Figure 5A, |eft
panel, lane 4) and the enhanced defect in Gag processing (Fig-
ure 5A, right panel, lane 41 Motably the intracellular distribution
of GFP-AMSHID348A) resembles that of wild-type AMSH-HA
when coexpressed with CHMP3-Flag (Figures 6A and 6B ). Muta-
tion of the N-terminal residues HisdAla and ArgldAla that
stabllize the interaction with the core (Figure 3B) within GFP-
AMSHID348A) leads to the loss of the dominant effect when ex-
pressed alane or in combination with CHMP3-Flag as indicated
by the wild-typa-like release of CA into the supernatant and
normal intracellular Gag processing (Figure SA, lanes 5 and 6).
GFP-AMSH(D348A-HAR14A) expression levels were slightly
reducad in comparisan to GFP-AMSH(D348A) (Figure 54, lower
panel)l GFP-AMSH|D348A-HAR14A) expression was also
altered from mastly cytoplasmic staining to accumulation at
a perinuclear region without notable concentration of CHMP3-
Flag {Figure 8C) Because the previous experiment showed
that a strong dominant-negative effect of GFP-AMSHID3484)
depends on CHMP3 expression, we lested whether GST-
CHMP3{151-222) can pull down the N-terminal mutant {GFP-
AMSH[D348A-H4R14A]), which is no longer the case. Only a faint
band could be detected for the N-terminal mutant in comparison
o GFP-AMSH(D348A). Motably GFP-AMSH{D348A-HAR14A)
showed a lower expression level than GFP-AMSHID348A)
{Figure 5B).

Expression af N-terminally MBP-tagged full-length AMSH in
Escherichia coli produced polydisperse AMSH, while racom-
binant AMSH expressed without tag was monodisperse,
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UBPY

Figure 4, Ssquence and Secondary Struclure Mignment ol AMSH, AMSH-LP, and UBPY

Human AM5H [accession code ASDOS0AT) residues 1-146 wera aligned to the comasponding fragmants of AMSH-LP [accession coda BACTTTEE ) and UBPY
[Accession code AM10531), Residues canlacting CHMPS are indicaled wilh blue iriangles, Nole that the CHMP3 conlac! residues are conserved baetwesn AMSH
and AMSH-LF bul nat UBPY. Secondary structures are shown for AMSH and UBPY (FDE code ZASU)

indicating that N-terminal fusions of AMSH induce tha formation
of polydisperse AMSH in vitro (Figure 54). This led us to perfarm
the HIV-1 budding assay with catalytic inactive AMSH containing
a C-terminal HA-tag instead of a N-terminal GFP-tag in the pres-
ence and absence of CHMP3 expression. The resulis indicate
that expression of the catalytic inactive AMSH{HHz3s 43700
HA or CHMP3 alone has no effect on virus particle production
as measured by the detection of CA in the supematant (Fig-
ure 5C, left panel, lanes 1A3). Only coexpression of bath proteins
leads to a slight reduction in viron release and defects in intracel-
lular Gag processing (Figure 5C, lanes 3 and 4] This minor
assambly defect Is lost, when AMSH{HH s 53700 FHA contain-
ing the N-terminal double mutant (His;Ala, ArggeAla) is co-
expressed with CHMP3 since no reduction in particle production
is observed, consistent with the lack of intracellular Gag pro-
cessing defects (Figure 5C, lanes 5 and 6). The expression levels
of AMSH constructs were comparable (Figure 5C, lower panel)
and AMSH(HH 325 22,00 FHA shows cytoplasmic staining when
coexpressed with CHMP3, similar to wild-type AMSH-HA (Fig-
ures B0 and 6E). This indicates that the N-terminal fusion of
GFF is respansible for the dominant-negative effect of catalytic
inactiva AMSH when coexpressed with CHMP3 and this function
is lost upon destabilization of the N-terminal region, indicating
that the Hisd4Ala and Arg14Ala positions are impoertant for sup-
porting the dominant-negative effect.

DISCUSSION

Daubkguitinating enzymaes (DUBs) AMSH and UBPY targeting
ESCRT-IIl play an important role in ESCRT-regulated processes

(Komander st al,, 2008; McDonald and Martin-Serrano, 2009,
Railborg and Stenmark, 2009) and many ESCRT-1II interaction
partners recognize sequence motifs located within the C ter-
minus af ESCRT-IIl family members (Agromayor and Martin-
Serrano, 2006, Obita et al., 2007, Scotl et al., 2005, Stuchal-
Brereton et al., 2007, Yang et al, 2008, Zamborlini et al,
2006 The crystal structure of AMSH in complex with CHMP3
demonstrates that the C-terminal CHMP3 MIM adopts a helical
confarmation, which s Induced by complex formation, since
the same peptide is unstructured in solution. However our CD
analysis also suggest that part of it might be structured within
full-length CHMP3 and thus contribute to the autoinhibited
conformation of CHMP3 (Bajorek et al, 2009; Lata et al,
2008a; Zambaorlini et al., 2006). The structure of AMSH contains
a region that resembles a MIT domain as predicted (Tsang et al.,
2006}, which interacts with the CHMP3 MIM. However, we
proposs that the structure does not qualify as a classical MIT
domain (Scott et al,, 2005), due to the presencea of an N-tarminal
ragion including helix 1 and because of the 90 .\i—lung axtension
of helix 5 (corresponding to helix 3 of a MIT domain). This is
further supported by the poor solubility of the MIT-like domain
of AMSH on ils own and by AMSHDC lacking helix 1 in vitro
(J.5. and WW., unpublished data). However, the general mode
of target recognition is similar to that of MIT demains. CHMP3
binds in a helical conformation diagonal along a groove made
up by helices 3 (VPS4 MIT helix 2) and 4/5 (VPS4 MIT helix 3).
The AMEBH-CHMP3 interaction site resembles VPS4 interactions
with CHMP1A or yeast Vps2p, which employ helices 2 and 3 for
the racognition of a shorter helical motif (MIM 1) {(Stuchall-Brere-
ton et al., 2007) (Obita et al., 2007} In contrast the spastin MIT
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Figure 5 Calalylic Inactive AMSH and CHMP3 Expression Inhibil
HIv-1 Budding

