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1.1. Découverte de la machinerie ESCRT et importance
au cours de I’évolution

Les protéines constituant la machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport) font partie d’'une classe plus large de protéines appelées protéines VPS (vacuolar protein
sorting). Cette appellation provient d’études génétiques menées chez la levure ol le phénotype issu
de l'inactivation de ces protéines provoque des déformations de la vacuole qui ont permis de
grouper les protéines VPS en différentes classes (de A a F) [1], [2]. Ainsi, la classe E regroupe les
mutants présentant des structures endosomales aberrantes larges et multilamellaires regroupées
sous le terme « compartiment de classe E » (Figure 1) [3], [4].

Figure 1: Comparaison de I'ultrastructure
. d’une levure sauvage (A) et d’une levure
|\ mutante pour la machinerie ESCRT. (B) par
' microscopie électronique.

(barre d’échelle : 0.5 um; v = vacuole; n =
noyau). La fleche met en évidence le
compartiment de classe E. Figure d’apres [4].

Les protéines de la machinerie ESCRT font partie de la classe E. C'est précisément |'apparition
systématique de ce phénotype chez les mutants qui rend I'analyse du réle respectif de chacune des
protéines ESCRT difficile. Chez 'homme comme chez la levure, il existe cing complexes ESCRT et
I’ensemble de la machinerie est trés conservé. A I'origine, la machinerie ESCRT a été découverte pour
son implication dans I'adressage des protéines membranaires vers le lysosome via une structure
endosomale appelée corps multivésiculaire (multivesicular body ou MVB) [3], [5], [6], [7], [8], [9].
Toutefois, le réle de la machinerie ESCRT ne se cantonne pas au tri des cargos membranaires car elle
se trouve au cceur de nombreuses autres fonctions cellulaires majeures telles que la division ou la
signalisation comme nous le verrons ultérieurement.

Cette particularité explique sans doute la relative conservation des composants d’ESCRT chez
un grand nombre d’étre vivants (Figure 2). Au sein du domaine Eucaryote, la situation est cependant
assez hétérogene compte tenu de la diversité biologique qu’il abrite. Récemment, il a été montré
gu’une machinerie ESCRT ancestrale existait au sein de deux régnes du domaine des Archaea
(Crenarchaeota et Euryarchaeota) [10], [11]. Chez Sulfolobus (Crenarchaeota), il a été montré que
cette machinerie était impliquée dans la division cellulaire [12], [13]. L'interaction entre les deux
derniers complexes de la machinerie ESCRT (ESCRT-Ill et VPS4) est conservée chez les Archaea et
précede donc la séparation entre Archaea et Eucaryotes [13], [14].
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Figure 2 : Diagramme de Coulson illustrant la distribution des complexe ESCRT au sein de cinq des six régnes du
domaine des Eucaryotes (selon la classification de Adl et al., 2005 [15]). Un cercle complet indique que toutes
les composantes protéiques d’un complexe ESCRT donné ont pu étre identifiées. Les sections manquantes
indiquent qu’un homologue n’a pu étre identifié et n’est donc probablement pas présent chez I'organisme en
question. Les numéros en blancs représentent le nombre de paralogues.

La présence d’ESCRT-0 est propre aux opisthochontes, bien que des complexes « alternatifs » assurant la méme
fonction puissent exister au sein des autres regnes [16]. Chez certains organismes, 'absence du complexe
ESCRT-II pourrait éventuellement étre expliquée par le fait qu’il soit impliqué dans un moindre nombre de
fonctions cellulaires. Il est également intéressant de constater que dans le cas de parasites intracellulaires
comme P. falciparum (agent du paludisme), la machinerie ESCRT est trés réduite. Figure d’aprés [16].

Qui plus est, le mécanisme d’action générale du systeme semble étre conservé puisque les
composants de cette machinerie ESCRT réduite affichent une similarité structurale et fonctionnelle
avec ses homologues eucaryotes [13], [17], [18]. La diversité ainsi que la distance évolutive séparant
les organismes qui possédent tout ou partie de la machinerie ESCRT souligne donc son réle
prépondérant et justifie sa trés bonne conservation au cours de I'évolution.

1.2. Les acteurs de la machinerie ESCRT

La machinerie ESCRT est composée d’une cascade de cing complexes protéiques agissant de
concert : ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-IIl et VPS4/VTA1 [5], [6], [7], [8], [9]. lls agissent toujours
de maniére séquentielle dans un ordre bien précis. Selon les situations, certains de ces complexes
peuvent étre absents mais le fonctionnement global de la machinerie reste toujours le méme en
assurant le remodelage des membranes biologiques.

Bien qu’il existe beaucoup de données structurales disponibles sur ESCRT, le mécanisme par
lequel I'ensemble de la machinerie fonctionne est encore mal compris. Brievement, en amont de la
cascade on trouve ESCRT-0 qui se charge de regrouper les cargos a envoyer vers le lysosome. |
recrute ESCRT-I qui interagit avec ESCRT-Il pour former la vésicule lipidique dans laquelle sont
séquestrés les cargos. Enfin, ESCRT-Il recrute ESCRT-IIl qui se charge de libérer la vésicule dans le
MVB en agissant de concert avec le cinquiéme complexe de la machinerie : VPS4/VTA1. Cette partie
s’attache a décrire la structure et le fonctionnement de chaque complexe dans les grandes lignes afin
de donner un apercu de ce qui est connu a I’heure actuelle sur le sujet.
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1.2.1. ESCRT-0

Le complexe ESCRT-0 est composé de deux protéines : HRS et STAM (il existe deux isoformes
de STAM chez ’'homme) [5]. La formation du complexe est opérée par le biais des domaines GAT qui
interagissent de maniére antiparallele pour former un hétérodimére [19], mais des données récentes
suggerent également qu’ESCRT-0 puisse s’associer sous forme d’hétérotétrameres [20] et il a aussi
été montré qu’HRS pouvait former des hexameres in vitro [21].