A (Ledt panel) Exprassion of calalylicaly insctive GFP-AMSH Dy A) exerts
a sirang effect on HIV-1 budding when coexpressed with CHMP3 Janes 3
and 41 In contrast expression of GFP-AMSHDaaeA-HA-RoA) alone of in
combination with CHMP3 has no affact on budding {lanes 5 and &)comparabla
to vector exprassion {lane 1)or CHMP3 exprassion alone flane 2}, (Right panal)
Wasiern blot revealing the intracelular Gag processing. Only expresson of
GFP-AMSH DLl alane and together wilh CHMP3 show @ defect in infra-
celular Gag processing lanes 3 and 4) while the N-terrminal mutant GFP-
AMSH{D24p8 HoA- Ry 4A) resembles the negative contral Jane 1) and CHMPE3
axprassion fane 2 (Lower panal) wester blot showing the expression levels
of the AMSH constructs.
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domain interacts with a helical segment of CHMP1B via its
helices 1 and 3 (Yang et al., 2008). The same groove between
helices 1 and 3 is employed by VPS4 to bind the CHMPS
MIM2 motlf (Kieffer ot al_, 2008) and by Vpsd (Sacl1372) from
Crenarchasa to interact with the MIM2-like motif present in
tha ESCRT-lIl-like protein Saci1371 (Samson et al., 2008). The
ganeral MIT-MIM contacts range from mostly hydrophoblc
interactions observed in the VP34-CHMP1A, Vpsdp-\VpsZp,
VPS4B-CHMPE and Saci1372 (Vpsd-like}5aci1373 (ESCRT-1I-
like) complaxes (Kieffer et al., Z008; Obita et al., 2007; Samsaon
et al., 2008; Stuchell-Brereton et al., 2007) te a mixture of polar
and hydrophobic interactions in case of spastin MIT and
CHMP1B (Yang et al., 2008)to mostly polar contacts dominating
tha AMSH-CHMP3 complex. Thus, the structure of the AMSH-
CHMP3 complex extends the diversity of MIT damain interaction
surfaces for peptide ligands.

AMEH was reported to Interact not anly with CHMP3 bul also
with CHMP1A/B and CHMP2A (Agromayor and Martin-Serrano,
2008). SPR measurements show that both CHMP1A and B
interact with low micromaolar affinities with AMSH. The low
sequence conservation between CHMP3 and CHMP1AB and
the fact that two AMSH mutants that show up to a 130 times
lower CHMP3 binding activity still interact with CHMP1B, indi-
cate that CHMP1 and CHMP3 binding sites do not overlap.
Thig is further indirectly supported by the low sequence similarity
betwean AMSH and UBPY. although both bind CHMP1A/B
{Agramayar and Martin-Serrana, 2006, Row et al., 2006

The 5 60 nM K, for the CHMP3-AMSH interaction is to date the
highest Ky reported for an ESCRT-III MIM-MIT interaction. In
contrast spastin-MIT binds to CHMP1A with a Ky of 12 i Ky
{Yang et al., 2008) approximately three times higher than the
$ 30 m determined far the VPS4-MIT-MIM1 and MIM2 interac-
tions (Kieffer at al., 2008; Obita et al., 2007; Samson et al., 2008,
Stuchell-Brereton et al.. 2007) The high-affinity interaction
between CHMP3 and AMSH is mainly mediated by six salt
bridges along the CHMP3 helix compared with two salt bridges
in case of the spastin-MIT-CHMP1E interaction. Furthermora tha
total solvent-accessible surface area buried upon complex
formation is 1650 A® (20 residues) compared with 1946 A® (24
residues) of the spastin-CHMP1B complex (Yang et al., 2008)
and 1238 A2 {15 residues)for tha Vpsd MIT-Vps2 complex (Obita
et al., 2007). The impartance of CHMP3 Arg216, which makes
a double-dent salt bridge with AMSH Glu104 and of an intact
CHMP3 C terminus, has been documented by mutagenesis

(8] Pull-deown of GFP-AMEH{DL.A) (anes 1 and 3) and GFP-AMSH(D, A
HaFyaArHA (lanes 2 and 4) with GST flanes 1 and 2} and with GET-
CHMP3(151-222) Janes 3 and 4). Tha wastern blot below shows the axpres-
sion pattem of both GFP-AMSH constructs, and the panal on the side shows
the protein inpul used for the pull-down,

() (Left pansl) Expression of catalylically inastive AMSHHH 5 500 HA
exearts amild effect on HIV-1 budding when coexpressed with CHMPS (lanes 3
and 4}. In contrast exprassion of AMSH{HH s 0-00-H Ry ARHA alone or in
combinatizn with CHMP3 has no effect on budding {lanes 5 and &). {Right
panel) Westarn blot revealing the intracelular Gag processing. Only expres-
sian of AMSH{HH, s 5 GO HA and CHMP3 shaw a defect inintraceliuiar Gag
pracessing  {lane 41 while the Melesrminal mulant resembles thal of
AMEH{HH 3 35 30700 FHA expression fane 3) or the vector control Jane 1)
(Lower panal) Westemn blot revealng similar expression levels for the diffarent
AMSH constructs.
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MP3-Flag

CHMP3-Flag

Figura 6. The H4, R14 Mutations in Combination with GFP Alter the
Cellular Localizalion of AMSH when Coaxpres
4] CHMP3-Flag and AMEH-HA,

B] CHMP3-Flag and catalylic inactive GFP-AMSH{D3484)

IS CHMP3-Flag and calalylic inactive GFP-AMSH(D34BA-HIA-R14A]L

D} CHMP3-Flag and inaclive AMEH-HA camrying the mutations H3350 and
H3370. which render it catalytic inactiva &s well as tha N-terminal mutations
H44 and R14A, Tha scale bar is 10 mid

ed wilh ©

analysis. Notably, deletion of residues 221 and 222 |lead to a loss
of interaction (Zamborlini et al., 2006) consistent with the struc-
tural details revealing that CHMP3 Arg221 forms a salt bridge
with AMSH Glu72 and the carboxyl group of the C-terminal
CHMP3 Ser222 contacts AMSH Lys107 via a salt bridge. Vice
versa we show here that mutagenesis of AMSH residues
Lys&&, Glu104, and Lys107 abrogates CHMP3 binding in vitre.
In yeast, Doad DUB activity has been genetically linked to Snf7
(CHMP4) and Brod, which leads to endosomal recruitment after
ESCRT-IIl assambly (Luhtala and Odorizzi, 2004) (Amerik et al.,
20081 It is thus conceivable that AMSH is also recruited to
ESCRT-IIl polymers assembled on cellular membranes (Saksena
el al,, 2009, Teis el al,, 2008). The helical extension of the MIT
damain could then serve as a long arm to position the DUB
activity (Sato et al., 2008) =20 nm away from the ESCRT-Il poly-
mer (Figure 7). thus reaching into the vesicle formed by ESCRT-1
and Il (Wellert and Hurley, 2010) for deublguitination of carge.
The MIM 1 sequence motif responsible for VPS4 interaction
(Stuchell-Brereton et al, 2007) overlaps with the CHMP2-
AMEH binding site and superpasitioning of the VPS34A-CHMP1B
and VPS4B-CHMP2A structures with AMSH-CHMP3 demon-
strates the overlap of the binding motifs, which prohibits simulta-

re 7. Molegular Model of AMSH in Complex with Membrane-
Wed CHMPS

AMSH cam be recruited to mambranes aary inthe ESCRT pathway via ESCRT-0
Stam. This rmight be independent of ESCRT-1Il CHMP3 interaction or bath
processes could be linked. HAMSH interacis with aclivated CHMP3 present in
ESCRT-Ul polymers on membranes, the DUB activity could have an action
radius of =30 nm dua ta the long halical arm of AMSH and the flexible linkage of
tha CHMPE MIM to the core of CHMP3-mediating ESCRT-II polymarization.

necus binding of AMSH and VP54 to CHMP3. Although we do
not know the sequence of recruitment, it is most likely that
AMSEH has to be released from CHMP3 before interacting with
VPS4, Since the AMSH interaction is $ 300-fold tighter than
VPS4 binding, a specific mechanism must exist such as potential
conformational changes that release AMSH fram CHMP3 befors
it becomes a target for YPS4-driven ESCRT-Il disassembly
(Babst et al., 1998).

The structure of AMSHDC resembles the structure of the
M-terminal domain of USPB/UBPY, a DUB acting in the ESCRT
pathway (Awvakumov et al, 20068). This structural similarity is
not evident from the low seguence similarity of AMSH and
UBPY, One notabla structural differance is however the different
confarmation of a short N-terminal segment that is attached to
the core of the monomer in case of AMSHDC and is detached
in UBPY-mediating dimerization in the crystal (Svwakumay
et al, 2006) MN-terminal fuslons of catalytic Inactive AMSH
have been shown previously to exert a dominant-negative effect
on HV-1 and MLV budding (Agromayor and Martin-Serrano,
2006; Zamborlini et al., 2006), which was confirmed by our
assay. However, destabilization of the N terminus by structure
based mutagenesis led to the loss of the dominant-negative
effect indicating that an intact W terminus is important for
budding inhibition, which corelated with the ability to interact
with CHMP3, Since we cbserved the dramatic effect of the
N-terminal MBP fusion on the oligomenzation states of AMSH
in vitra we reexamined the role of AMSH in HIV-1 budding by
using C-terminal-tagged versiens of AMSH. This showed indeed
that catalytic inactive AMSH-HA has no effect on HIV-1 budding
and only a mild effect upon cosxpression with CHMP3, which
was abrogated by the AMSH mutations that destabilize helix 1
interacticn with the core, We conclude from these resulis that
{1) M-terminal fusicns of AMSH change the function of AMSH,
which renders it dominant negative in combination with its
ESCRT-lIl binding partner CHMP3. This function requires an
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intact N terminus and is disturbed by His4 and Argl4 muta-
tions. (2) Destabilization of the M terminus is not sufficient to
induce a strong dominant-negative effect of AMSH-HA, indi-
cating that mutations of Hisd and Argi4 interfere with the
structural changes required to become dominant negative. In
summary we have provided structural principles of a novel
MIT-like MIM interaction. The structural and functional analyses
demonstrate that conformational plasticity of the N terminus
might play an important role in the regulation of AMSH activity.
This might entail activation of the catalytic activity by either
STAM binding (McCullough et al., 2008) or other regulatory
factors.

EXPERIMENTAL PROCEDLURES

Claning, Expression, and Furification of AMSH and CHMP3

AMSH containmg residues 1-206 (AM SH(1-206)) was expressed and purified
as described (Lata et al., 2008a) AMSH(1-206) in complex with full-langth
CHMP3 (Lata et al,, 2008a) was subjected to limited protealysis with trypsin
at a 1:500 {w/w) ratio and bands were separated an a 129 SDS-PAGE. A
praminent smaller fragment of AMEH was analyzed by mass fingerprinting
and mapped 1o residues 1-148 (AMSHDC) AMSHDC was cloned into the
wactor pPROEX HTa (nwitrogen} and into a modified wersion of the
pMalC2G-TEY vactor Brachar and Weissanhom, 2002)to produce His-tagged
AMSHDC and MBP-AMSHDC, CHMPM183-222) was clonad into the vector
pBADM-21 {His-MBP fusion prolein with TEV protease cleavage sile) lo
praduce His-MBP-CHMPIDN, Full-length AMSH was cloned into pMalC2G-
TEV MEF-AMSH) and tag-less AMSH was elaned inlo vestor pASK-IBA43-
plus. CHMP1A fresiduas 123-196) and CHMPIB fresidues 126-199) wera
cloned inte vector pGEX-TEV. His-AMSHDC, MBP-AMSHDC, His-MBP-
CHMP3ION, MBP-AMSH, AMEH, GST-CHMP14, and GST-CHMP1E ware ax-
pressed in E coli cells BL21 codan® or E. coli Rosetta, MBP-AMSH and AMSH
expression in E. coli was induced al 16 C ovemight, AMSH mulations KBaa,
E1d4a and K10TA were infroduced into Hes-tagged AMSHDC and GFP-
AMSH{D3484) by using standard mutegensasis proceduras.