A i i 777
w3 N 1 —
VHS FYVE DUIM PSAP HELICAL PSGP PSMP CcB
540
Scale a.a.
0 100
G
B LN c

. wanw
-----

STAM (GAT) L
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G VHS UM S“H% i opumm  FYVE VHS
4 5
P /oo -%N
= g

J =

PI3P

Figure 3 : A. Organisation des domaines et motifs présents dans les versions humaines des protéines Hrs et
STAM composant le complexe ESCRT-0. B. Modéle de la structure tridimensionnelle du complexe ESCRT-0 (basé
sur des données cristallographiques). La membrane endosomale est représentée en gris, les cargos marqués a
I'ubiquitine sont en jaune. Les régions désordonnées sont représentées en pointillés. Voir le texte pour les
détails. Figure A d’apreés [19] ; figure B d’aprés [22].

1.2.1.1. Interactions avec I'ubiquitine

La partie N-terminale de d’HRS et STAM est riche en domaine de liaison a l'ubiquitine (Figure 3).
Ainsi, ESCRT-0 posséde en tout 5 motifs d’interaction avec I'ubiquitine via les domaines UIM, DUIM
et VHS. En pratique, il semble que seules 4 ubiquitines puissent étre liées simultanément par un
hétérocomplexe HRS/STAM, I'affinité globale du complexe (K, apparent) étant égale a environ 300

KM [20]. Cette redondance fonctionnelle permet au complexe d’ESCRT-0 de regrouper et séquestrer
11



les cargos marqués a l'ubiquitine (monoubiquitine, polyubiquitine, liées Lys48 ou Lys 63) tres
efficacement [20], [23], [24], [25], [26]. Des phénomeénes de coopérativité entre domaines ont
également pu étre mis en évidence [24], [26].

1.2.1.2. Importance fonctionnelle de la clathrine

ESCRT-0 colocalise avec la clathrine qui forme des manteaux plats au niveau des endosomes
[5], [27]. En effet, il a été montré que les endosomes précoces sont riches en manteaux de clathrine
modifiés [27]. Or, la partie C-terminale d’HRS contient un motif de liaison a la clathrine et cette
derniére joue un role crucial dans I'assemblage de microdomaines enrichis en complexes ESCRT-
0/cargos sur les endosomes [28]. Le recrutement de la clathrine par HRS est donc essentiel pour
permettre un tri efficace des cargos vers la voie endo-lysosomale entre autres parce qu’elle
contribue indirectement au regroupement des cargos ainsi qu’au recrutement efficace d’ESCRT-I
[28].

Les protéines contenant des domaines VHS sont toutes impliquées dans le trafic et le tri
intracellulaire. Ainsi, la protéine GGA (qui contient elle aussi un domaine VHS dans sa partie N-
terminale) recrute la clathrine au niveau des membranes du réseau trans-golgi [29]. Similairement, la
protéine TOM1 semble assurer un lien entre clathrine et chaines de polyubiquitine [30]. Etant donné
gu’ESCRT-0 n’est présent que chez les opisthochontes, il est probable qu’'un complexe ESCRT-0
ancestral ait été basé sur les protéines de la famille TOM1 [16].

1.2.1.3. Interactions avec les cargos, la membrane et ESCRT-I

La fonction de reconnaissance des cargos par le complexe ESCRT-0 ne se limite toutefois pas
a la présence d’ubiquitine car il a été montré que la région C-terminale d’HRS était capable de
reconnaitre des patchs hydrophobes sur des cargos et de les cibler vers la voie endosomale en
I"'absence totale d’ubiquitine [31], [32].

Le domaine FYVE de HRS interagit avec le phospholipide PI(3)P présent au niveau de la
membrane lipidique des endosomes précoces et assure vraisemblablement I'ancrage membranaire
du complexe [33]. Le domaine SH3 de STAM interagit quand a lui avec les déubiquitinases USP8 et
AMSH [34] ,[35]. Ces enzymes sont probablement requises pour recycler |'ubiquitine des cargos
avant leur endocytose mais aussi pour décrocher d’éventuels complexes ESCRT-0 toujours avidement
accrochés aux cargos lorsqu’ESCRT-I et Il entrent en jeu [36].

Enfin, ESCRT-0 recrute ESCRT-I grace au motif PSAP présent sur HRS (Figure 3A). Chez la
levure, le motif PSAP est absent et il a été montré que c’est le motif PSDP situé en C-terminal du
domaine GAT de Vps27 (homologue d’HRS chez la levure) qui permet de recruter ESCRT-I [37].

12



1.2.2. ESCRT-I

C’est le domaine UEV de la protéine Tsg101 qui reconnait le motif PSAP d’ESCRT-0 [38], [39].
Tsgl01 fait partie intégrante d’ESCRT-I; le complexe comprenant également les protéines Vps28,
Vps37 (3 isoformes : A, B et C) ainsi que MVB12 (2 isoformes A et B) ou encore UBAP1 dans certains
cas [40], [41], [42], [6]. La combinatoire résultant du nombre d’isoformes permet par exemple
d’assembler différents types de complexes ESCRT-I spécifiques d’un compartiment [42], [43]. Chacun
des partenaires du complexe s’assemble avec les autres dans une stoechiométrie del1: 1:1:1
(chaque protéine est présente en un seul exemplaire par complexe) pour former ESCRT-I [44], [45],
[46]. L'ensemble forme une structure en « hochet » avec une tige rigide de 13 nm constituée
essentiellement de Vps23 (= Tsgl01), Vps37 et Mvb12 ainsi qu’une téte de 5 nm de long occupée par
Vps28 (non nécessaire a I'assemblage du complexe [47]) plus des parties flexibles (Figure 4) [45],
[48].

Figure 4 : Modéle de la structure du complexe ESCRT-I (basé sur des données cristallographiques).Voir le texte
pour les détails. Figure d’aprés [22].

1.2.2.1. Interactions avec I'ubiquitine

Le domaine UEV est un variant inactif des enzymes de conjugaison de 'ubiquitine, il est donc
également responsable de I'accroche du complexe ESCRT-I aux cargos ubiquitinylés [49], [50], [51],
[52], [53]. Tsg1l01 possede un réle central au sein d’ESCRT-I puisque en plus de contribuer a la
formation du complexe, il lui permet d’étre recruté par ESCRT-0 et assure enfin un passage de relai
en interagissant avec les cargos marqués a l'ubiquitine. La protéine UBAP1, récemment identifiée
comme nouveau composant d’ESCRT-I, apporte un deuxiéme site d’interaction avec I'ubiquitine via
son domaine SOUBA en position C-terminale [42], [54]. Il en est d’ailleurs est de méme de la partie C-
terminale de Mvb12 qui peut elle aussi interagir avec 'ubiquitine et ainsi fournir un troisieme point
d’ancrage d’ESCRT-I au cargos [55].

1.2.2.2. Interaction avec les cargos, la membrane et les complexes ESCRT

De maniére analogue a ESCRT-0 ; ESCRT-I possede un point d’attache a la membrane grace a
la partie N-terminale basique de Vps37 (20 premiers acides aminés) [45]. Pour ce qui est de la
protéine Mvb12, elle est nécessaire a la formation d’ESCRT-I ainsi qu’a la conservation de son
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intégrité structurale [46], [56], [57], [58]. Mvb1l2 semble également jouer un role dans la
reconnaissance de certains cargos [56], [41], [57]. Vps28 assure quand a elle le recrutement de
maniere directe du complexe ESCRT-II [59], [44]. Des données de pulldown GST indiquent également
que Vps28 pourrait recruter ESCRT-IIl directement (via ’'homologue de CHMP6 chez la levure) [60],
[47].

1.2.3. ESCRT-II

| \/PS22-¢0

< VPS22
| \

VPS20%

VPS25

Human

Figure 5 : Structure du complexe ESCRT-II. Voir le texte pour les détails. Figure d’aprés [61], [62].

1.2.3.1. Interactions avec ESCRT-l, la membrane, l'ubiquitine: importance du
domaine GLUE

L'interface entre ESCRT-I et ESCRT-II differe entre I’'homme et la levure. En effet, bien que
dans les deux cas l'interaction ait lieu entre Vps28 (ESCRT-I) d’une part et Vps36 (ESCRT-II) d’autre
part, les modalités de cette interaction different. Chez 'homme, Vps28 reconnait le domaine GLUE
situé en N-terminal de Vps36 [63], [61]. Ce domaine reconnait non seulement ESCRT-I, mais aussi les
3-phosphoinositides (avec une préférence pour le lipide PI(3)P) ainsi que I'ubiquitine [63], [59]. Chez
la levure, la situation est plus complexe puisque le domaine GLUE a subit deux insertions de
domaines en doigt de zinc (zinc finger) appelés NZF1 et NZF2. NZF1 est responsable de I'interaction
avec ESCRT-I alors que NZF2 interagit avec I'ubiquitine [46], [59], [64].
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1.2.3.2. Redondance structurale du domaine WH

Vps36 constitue, avec Vps22, ce que I'on peut appeler la « base » du complexe ESCRT-II. En
effet, le complexe adopte une forme de «Y» de 12 nm au plus ou chacun des deux bras est
représenté par un exemplaire de la protéine Vps25 (Figure 5) [65], [61]. Chacune des trois protéines
composant le complexe possede deux domaines WH (winged helix) collés I'un a I'autre [65], [61].
Vps36 et Vps22 possedent également un domaine hélicoidal (helical domain - HD) trés flexible vis-a-
vis du reste de la structure (au niveau du pied du « Y ») [61]. A I'instar du domaine GLUE de Vps36,
les 25 premiers acides aminés de Vps22 peuvent aussi interagir avec les membranes lipidiques [61].

1.2.3.3. Implications fonctionnelles de la structure d’ESCRT-II

Le recrutement d’ESCRT-IIl s’opere grace au domaine WH de Vps25 situé en C-terminal qui
interagit avec la protéine CHMP6 (Vps20 chez la levure) [7], [66], [62]. Cette derniére reste au plus
prés de la membrane endosomale en partie grace a une myristoylation en N-terminal [8]. Il est
intéressant de constater que la structure d’ESCRT-Il impose que les deux sous unités CHMP6 se
retrouvent orientées dans des plans completement différents (Figure 5) [62]. Qui plus est, il a été
montré que les deux bras d’ESCRT-Il sont nécessaires pour permettre un fonctionnement correct
d’ESCRT-III [67]. Cela suggere que cette contrainte de positionnement des sous unités CHMP6 a une
implication directe dans la maniére dont ESCRT-III doit s’assembler dans I'espace pour catalyser la
scission membranaire.

Bien que l'on ait longtemps supposé que seul ESCRT-IIl pouvait déformer la membrane
lipidique, des données in vitro ont récemment montré que I’action du supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-
Il ne se limitait en réalité pas a rassembler les cargos ubiquitinylés [23]. Dans cette étude, des
concentrations tres faibles d’ESCRT-I et ESCRT-II recombinants suffisent a induire la formation de
bourgeons membranaires sur des vésicules lipidiques unilamellaires géantes (GUV). De plus, il a été
récemment montré qu’ESCRT-II est capable de former des microdomaines lipidiques pouvant
potentiellement faciliter la courbure des membranes [68]. Les données structurales disponibles sur
les complexes ESCRT-I et ESCRT-II sont trés compléetes ; mais il reste toutefois difficile de concevoir
comment le supercomplexe peut parvenir a déformer la membrane. A I'heure actuelle, il n’existe
gu’un modele basé sur des expériences in vitro de déformation de vésicules qui explique de maniere
tres imparfaite comment ce processus puisse étre catalysé par le supercomplexe [23].