Hig-AMEHDC was solubilzed in buffer A 20 m# Tris [pH 8.5), 100 mbd NaCl)
and purified on a Ni**-Sepharose column, His-MBP.CHMPION was purified in
buffer A& on an amylase colemn, which produced mikteres of His-MBP-
CHMP3ON and truncated forms corresponding o ree MBP. For ITC and CD
analyses, His-MBP-CHMPION was further purified by anion exchange chro-
matography follewed gel filtretion chromatography on a Superdex-75 (GE
Haalthcare) column in buffer A, GET-CHMP 14 and GST-CHMP1BE were puri-
figd an & glutathione column in PES buffer followad by gal filtration chromatog-
raphy in PBS bulfer. His-MBP-CHMPIDN and His-AMEHDC were mixed in
a 21 molar rafio and the tags were cleaved by TEV prolease cleavage
4 . Hiz tags and uncleaved proteins were removed by passing the complex
ower @ M -Sepharose column in buffar &, A final purification step includad
a gel filtration on & Superdex-T5 column in buffar B (10 m HEFES [pH 8.0,
100 mM MaCll. The complex was concentrated {o 3.3 mg/ml. Selenomethio-
nine subsifuted His-AMSHDC was produced as described [Doublié, 1997)
ard the comples with CHMP3DN was purified as described above Tar the
native complex and concentrated to 3.6 mg/ml. MBP-AMEHDC was purified
in buffer A on an amylese affinity column in buffar & coupled to a sacond puri-
fication step on a Supardex 75 gel filration column in buffer A MBP-AMSH
was punfied on an amylese column in buffar © 20 mM Tris [pH 8.5], 100
MaCil) fallowed by gel fltration in bufler G AMSH was purified on a O Saphar-
ase salumn in Bulfer D (25 mM Tris [pH B8], 25 mM MaCl) by apglying a NaCl
gradient in bufler D. Further purification ineluded a gel filbration on & Superdesx
200 column in buffer C. His-tagged AMSHDC mutants wera punfied as wikd-
type AMEHDC in buffer A {30 mbd Tris [pH 8.5], 100 mM NaClyon & M-
Segharose column followsd by gel filtration on superdex-7T5 in bufier B. Tha
experimental conditions for the pull-downs are described in the Supplemantal
Exparimantal Procedures,

lsothermal titration calermetry and swiace plasmon resonance experi-
ments were camad out as descrbed m the Supplemantal Exparimantal
Procaduras.
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Crystallization, Diffraction Data Collection, and Structure Solution

af AMSHDC in Complex with CHMPIDN

Initiad crystalization condibons for the AMSHDC-CHMP3DN complex o
3.3 mg/ml were determined by using 200 ol siting drops and 1.9 M sodium
malonate as resanvoir solutien. Crystals wera improved by mixing the comples
at 7.2 mgdmiwith an equal voluma of 2.2 M sadium malenate, which rasuited in
microcrysials. Larger crystals ware grawn by sireak seeding the microcrysials
inbe fresh drops miked with 1.8 1o 2.2 M sodium malanate. Crystals grown in
1.8 M sodium malonat e were Tash-Trozen n liguid nitregen in the crystallization
bufler supplemented with 30% glyceral as cryoprotectant. A native data set
wes collected at 1.75 A resolution at the ESRF beam line (Grenobla) ID-14-4.
Selanomathiona substitutad AMSHDC in complax with CHMPIDN was crys-
talizad as describad abova for tha nativa complex, except that several rounds
of seeding were required Lo obtain diffraclion qualily crystals, A single wave-
lenglh anamalous dispersion (SAD) data sat was collecled al 100 K al beam
i 1D14-4 [ESRF, Grenabile) al the peak wavelength of the selenium K adge
fwavelength 0.8795 Ay The dats wers processad with MOSFLM (Leslie,
1992} and Scala (CCP4, 1084; Evans, 2006). Tha crystals balong to space
group P4, with it call dimensions of a, b = 45,57 A, © = 206,91 A and two
complexes per asymmetnic unit, Dala were inilally analyzed wsing the Aulo-
Rickshaw platform at EMBL Hamburg (Panjiar e al,, 2005). Selenien sites
were localized at a resclution of 2.8 A with the program SHELXD (Schneidar
and Sheldrick, 2002, The correct hand for the substructure was detarminad
uging the programs ABS (Hao, 2004) and SHELXE (Shaldrick, 2002} Inital
phasas wers calculated after density modification wsing the program SHELXE
(Shekirick, 2002} and medel building was perfermed with the program ARP!
WARF [Permakis el al., 1989). This iniflial model was used a3 a search madel
for mokecula replacemant with MOLREP (CCP4, 1994) employing the native
data to 1.75 A resolution. Automatic modsl building wes complated with
ARP/wARF (Parrakis et al., 1999) manual modal building using COOT [Emsley
and Cowtan, 2004) and refinement with the program Refmac Murshudoy
el al,, 1997} The sinuclure contains AMSH residues 2-142 and CHMP3 resi-
dues 200 te 222 and was refined 1o an R factor of 19% and an Ry, of
23.0%. 39.67% of the residuss are within the mos! favored and allvwed
regions of a Ramachandran plot (COP4, 1934). All modacular graphics figures
wera genaratad with FYMOL (W, Delano; htp: i www pymal.orgr L

Analysis of Virus Particle Production

2937 cells (1.2 3 10°) ware saeded into T25 flasks and transfected 24 hr later
using & caltium phosphata precipitation tachnsque. The cultures ware trens-
fected with 1.5 mg HXBH10, which encodas WT HIV-1, together with GFP-
AMSHID348A) Zambarini el al, 2008) or GFP-AMSHDISEANHIR1LA)
andior peDMAS, 1 veclors exprassing CHMPI, AMSHMHH 4 300FHA or
AMSHIHH 35 5700 HA harboring the Hy Ry, A mulations or the appropriate
ampty vectar (0.5 ng each) Tha total amount of iransfected DMA was brought
to & my with camar DNA (pTZ18U) Twenty-four hours efter ransfection, the
cels ware lysed in RIPA buffer (140 mM MNaCl, 8 mM NaHPO,, 2 mi
MaH.POy,, 1% Monidel P-4d, 0.5% sodium deaxyeholse, 0.05% S0S), and
the culture supernatants were cladfied by low-speed centrifugation and
pasaagead through 0.45 min filters. Wirons released into the medium were pal-
leted through 20% sucrese cushions and analyzed by SD5-PAGE and westem
blotting with anti-HIYV CA antibody 183-H12-5C (Chasabro at al, 1982
Protains in the ced lysates were detactad by westem blotting with anti-HIV
CA andibady or rabbil anli-GFP serum (Molecular Probes) The pull-down of
GFP-AMSHDI4EA) and CFP.AMSHDI4EAIHARIAA) emplaying GST-
CHMP3[151-222 ) was performed as described (Zambaorlini et al., 2006,

Immunofluarescence Analysis

PeDMAZ. 1 expression canstructs of wild-type AMSH-HA AMSHHH, o5 00}
HA earrying the Hisd and Argld fo Ala mulations, CHMPI-Fag and
GFP-AMSH{D348A), GFP-AMSH{DIBA-HAR144), GFP-AMSH{D348A-KEAA),
GFP-AMSH{D348A-E1044), and GFP-AMSH(DA48A-K1074) were transfactad
inte 253T calls using standard methods, For indirect immanofluorescance
(IF 23T el were cullured on coversdips and fixed with 4% paraformaldehyde
for 20 min al 4 C. The GFP constructs were directly visualized and Tor the ather
constructs coverslips were incubated with anti-HA-teg or anti-Flag-tag anti-
bodies in PBS for 1 br, at room temperature. Slides ware weshad three times
with PBS. followead by the secondary antibody incubation at room temperatura
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for 1 hr {exadf8 or 594 cougled anti-mouse or anti-rabbit goat antibedies in
PBES) Aflerihreewashes wilh PES, Shdes were maunbed in Mowiol and analyzed
by confocal microscopy.
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Introduction