Enfin, il est intéressant de constater que le complexe ESCRT-II n’est ni nécessaire dans le
bourgeonnement viral [69], ni dans la cytocinése [70], [71] (bien que Vps22 soit présent au niveau de
I’équivalent des centrosomes chez la levure [72]). Si I'on suppose que le role d’ESCRT-II est d’assurer
une invagination de la membrane, alors on comprend aisément que le complexe soit dispensable
dans ces deux processus. En effet, la membrane est déformée par la capside dans le
bourgeonnement viral et par l'anneau contractile d’actomyosine dans la cytocinese. Cette
constatation semble donc appuyer un tel réle pour ESCRT-II.
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1.2.4. ESCRT-III

L'étape finale du processus, consiste a libérer le bourgeon membranaire. Cette opération
nécessite un assemblage ordonné des protéines CHMP (Charged Multivesicular Body Proteins) qui
composent le complexe au niveau de la membrane lipidique.

1.2.4.1. Formation de polyméres et modeéle d’interaction avec la membrane

Les protéines CHMP ont la faculté de s’assembler en polymeéres in vitro [73], [74], [75], [76].
Ces polymeéres peuvent également s’assembler sur les membranes lipidiques afin de les déformer
[77], (78], [79]. Chez 'homme, il existe 12 protéines CHMP différentes (7 chez la levure). On
considére cependant que le complexe minimal actif est constitué de deux sous-complexes : CHMP6-
CHMP4 dans un premier temps, puis CHMP3-CHM2a [8], [79], [80], [78], [73]. Dans le modele actuel,
CHMP®6 assure le lien entre ESCRT-Il et le reste d’ESCRT-IIl en recrutant CHMP4 [8], [77], [23], [7].
L'interaction avec CHMP6 au niveau de la membrane endosomale permet d’activer CHMP4 [77] qui
polymérise et déforme la membrane (Figure 6A) [78], [23]. Cette premiere étape a pour but de
rétrécir considérablement le diametre du col membranaire qui relie la vésicule au reste de la
membrane ainsi que de permettre I'assemblage du deuxiéme sous complexe : CHMP3-CHMP2 [8]. En
effet, il a été démontré que ces deux protéines étaient capables de former des structures coniques
plus ou moins étendues (Figure 6B) [73]. La protéine CHMP2B est également capable de former le
méme type de structures [81]. Des simulations ont permis de montrer que la courbure des domes
ainsi formés pouvait induire des contraintes mécaniques suffisantes pour générer un clivage
spontané de la membrane [82].

Il existe d’autres modeéles pouvant expliquer la fission membranaire mais tous reposent
globalement sur le méme principe de base : les protéines composant ESCRT-III polymérisent sur la
membrane et la déforment afin de permettre le clivage [22]. Ce processus est notamment rendu
possible par la forte interaction qui existe entre les protéine CHMP et les lipides membranaires,
comme cela a été démontré pour CHMP3 et CHMP4 [83], [84].

Figure 6 : Modeéle d’assemblage séquentiel des polyméres ESCRT-IIl. Images de microscopie électronique : A.
Polyméres de la protéine CHMP4 visionnés sur la membrane plasmique de cellules (diamétre extérieur ~200
nm). B. Hétéropolyméres CHMP2A/CHMP3 obtenus in vitro (diamétre ~50 nm). C. Dans le modeéle actuel,
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CHMP4 sert de base a I'assemblage de la structure en déme CHMP2a/CHMP3 qui « ferme » le col membranaire
et libere la vésicule lipidique. Figures A d’apreés [78] et B, C d’apres [82].

1.2.4.2. Régulation de I'assemblage du complexe

La polymérisation des protéines CHMP doit nécessairement étre un événement trés régulé
dans la cellule. Bien que I'on comprenne encore mal comment l'activation des protéines CHMP ait
lieu, il a été montré que leur queue C-terminale joue un role d’autoinhibition en interagissant avec la
partie N-terminale (Figure 7C) [85], [80], [86], [76]. Une étude systématique menée sur le role de la
partie C-terminale de CHMP®6, 4, 3 et 2 a montré que la délétion de la queue C-terminale entrainait
une relocalisation des protéines (normalement distribuées partout dans la cellule) vers les
compartiments membranaires et le noyau [80].

La partie N-terminale des protéines CHMP est riche en acides aminés basiques (interaction
avec les phospholipides). Elle est responsable de l'activité de la protéine (polymérisation). Bien
gu’ayant une structure primaire assez différente, les protéines CHMP partagent toutes la méme
structure tridimensionnelle globale (Figure 7A, B) [87], [76]. Les résidus impliqués dans I’activation
des homologues de levure des protéines CHMP4 et CHMP3 confirment la participation de I'hélice a5,
située dans la queue C-terminale (Figure 7D).
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Figure 7 : Structure et mécanisme d’activation des protéines CHMP. A. Structures secondaires prédites de
quelques protéines CHMP. Chaque protéine posseéde un cceur N-terminal composé de deux longues hélices a (a1
et a2) suivies de deux autres hélices plus courtes (a3 et ad). La queue C-terminale, impliquée dans
I"autoinhibition ainsi que dans le recrutement d’autres protéines, est généralement composée de deux hélices a.
B. Structure tridimensionnelle de la protéine CHMP3. Les hélices al et a2 forment une structure en épingle a
cheveu (hairpin) sur laquelle reposent les hélices a3 et a4. C. Mise en évidence au niveau structural du
phénoméne d’autoinhibition de la protéine CHMP3. Les enveloppes SAXS montrent nettement que selon la
concentration en sel du tampon, CHMP3 peut adopter une conformation ouverte (0.5 M NaCl - active) ou
fermée (0 M NaCl - inactive) lorsque la queue C-terminale, riche en résidus acides, se replie sur le cceur basique
de la protéine. D. Répartition des résidus impliqués dans la polymérisation (marqués en vert), dans I'activation
(en bleu) et le ciblage a la membrane (en orange) pour les homologues de CHMP3 (Vps24) et de CHMP4 (Snf7)
chez la levure. Figure A d’aprés [76] ; figure B adaptée de [87], figure C et D adaptées de [86] et [22]
respectivement.
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1.2.4.3. Interactions au sein d’ESCRT-III

Il a été montré que CHMP6 interagit avec CHMP4 d’une part et que CHMP3 et CHMP2a
forment un hétéropolymeére d’autre part [8], [73]. En revanche, il n’existe a I'heure actuelle aucun
consensus sur la maniere dont les protéines CHMP interagissent entre elles pour former un polymeére
sur le plan structural. Plusieurs zones d’interaction ont pu étre identifiées notamment au niveau des
hélices a2 et a4 (Figure 7D) mais elles ne permettent pas de comprendre comment le polymere peut
étre formé. Les troncations de la queue C-terminale de CHMP3 sont capables de dimériser en
solution et les structures cristallographiques de CHMP3 révelent la présence d’une interface de
dimérisation a la pointe de I'épingle formé par al et a2 [87], [76]. D’autres patchs d’acides aminés
ont également été identifiés : CHMP1B reconnait la jonction entre a2 et a5 dans la conformation
fermée d’IST1 [76] ; CHMP4B interagit avec trois arginines situées sur I'hélice al de CHMP2a alors
qgue cette derniere s’associe avec CHMP4B au niveau de la boucle située entre a2 et a3 [88].
L'interaction entre CHMP4 et CHMP6 semble elle aussi faire intervenir I’hélice a2 ainsi que la boucle
entre al et a2 sur CHMP4 [77].

De toute évidence, ces données sont incomplétes et ne permettent pas d’établir avec
précision la facon dont les protéines CHMP interagissent entre elles. Enfin, il n’est pas exclu que des
changements conformationnels majeurs tels que des échanges de domaine soient nécessaires pour
construire le polymere ESCRT-III.

1.2.4.4. Roles respectifs des protéines CHMP dans le fonctionnement d’ESCRT-III

Dans le modéle actuel, CHMP6 n’est présente qu’en amont pour activer la polymérisation de
CHMPA4 [8], [77]. CHMP4 permet quand a elle de produire la force de constriction nécessaire au
rétrécissement du col membranaire [78], [79], [23]. Les isoformes CHMP4A et CHMP4B sont toutes
deux capables de former des structures polymériques trés semblables [78] alors que CHMP4C semble
ralentir la polymérisation d’ESCRT lors de la cytocinése afin de laisser le temps au chromosomes de
migrer dans leurs cellules respectives [89]. La différence existant au niveau fonctionnel entre
chacune des isoformes de CHMP4 reste cependant peu décrite.

Toujours selon le modele, CHMP3 et CHMP2 interviennent en aval de CHMP4 et permettent la
formation d’une structure conique qui clos le col de membrane qui retient la vésicule [8], [73], [82].
Des travaux menés sur la protéine CHMP2B ont révélé qu’elle était capable elle aussi de former ce
type de structure conique sans la présence de CHMP3 [81]. Ainsi, il semblerait qu’il existe au moins
deux systemes capables de catalyser cet événement.

L’apparition du compartiment de classe E chez les mutants ESCRT-III rend difficile I'analyse du
role des différents composants d’ESCRT-IIl. En revanche, des données basées sur l'utilisation de
siRNAs lors du bourgeonnement du VIH ont permis d’avoir une compréhension plus fine de I'action
de chaque intervenant [88]. Ainsi, des expériences de déplétions sélectives ont permis de montrer
que parmi les trois isoformes de CHMP4, CHMP4B était la plus importante pour permettre le
bourgeonnement bien que la déplétion de CHMA4A puisse, dans une moindre mesure, impacter le
processus. CHMP4C en revanche ne semble jouer aucun réle dans la réaction. Les protéines CHMP2A
et CHMP2B sont toutes deux capables de réaliser la réaction, les données indiquent d’ailleurs que
leur role est au moins partiellement redondant. Ceci est en accord avec les similarités structurales

gue présentent leurs polyméres respectifs [73], [81].
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Le mode d’action global d’ESCRT-III lors du bourgeonnement du VIH, de la cytocinese et de la
formation du MVB doit étre relativement similaire. Tout comme pour la libération des particules
virales, les protéines CHMP4B, CHMP2A et CHMP2B ont été retrouvées au niveau du midbody lors de
la division cellulaire [90]. De plus, des structures en anneau ou en spirale correspondant
vraisemblablement au polymére ont été observé dans les deux processus [90], [88]. Cependant, il
faut noter que dans le cas de la cytocinese, toutes les protéines ESCRT-IIl ont été identifiées comme
étant requises pour permettre la division des cellules [91]. Le bourgeonnement viral fait donc appel a
une machinerie ESCRT-III plus réduite.