Enveloped viruses assemble at cellular membranes,
which provide the newly formed virus envelope. Vira
proteins bend membranes into vesicular structures during
assembly and use either their own or cellular host proteins
to catayze membrane fisson, an important energetic
barier associated with virion release. The host cell
may provide the blueprint for fission, since many mem-
brane trafficking processes require a membrane fission
step. Schematically, cellular vesides have an extracellu-
lar, lumina or cytoplasmic content and come in two
flavars. First, protein-costed vesicles, such as dathrin-
cozted endocytotic vesicles [1], COPI-coated or COPII-
coated vesicles that bud off Golgi and ER membranes,
respectively [2,3] or retromer-coated vesclesin the retro-
grade pathway [4]. Second, non-coated vesicles such as
those retrieving for instance GPl-linked or glycolipid
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receptors from the plasma membrane [5] or vesidles that
bud into the lumen of endosomes producing multivesi-
cular bodies [6]. Clathrin-costed vesicles recruit helica
dynamin polymers at the membrane neck connecting the
vesicle and the donor membrane [7 8 ). GT P hydroly-
sis then leads to polymer twisting and neck constriction
[9], which setsthe stage for membrane fission occurring at
the frontier between the narrow dynamin coated mem-
brane and the coexisting bare membrane with a larger
diameter. Additiondly, fisson kinetics is affected by the
mechanical properties of the membrane (tension and
bending rigidity) [10 ]. Dynamin has been aso impli-
cated in the budding of caveclae [11] and dynamin-like
molecules catalyze mitochondrid fission [12]. An aterna
tive model for vesce fission stipulates that proteins
containing amphipathic helices can induce fission by
hydrophobic insertion; in the case of N-BAR doman
proteins, this effect is modulated, by an antagonistic
relationship between these helices and BAR-doman
scaffolds [13 7,14]. In contrast, vesicle budding into the
lumen of endosomes is organized by endosoma sorting
complexes for transport (ESCRT ) [6,15]. Because endo-
somal vesicle budding is topologicaly similar to envel-
oped virus budding, some of the enveloped viruses hijack
part of the ESCRT machinery to escape from host cells
[16-18]. Here we review membrane fission release of
enveloped ssSRNA viruses catayzed by the ESCRT
machinery or by ESCRT -independent pathways. In order
to place virus release and membrane fission into the
context of membrane biophysics, we first summarize
genera physical principles of membranes favoring fission
and relate these principles to ESCRT -dependent and
ESCRT -independent budding processes.

Physical properties of membranes influencing
fission: phase separation and line tension

In vitro experiments and theoretical approaches have
shown that lipid domans in membranes can induce
membrane bending and fission from gquasi-flad mem-
branes due to the constrictive line tension at the edge
of the domains [19 ,20]. L aterd tension in membranes
limits this pinching-off effect, asit favors flat membranes
[19]. In the case of tubular geometries reminiscent of the
neck of abudding virion, fission also occurs at the edge of
domains and can be acceleraled by membrane tension
[21]. Prateinsare in principle not required for this process
and the membrane domains can be made of lipids only
[22]. However, proteins including actin may contribute to
induce phase separalion in membranes [23,24] leading to
membrane fisson [25] and forces generaled by actin
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polymerization pushing on the membrane can help fission
[22]. Although this line-tension fisson mechanism has
been documented in vitro and in some cases in vivo, it is
not clear towhich extent it contributestoinvivomembrane
fission reactions such asfor example ESCRT -driven mem-
brane fisgon.

Physical modeling of virus budding
Mechanisms for the entry and exit of enveloped virus
from cells have been proposed by physicists, in the
framework of colloid—membrane interactions. T he virus
ismodeled asasolid particle with aspherical or elongated
shape that can be wrapped by the interacting membrane.
T heoretical models have been calculated describing the
conditions under which partides can spontaneously bud
off independently of fission proteins a a function of
adheson energy, paticle size and shape or membrane
tension. Membrane destabilization leading to fission is
expected to occur when wrapping is total. An optimal
particle size for budding depending on particle concen-
tration and on the relative densities of interacting mol-
eculeson the particle has been derived from these models
[26-28]. However, to dale numerical smulations are
limited to the effect of asingle partide and to membranes
of small sze [29,30].

The ESCRT machinery and budding

The ESCRT machinery is composed of five different
complexes, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT -
11l and VP34, which assemble sequentialy on the endo-
somal membrane to concentrate cargo, sort it into vesicles,
pinch off the vesdes and recyde ESCRT s [6,15,31,32].
Because ESCRT-III conglitutes the membrane fission
machinery [33 34 '], together with VPS4 [6,35 '] they
are aso recruited to topologically similar processes such
enveloped virus budding [36] and cytokinesis [37.38].

ESCRT-IIl and membrane fission

Higher eukaryotes express 12 ESCRT-Ill proteins
named CHMP (CHarged Multivesicular body Proiein)
and 'ST 1 (Increased Sodium Tolerance 1 gene product)
[39-42]. CHMPE (Vps20), CHMP4 (A, B or C) (snf7),
CHMP3 (Vps24) and CHMP2 (A or B) (Vps2) are
recruited in this order and may form a core complex in
yeast [31], while the remaining ESCRT-111 {CHMP1A,
B, CHMPS, CHMPT and |ST 1) exerts regulatory func-
tions. All ESCRT-III proteins are required for MVB
biogenesis [6] and during cell division [43]. In contrast,
HIV-1 releasa requires only one CHMP4 and one
CHMP2 family member that act sequentialy and may
thus constitute the minimal fission machinery [44 ]
together with VPS4 [3545 ). However, CHMP3 exerts
a dgnificant synergistic effect on CHMP2A [46] and
CHMP1B is recruited last [45 47T ].