Le role des autres protéines CHMP reste encore mal compris. Comme dans le cas de CHMP2A et
CHMP2B, il doit certainement exister une grande redondance fonctionnelle au sein d’"ESCRT-III. C’est
ce que suggére |I'étonnante similarité structurale existant entre les différents membres du complexe
(Figure 7A). Il est possible que le grand nombre de sous unités présent au sein d’ESCRT-IIl puisse
permettre de réguler tres finement la cinétique de polymérisation comme avec CHMPA4C lors de la
cytocinese. Il parait également vraisemblable que certaines sous unités ne soient requises que lors
de I'accomplissement d’'un des nombreux processus cellulaires nécessitant ESCRT-III. Le fait gqu'il
existe 12 sous unités au sein du complexe montre en tout cas la richesse des interactions pouvant
potentiellement avoir lieu dans le polymere. Chacune des sous unité peut recruter des partenaires
protéiques différents et cela souligne la complexité des régulations qui doivent exister pour controler
ESCRT-IIl chez ’'homme.

1.2.5. Les protéines associées

1.2.5.1. Le complexe VPS4/VTA1

VPS4 est une ATPase impliquée dans le désassemblage des complexe ESCRT-III [9]. VPS4 est une
ATPase de type AAA (ATPase associated with a variety of cellular activities) qui est dimérique en
solution mais elle s’oligomérise sous forme de dodécameére en présence d’ATP [9], [92], [93].

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de
I’ATPase VPS4. La forme active de I'’ATPase
s’oligomérise en dodécamére constitué de
deux anneaux hexamérique assemblés
« dos a dos ». Figure d’apres [93].
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L'assemblage de VPS4 en deux anneaux hexamériques est stabilisé par la protéine VTA1 [94],
[93]. La partie N-terminale de VPS4 contient un domain MIT (microtubule interacting and transport)
qui est capable d’interagir simultanément avec les domaines MIM1 et MIM2 présents dans la queue
C-terminale des protéines ESCRT-IIl (Figure 7A) [84], [95], [96]. VTA1l possede également deux
domaines MIT en N-terminal qui sont notamment capables d’interagir avec CHMP5 et CHMP1 [97].

Ainsi, lors de I'assemblage du polymére ESCRT-Ill, un grand nombre de motifs MIM (MIT
interaction motif) devient disponible pour recruter VPS4 et VTAL. Cette concentration locale des
deux protéines active la fonction ATPase de VPS4 en favorisant I'assemblage du dodécamére. Il faut
toutefois nuancer cette vision car IST1, bien que recrutant VPS4 au niveau des complexe ESCRT-III
(grace a son interaction avec CHMP1), a été identifié comme régulateur négatif de I'assemblage du
dodécamere en formant un hétérodimere avec VPS4 [98]. Ces régulations exercées sur VPS4
semblent affecter directement la taille des vésicules délivrées dans le MVB [99].

La contribution exacte de VPS4 est encore mal définie. Selon une premiére hypothese,
I’ATPase ne jouerait pas un réle actif dans la libération de la vésicule. Dans ce cas, VPS4 ne servirait
qu’a désassembler le polymére au niveau de la membrane afin de permettre le recyclage des sous
unités composant ESCRT-IIl. Dans une deuxieme hypothése VPS4 serait en revanche nécessaire pour
permettre une fission membranaire efficace en augmentant le stress mécanique exercé sur la
membrane par le biais du désassemblage du polymere. Certains travaux menés sur la cinétique
d’assemblage d’ESCRT-III et VPS4 lors de la cytocinése et lors du bourgeonnement du VIH semblent
toutefois accréditer la deuxiéme hypothése qui attribue un role actif a VPS4 dans le processus [100],
[101], [102], [91], [103].

1.2.5.2. ALIX

La protéine ALIX présente un domaine BRO N-terminal capable d’interagir avec toutes les
isoformes de CHMP4 [104], [105], [106], [107], [75] ; un « V domain » central capable de dimériser
[75] et un domaine PRD responsable de linteraction avec TSG101 (ESCRT-I) ainsi que de
I'autoinhibition de la protéine [106], [107], [108], [109]. Ainsi, chez 'homme ALIX est capable de
créer un lien entre ESCRT-I et ESCRT-III alors que chez la levure, ’lhomologue de CHMP6 interagit
directement avec ESCRT-I [60].

Le dimére ALIX présente une analogie structurale frappante avec le complexe ESCRT-II; il
pourrait donc remplacer ce dernier lors du bourgeonnement viral (ou ESCRT-Il n’est pas nécessaire)
[75], [101], [110]. ALIX joue également un rble encore mal compris au niveau du corps
multivésiculaire et de la cytocinese [104], [111], [70], [71].
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Figure 9 : Structure de la protéine ALIX. A. Enveloppes SAXS montrant que le dimére ALIX adopte une forme de
croissant par dimérisation du domaine V. B. Chaque bras du dimére est terminé par le domaine BRO
responsable de l’interaction avec CHMP4. C. Structure cristallographique d’ALIX (Bro & V domains). D.
Polyméres de CHMPA4B incubés avec ALIX et visualisés par microscopie électronique en coloration négative
(barre d’échelle : 100 nm). Les filaments produits par CHMPA4B sont interconnectés par deux de maniére trés
nette grdce a ALIX (sur I'image, on peut se représenter la structure comme une échelle dont les montants sont
matérialisés par CHMP4B, ALIX en constitue les barreaux). Figures A, B et D d’apreés [75], figure C d’aprés [112].

1.2.5.3. AMSH

AMSH est une protéine chargée d’éliminer I"'ubiquitine des cargos avant qu’ils soient internalisés
dans les ILVs (tout comme UBPY), elle est spécifique de I'ubiquitine liée K63 [113]. AMSH est recrutée
par STAM (ESCRT-0) et CHMP3 notamment grace a son domaine MIT [35], [114].

Les protéines associées aux complexes ESCRT permettent d’interconnecter certains
complexes de la machinerie et jouent probablement un réle dans la régulation de I'assemblage
d’ESCRT. Certaines protéines comme VPS4 semblent avoir une participation directe dans le processus
catalysé par ESCRT-IIl alors que d’autres comme ALIX semblent avoir un rdle plus spécifique comme
pour le bourgeonnement du VIH. Il reste encore probablement de nombreux facteurs protéiques
impliqués dans la régulation d’ESCRT a identifier et I'analyse systématique de leur fonction exacte au
sein de la machinerie permettra certainement de mieux comprendre comment ESCRT fonctionne.

1.3. Roles de la machinerie ESCRT

En fonction du contexte dans la cellule, la machinerie ESCRT peut étre responsable ou non de
la vésiculation des membranes biologique mais son but principal est I'activation des complexes
ESCRT-Ill et VPS4 qui permettent de libérer une vésicule lipidique en formation (Figure 10 - iii-vi).
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Cette fonction requiert la formation d’une structure spirale qui s’assemble dans le col membranaire
reliant la vésicule en formation au reste de la membrane lipidique [22], [48]. Cette structure, qui
interagit fortement avec la membrane, réduit la taille du cou membranaire et exerce des contraintes
mécaniques considérables qui permettent de favoriser la fission et ainsi libérer la vésicule. En fin de
processus I’ATPase VPS4 désassemble le polymeére.

Le modele de fonctionnement d’ESCRT-III est encore débattu. On distingue deux modéles qui
attribuent des contributions différentes aux protéines CHMP4, CHMP3 et CHMP2 notamment (Figure
10 - iv-v).
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Figure 10 : Modéle de formation et libération de vésicules lipidiques par la machinerie ESCRT. Les cargos
ubiquitinylés recrutent les complexes ESCRT-0, ESCRT-I et ESCRT-Il au niveau de la membrane (i). Le
supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-Il amorce la vésiculation et recrute ESCRT-III (ii). Aprés que I'ubiquitine sur les
cargos ait été éliminée (iii), le polymére ESCRT-Ill se forme sur la membrane et rétrécit le cou membranaire
connectant la vésicule selon un modéle encore débattu. Le premier modéle implique la formation d’un polymére
majoritairement composé de Snf7 (homologue de CHMP4, en vert sur le schéma), CHMP2 et CHMP3 (violet) ne
jouant un réle que dans le recrutement de I’ATPase VPS4 (iv). Le second modéle stipule que CHMP4 polymérise
pour contracter le col membranaire puis recrute CHMP2A et CHMP3 afin de former une structure en déme qui
ferme encore plus le col (v). Finalement, la vésicule est libérée suite a I'action de VPS4 (en rouge) qui
désassemble le polymeére (vi). Figure d’apres [115].
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La machinerie ESCRT répond a un besoin cellulaire fondamental : étre capable de libérer des
vésicules lipidiques dans le milieu extracellulaire ou dans un organelle précis depuis le cytoplasme.
Ce processus complexe est nécessaire dans un tres grand nombre de situations et il requiert une
machinerie dédiée hautement spécifique. Comme on nous allons le voir, 'importance que revét le
systéme ESCRT dans la cellule repose sur le fait qu’il se situe au carrefour de nombreuses fonctions
cellulaires majeures.

1.3.1. Tri vers les corps multivésiculaires

Pour bien appréhender quel peut étre le role des complexes ESCRT dans le tri des cargos
protéiqgues membranaires, il est nécessaire d’avoir une vision d’ensemble du processus cellulaire
gu’est la voie endo-lysosomale (Figure 11).

Dans la plupart des cas, I'ubiquitine agit comme un signal favorisant I'internalisation des protéines
membranaires par endocytose ainsi qu’un ciblage vers la voie endolysosomale [116], [6], [117], [118].
Il s’agit alors soit de monoubiquitine ou de chaines de polyubiquitine liées par la lysine 63. Par Ila
suite, les vésicules contenant les cargos fusionnent avec une structure membranaire particuliére :
I’endosome précoce. Cette structure sert de plateforme d’adressage pour les cargos. lls peuvent étre
recyclés ou détruits. C'est la que la machinerie ESCRT intervient ; elle agit au niveau des endosomes
précoces afin de regrouper les cargos a éliminer et les internalise dans des vésicules lipidiques
libérées dans le lumen des endosomes (vésicules intralumenales ou ILVs) [119], [120]. Suite a I'action
de tri répétée de la machinerie ESCRT, 'endosome précoce mature en corps multivésiculaire (MVB)
riche en ILVs [6], [9], [8], [7].

Il est important de garder présent a I'esprit que la prise en charge des cargos par les complexes
ESCRT constitue un point de non retour en ce sens qu’une fois incorporés au sein d’ILVs ; les cargos
seront nécessairement dégradés lors de la fusion avec le lysosome. A ce titre, ESCRT joue un réle
important dans la signalisation cellulaire puisque de nombreux récepteurs activés continuent a
transmettre un signal tout au long la voie endosomale jusqu’a leur incorporation dans les ILVs [121].
C'est a ce moment seulement qu’ils se retrouvent séparés physiquement du cytoplasme, c'est-a-dire
de leurs partenaires de signalisation. Qui plus est, la participation d’ESCRT dans la signalisation ne
s’arréte pas la. En effet, les complexes ESCRT interviennent de maniére active dans la libération
d’exosomes (impliqués dans la commmunication intercellulaire) soit indirectement lorsque le MVB
libére les ILVs dans le milieu extérieur aprés fusion avec la membrane plasmique [122], soit
directement en permettant le relargages de vésicules a partir de la membrane plasmique [123].
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Figure 11 : Internalisation et tri des récepteurs membranaires vers la voie de recyclage et la voie endo-
lysosomale. Les protéines membranaires & dégrader sont marquées par monoubiquitinylation (ou
polyubiquitine K63) et sont endocytées par le biais de la clathrine. Les vésicules ainsi formées fusionnent avec
une structure membranaire appelée endosome précoce. L’'endosome précoce fonctionne comme une véritable
plate-forme de tri qui permet de décider de I'avenir de chaque protéine (appelées cargos a ce stade). Il existe
alors deux possibilités : recyclage (voies 1a et 1b sur le schéma) ou dégradation (voies 3 et 4 - la voie 2 étant
une voie de transit). Le tri est pris en charge par la machinerie ESCRT qui permet d’internaliser les cargos dans
I’endosome (voie 3 uniquement), conduisant ainsi a la formation de I'endosome multivésiculaire (MVE ou MVB).
La maturation des MVBs conduit a la formation de I’endosome tardif qui, par fusion avec le lysosome, permet la
dégradation de son contenu (cargos et vésicules intralumenales ou ILVs). Adapté de [119].