ESCRT -1 proteins are small helical assemblies [48-50]
and their autoinhibited conformation is controlled by the
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C-terminal region [49,51-53]. Displacement or artificid
removal of the C-terminusleadsto polymerization invitro
and on cellular membranes. Direct ESCRT -111-driven
membrane deformation in vivo has been only observed
twice, Expression of truncated CHMP4 together with
dominant negative VPS4 produced membrane tubes that
contained helica arrays of presumably CHM P4 [54] and
expression of CHMPZB wild type led to the formation of
long membrane tubes emanating from the plasma mem-
brane. CHMP2E tube formation required CHMP4 at the
base, depended on VPS4 and produced a tight helicd
layer of CHM P2B filaments spaced by 30 A [55] similar to
the CHMP2A-CHMP3 helical tubes [46] (Figure 1). In

Figura 1

Curraant Qpinicn in Virglogy

Gallery of ESCRT-II polymers observed in vitro and in vivo. (a) CHMP2A
nagative stain. {b) CHMP4 cryo-EM. (o) CHMP1B negative stain. id) 1IST1
negative stain. (s} CHMP2A-3 cryo-BM. (F) CHMPZE {with membrana)
negalive stain, (5] CHMPZE {with membrane) cryo-EM, Scale bars are all
S0 nm.

Images shown in ¢ and d are reproduced with permission from Bajorek
et al. [49).
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Flgure 2
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Gallery of closed coll-like structures, dome-like struciures and constricted polymers, (a) Gallery of 4 CHMP2A spirals (negative stain). (b) CHMP2B
dome [with membrane) [negative stain) () CHMP2A-CHMPI dome (crye-EM). (d) CHMP2E membranous bottieneck (cryo-EM ) Scale bars are all

50 nm.

vitro, CHMP4B forms |oose $ 30 A thick helical arays or
ring-like structures [56,57] (Figure 1) and CHMP2A
polymerizes into circular $30A thick coils [46]
(Figure 1). In addition, 15T 1 and CHMP1B, tubes have
large diameters and yeast Snf7-induced Vps24-Vps2
(CHMP3-CHMPZ) polymers resemble their human
counterparts [46,49.58 59 ] (Figure 1). However, it
should be noted that yeast Vps24 (CHMP3) assembles
into two stranded filaments [57] and the spiral ESCRT -
11 structures imaged at the midbody are much thicker
[60] than those shown in Figure 1. In viva, ESCRT -1
and VPS4 have short transient residency times at budding
sites [35.45 ' 61].

Although circular and tubular structures of ESCRT -111
polymersobserved invitroand invivocan assembleinside
a bud neck, their large diameters varying from 50 to
=200 nm impede spontaneous membrane fission. T his
led to the proposd of two main models One model
suggests that VPS4 induces congtriction by filament did-
ing leading to fisson [59], while the second model
proposas that ESCRT <111 polymers forming a dome-like
structure permit neck constriction and membrane fission
[18,58 ' 62]. Albeit none of the models have been proven
experimentally, the dome model isappeding, because dl
potential polymersimplicated in the final cut (CHMP2A-
CHMP3 or CHMP2A or CHMPZB) can form dome-like
end-caps in vitro or in vivo [46,55,58 '] (Figure 2). The
model predictsthat CHM P4 polymers, which may induce
afirst narrowing of the neck, recruit CHMP2A-CHMP3

or CHMP2A or CHMP2B to build-up a dome-like paly-
mer. T he successive narrowing of the helical filament and
its affinity for membrane will ‘mold’ the membrane [63]
and induce neck constriction. T his could theoreticaly
constrict the neck up to adiameter of 6 nm, which would
be energetically favorable for spontaneous fast fission
[64 ] (Figure 3). It is yet unclear how such ESCRT-I1|
assemblies may influence lipid redistribution and fission,
Even though ESCRT -1l -catalyzed membrane fission in
vitro was observed without VPS4 AT Pase activity
[33 34 '], it is likely that VP34 plays an active role
beyond recycling ESCRT -111 [3545 ' 65-67).

A modification of the dome-model proposes the sym-
metric ring-like arangement of ESCRT-1-ESCRT-I|
complexes in the bud neck of intrauminal endosormal
vesicles that provide the platform for ESCRT-III fila
ments projecting into the pore in a whorl-like arrange-
ment that themselves serve as docking ste for a dome-
like polymer or evaolve into a dome-like polymer that
executes fission [68,69).

ESCRT -l -induced lipid phase separation may play an
additional role [70] thus contributing to constrictive line
tension at the edge of membrane domansand permitting
spontaneous fission [21]. It is thus possible that the
ESCRT -l -dome may function as ascaffold that induces
local lipid redistribution and phase separation. As a final
touch VPS4 AT P hydrolysismay couple mechanical stress
imposed on the membrane with physica properties of

www sclencedirect.com
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Figure 3
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Current Qpinian in Virology

Model for ESCRT-driven mambrane fission. In case of HIV-1 CHMP4B jor CHMP4A, to a lesser axtend CHMPAC) can ba recruitad fo the budding site
via a chassical ESCRT-LESCRT-I-CHMPE sequence or direclly via Alix or via a yel unknown process, Membrane recruitment will induce CHMP4B
fament formation that assembles inside the bud neck; this may mduce a first constrction of the neck (a). This first constriction may set the stage for
CHMPI-CHMP2# or CHMPZ2EB recruitment, which assembla upon interaction with CHMP4E (b} CHMP2A-CHMP3 or CHMP28 polymers could grow
into dome-like structures that attract the neck membrane and constrict it. Upon completion of assembly, VPS4 may star to disassemble the ESCRT-1I
coat, which may further destabiliza the membrane and thus catalyze fission concomitantly with disassembly.

lipid bilayers. T hus the main principles of ESCRT -I11-
driven membrane fission may be similar to dynamin-
catalyzed fission.

Viruses budding with ESCRTs

Hallmarks of ESCRT -dependency of enveloped virus
budding are the presence of functiona late domains in
giructural proteins as well as the inhibition of wvirion
release by either dominant negative VPS4, ESCRT-III
or Alix [16,17.71,72]. Accordingly, a large number of
enveloped RN A virusesemploy ESCRT sfor their releass
including all retrovirusas[17,36,73,74]. Furthermaore most
members of the negative strand non-segmented ssRMA
viruses recruit ESCRT s for budding from the plasma
membrane. T hisindudes Rhabdoviruses[75], Filoviruses
[76~78] and most Paramyxoviruses, dthough some (Nipah,
Meadesand HRSV) may bud in an ESCRT -independent
way [79]. However, no evidence for ESCRT shas yet been
reported for Bornaviridae budding. In addition, Arena
viruses, negative strand segmented ssRNA viruses bud
ESCRT -dependent [80,81] (T able 1).

Viruses budding without ESCRTs

Orthomyxoviruses (influenza virus), negative-sense seg-
mented s=RNA viruses, bud independently of the
ESCRT machinery from the plasma membrane (T able
1) [82]. Influenza virus budding is especialy interesting
because fission is induced by the viral transmembrane
protein M2, which functions otherwise as an ion channel.
M2 locdizes to the neck of the bud and contains a highly
conserved amphipathic helix within its cytoplasmic tal
that affects membrane curvature in acholesterol-depend-
ent way. In fact, the short amphipathic helix sufficed to
induce budding from GUVs[83 ]. The M2 peptide may

Current Opinion in Virology 2013, 3158967

destabilize the membrane thereby providing the force for
changes in membrane curvature [84]. T hus the function
of M2 resembles aspects of fission reactions catalyzed by
hydrophobic insertion [13 '], dthough M2-driven fission
iscontrolled by the local cholesterol concentration and no
protein scaffolds seem to be required.

Although Coronaviridae, positive-strand ssRNA viruses
dso bud independent of ESCRT s (T able 1), no definite
viral or cellular fission factor has yet been described.
Coronaviruses obtain their vird envelope containing
the glycoprotein S, the major membrane glycoprotein
M and aminor membrane protein E by budding through
membranes of the ER-Golgi intermediate compartment
(ERGIC) [85]. The E protein contains one or two trans
membrane regions and was suggested to play a role in
membrane bending during assembly and fission [86,87].
However, E may not be essentia for MHV (mouse
hepatitis virug) and SARSCoV wvirion production
[88,89]. On the other hand, E-depleted T GEV (transmis
sible gastroenteritis coronavirus) produces non-infectious
immature virions that are stuck in the secretory pathway
[90], indicating that the find mechanism still needsto be
determined.

Furthermore a number of ssRNA viruses, togaviridae,
bunyaviridae and flaviviridae distinguish themselves
from other ssRMN A viruses by having their glycoproteins
organized into protein coals thal cover the vira mem-
brane [91,92]. Such coats may drive budding and may
contribute tothe final membrane fission process by aiding
bud neck constriction. Budding may follow physicaly
based budding principles described above, which slipu-
late that membrane destabilization leading to scission

www' . sclencedirect.com
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Table 1

ESCRT-dependent and independsnt budding of ssRNA enveloped viruses

Species Late domain ‘Virus protein Call protein dn ESCRT
(+} ESCRT®
Rhabdovirusas WEV® PPPY [PSAP) Matrix i Meadd4 VP54
Rabies virus PPEY Malrix i Meddd T
Filovinuses Ebola virus. PTARP Matrix VP40 Tag101 VPS4
FPPEY Matrix VP40 Medd4
Marburg wvirus FPEY Matrix VP40 Meddd VPS4
PSAP NP Tegii
Paramyxoviruses Ply.5" FPIV Matrix M nd, VPS4
Mumps virus FPIN Matrix i nd, VPS4, CHMP4BE
Migah virus FMYL Matrix f nd. 7, VPS4 independent
Sendai virus WLOL Matrix i Al VPS47
Measles vins 7 ? i VPS4 independent
HRSY! ? ? ? VPS4 independent
Bormavinuses Borma virus T i T T
Areninses LCMy® PTAF Matrix £ Tsg1 T
Lassa virus FTaR Matrix £ Tag 101 VPS4
LCMW FPPY Matrix Z ¥
FFPFY Matrix Z
Mopeia virus 7 Matrix Z (MP7) Al 7
{A) ESCRT
Orthomyxoviruses Influanza virus
Coronaviruses MHY'
SARS-CoV
Budding with a protein coat
Flaviviruses YRVE NE3 Al i
JBEV MS3 Tegiti ¥
Dangua virus 7
Hepacivinusas Hegpatitis T HRS, CHMP4B VPS4, ESCRT-II
Hepatitis G
Pestviruses Swine fever virus 4 4
Bunyavirses' Hanta virus
Alphaviruses SRy 7 7
Rubivirus Rubella virus ? ?

(+) ESCRT-dependent; {A) ESCRT-indapendent binding; dn, dominant negative effact of ESCRT axpression.
? The description of late domains and ESCRT depandancy of budding has been reviewsd previously [75,76,78,79,81,114].

" Vesicular Stomatitis virus.

° Paranfluenza vinus.

4 Human Respiratory Syncytium vinus.
* Lymphocytic Choriomeningitis virus.
" Mouse hapatitis vins.

0 Yllow fever virs,

" Japanese encephalitis vinus,

! Bunyawiruses are spiit into flve genera, Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovinus, Tospovirus,

I Semliki Forast virus.

may ooccur when the whole vird particle is wrapped by
proteins.

Togaviridae, genus dphaviruses (Semliki Forest virus
(SFV), Chikungunya Ross River, and Venezuelan Ence-
phaitis virus) and rubivirus (Rubellavirus) are plus sense
ssRMNA wviruses. Rubella virus and aphaviruses anchor
their RNA synthesis in membranes of a cell organelle
known asthe cytopathic vacuole (CPV) that derives from
modified endosomes and lysosomes [93,94]. Budding is
then organized from the plasma membrane and driven by
nucleocapsid-E2 glycoprotein interactions [95], which
together with E1 forms a protein shell covering the viral
membrane [96,97]. Motably, SFV budding isnot affected

www. sclencedirect.com

by dominant negative VP54 indicating its independence
of the ESCRT machinery [98] (T able 1).

Bunyaviridae (5 genera H antavirus, N airovirus, Orthobu-
nyavirus, Phlebovirus, Tospovirus) have segmented,
negative-sense ssRMNA genomes. The virions bud into
the lumen of the Golgi and are released via vesicular
transport from the plasmamembrane [29] (T able 1). T he
large cytoplasmic domain of the Gn glycoprotein may act
as a surrogate matrix protein of hantaviruses [100,101],
while the extracellular glycoproteins assemble into coats
composed of tetrameric patches (Hanta virus) [102] or
icosshedral lattices (Phlebovirus) [103-105]. Although
little is known about virion release, the formation of

Current Oplinlen In Virology 2013, 31159167
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the glycoprotein coal may drive budding and relesse
102].

Flaviviridae, with its genera flavivirus (Dengue virus,
yellow fever, west Nile virus, Japanese encephalitis
virus), Hepacivirus (Hepatitis C virus (HCV), Hepatitis
G wvirus) and pestivirus (swine fever) contain a positive
sense ssRMNA genome. HCV buds form endosomal mem-
branes and despite the fact that most non-structural
proteins of Flaviviridae have been implicated in virus
morphogenesis none of them has an assigned role in
membrane fisson [106,107]. Immature virions are trans-
ported in vesicles from the ER to the Golg where furin
cleavage of priM induces the formation of mature virions,
which are released from the plasma membrane via ves
icular transport [107]. T his latter process depends on
ESCRTs [108,109] and dominant-negative VPS4 or
ESCRT-Ill components as well as sRNA knockdowns
(Tsg101, Alix, CHMP4BE, VPS4) inhibited HCV pro-
duction (T able 1) [110,111] abeit without affecting the
accumulation of intracellular infectious particles [112].
Thus ESCRT -dependency may be required for HCV
release via the exosomal secretion pathway [113] restrict-
ing the role of ESCRTs to pest-budding transport and
release steps rather than membrane fisson at ER mem-
branes.

Conclusions

Much progress has been made over the |ast decade to
understand how enveloped viruses pinch off from their
host cells. In fact much insight into ESCRT function has
come from studying enveloped virus budding. T oday we
know some of the principles that govern ESCRT-II
function, but a detaled picture of how it catalyzes fission
in conjunction with the AT Pasa VPS4 isstill lacking, T he
effect of ESCRT -1l polymers on lipids and the gener-
ation or maintenance of membrane domains is yet unex-
plored. It is tempting to speculate that some aspects of
ESCRT-Il-driven fission will resemble those of dyna
min-cata yzed fission; these include the role of the helical
protein scaffold, although one is assembled on the outside
of amembrane neck (dynamin) and the other one on the
inside of a membrane neck (ESCRT-I11), thus requiring
completely different modes of inducing neck narrowing.
However, the final constriction may be achieved by using
mechanica forces generated either by GT Pasa (dynamin)
or AT Pase (VP34) activities. Furthermore membrane
tension and rigidity, which affect the kinetics of dyna
min-catalyzed fission, may aso play a role during
ESCRT -driven fisson reactions

It is yet undear why some of the enveloped viruses bud
independently of ESCRTs Obvioudy their genomes
would be flexible enough to include short late domain
saquences to recruit ESCRTs In the absence of
ESCRTs, one or severa factors, vird or yet unknown
cellular factors, may set the stage for membrane fisson. In

Current Opinion in Virology 2013, 3158967

case of influenza virus, the mechanism of hydrophobic
insertion by parts of M 2 plays a crucid role to deform the
membrane neck leading to fission. In a potentia third
class of viruses such as for example flaviviridae, the
formation of a glycoprotein coat may be an important
contributor to fisson. The glycoprotein network could
generate bending forces on the membrane that may lead
to bud neck narrowing and eventually fission, which,
however, might involve additional cellular or viral factors,
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Résumés

La voie endo-lysosomale dirige les récepteurs membranaires vers le processus de dégradation
lysosomale. En bref, les récepteurs sont marqués par 1’ubiquitine, envoyés vers les endosomes
précoces puis, pris en charge pas le systeme ESCRT (Endosomal Sorting Complexes
Required for Transport) et intégrés dans des vésicules intraluminales. Ce systéme est composé
des complexes ESCRT-O0, I, I, Il et VPS4. Certaines protéines ESCRT sont aussi recrutées
lors de processus topologiquement similaires comme la cytokinese ou le bourgeonnment viral
de certains virus enveloppés. AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) est
une ubiquitine-hydrolase associée au systeme ESCRT qui hydrolyse les chaines d’ubiquitine
liees par leur lysine K63. Elle interagit directement avec ESCRT-0 via la sous-unité STAM et
avec les membres CHMPI1A, 1B et 3 d’ESCRT-III. Bien qu’AMSH pourait recruter ces
protéines ESCRT ou étre elle-méme recrutée par celles-ci, le mécanisme d’activation de son
activité d’hydrolase est encore méconnu. Afin de mieux comprendre les bases structurales de
I’activation d’AMSH, j’ai essayé danalyser des formes recombinantes de cette protéine par
cristallographie aux rayons X et par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ce qui
m’a permis d’obtenir deux modéles a basse résolution. De plus, j’ai caractérisé par SPR
(Surface Plasmon Resonance) les interactions entre AMSH et CHMP1A, 1B et 3 et déterminé
les résidus clefs du dernier complexe. Cela a montré que les surfaces d’interaction employées
par le domaine MIT d’AMSH ne sont pas les mémes pour CHMP3 et CHMP1A/1B. J’ai aussi
découvert que I’activité enzymatique d’AMSH seule est trés faible ce qui impliquerait une
auto-inhibition en solution. L’hydrolyse des chaines d’ubiquitine liées par leur lysine K63
pourrait alors étre activée par une construction de STAM comprenant le domaine SH3 ainsi
que les domaines liant 1’'ubiquitine VHS et/ou UIM.

The endosomal pathway targets plasma membrane receptors for lysosomal degradation.
Briefly, receptors are tagged by an ubiquitin, delivered to the early endosome and sorted into
intraluminal vesicles by the ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport)
machinery, composed of ESCRT-0, -1, -11- -1l and the VPS4 complex. Some ESCRts are also
recruited during topologically similar processes such as cytokinesis and budding of some
enveloped viruses. AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) is an ESCRT
associated ubiquitin-hydrolase which hydrolyses K63-linked ubiquitin chains. AMSH
interacts directly with the ESCRT-0 subunit STAM and ESCRT-1II members CHMP1A,
CHMP1B and CHMP3. Although AMSH may either recruit these ESCRTs are maybe
recruited by these ESCRTS, little is known about the activation mechanism of its hydrolase
activity. In order to understand the structural basis for AMSH activation | attempted to
analyze recombinant forms of AMSH by X-ray crystallography and SAXS, which produced
low resolution models of AMSH. | further characterized AMSH interactions with CHMP1A,
CHMP1B and CHMP3 by SPR and determined the key residues for interaction. This showed
that the AMSH MIT domain employs two different surfaces for CHMP3 and CHMP1A/B
interactions. | also found that recombinant AMSH has very poor enzymatic activity on its
own, which indicates an auto-inhibited state in solution. K63-linked uibiquitin hydrolysis
could be activated by STAM constructs containing the SH3 and ubiquitin binding domains
(UIM and/or VHS), which were shown to interact directly with AMSH via SPR. Thus
activation of the hydrolase activity by STAM corroborates indirectly the autoinhibited native
state.
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