1.3.2. Cytocinése

La cytocinese représente le processus de séparation des cellules filles durant la division
cellulaire. Plus spécifiquement elle correspond a une division du cytoplasme en individualisant
chaque cellule fille. Cette opération s’amorce en fin de mitose/méiose, durant la télophase, ou un
anneau contractile formé de myosine et de filaments d’actine dessine un sillon de division entre les
deux cellules en devenir. Ce processus actif conduit a un rétrécissement progressif du pont
cytoplasmique au niveau du sillon reliant les cellules filles. L’actine a elle seule ne permet pas de
provoquer la scission. A ce stade, le pont cytoplasmique reliant les cellules est appelé « midbody »
(« corps intermédiaire »). Il s’agit d’une zone riche en microtubules (issus du fuseau de division) qui
est le siege de la scission, opérée par les complexes ESCRT (Figure 12) [71]. La protéine centrosomale
CEP55 est chargée du recrutement de la machinerie ESCRT au niveau du midbody mais il existe

probablement d’autres protéines impliquées dans cette fonction [70], [71], [89].
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Figure 12 : Modele de constriction et clivage du pont intercytoplasmique (midbody) par la machinerie ESCRT
lors de la cytocinése. A. Images de microscopie électronique du midbody de cellules de mammifére en division.
Dans la phase précoce (early), on distingue essentiellement une bulle de cytoplasme reliant encore les cellules
filles qui contient une zone sombre (dark zone) correspondant aux microtubules du fuseau de division. Dans la
phase tardive (late) de I'abscission, on distingue deux zones de constriction qui correspondent aux endroits
précis ol la séparation a lieu. B. La fission fait intervenir les complexes ESCRT-I et ESCRT-IIl qui forment une
spirale au contact de la membrane plasmique. Cette structure réalise a la fois la constriction ainsi que le clivage
final séparant les cellules filles. Figure A d’aprés [103], et B d’aprés [124]

La machinerie ESCRT intervient donc dans la phase finale de la division cellulaire en séparant
les cellules filles. Son role semble cependant étre plus large dans le processus puisque certains
composants d’ESCRT-IIl peuvent prévenir I'apparition de dommages génétiques lors de la division
[91], [89]. Enfin, ESCRT-Ill se charge du recrutement de la spastine qui désassemble le faisceau de
microtubules traversant le midbody pour permettre a la constriction et a la fission d’avoir lieu [125],
[90].

1.3.3. Autophagie et régulation de la transcription

L'autophagie est un processus cellulaire qui permet I’élimination de sections entiéres du
cytoplasme. Cela permet par exemple aux cellules de récupérer de I'énergie rapidement lorsqu’elles
manquent de nutriments mais aussi de détruire des organelles défectueux ou encore des agrégats
protéiques. Une double membrane issue du réticulum endoplasmique englobe alors la zone a
éliminer dans un autophagosome qui fusionnera ensuite avec les endosomes tardifs/MVBs
(produisant ainsi un compartiment hybride appelé amphisome) ou avec le lysosome pour en
dégrader le contenu [126], [127].

Le lien entre la machinerie ESCRT et I'autophagie a commencé a étre établi lors d’expériences
visant a bloquer le fonctionnement d’ESCRT dans lesquelles les autophagosomes s’accumulaient de
maniéere anormale [128], [129], [130]. Ce phénotype peut étre expliqué soit par une induction accrue
de I'autophagie en I'absence d’ESCRT ou alors par un blocage de la fusion des autophagosomes. Quoi
gu’il en soit, le mécanisme par lequel ESCRT intervient dans ce processus est inconnu a I’heure
actuelle. Une hypothése séduisante est que la machinerie ESCRT soit nécessaire a la fermeture du
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phagophore (la fermeture de I'autophagosome par jonction des membranes) car il se trouve que le
mécanisme serait alors topologiquement similaire a ce que I'on trouve pour les autres fonctions
cellulaires d’ESCRT [131]. Enfin, il a été montré que des protéines cytosoliques étaient
spécifiqguement incorporées a l'intérieur des ILVs en formation dans un processus dépendant d’ESCRT
appelé microautophagie [132]. Il semble donc que les connections entre ESCRT et I'autophagie soient
multiples ; des recherches plus approfondies étant nécessaires pour comprendre quelle est la
contribution exacte d’ESCRT dans ce mécanisme complexe.

Etonnamment, de nombreux composants de la machinerie ESCRT ont été identifiés dans le noyau
des cellules comme régulateurs de I'expression des genes [133], [80], [134], [135], [136]. Dans ce cas,
les partenaires protéiques sont tres variés et ESCRT agit au niveau transcriptionnel. Ainsi, des
protéines appartenant aux complexes ESCRT-I [137], [138], [139], ESCRT-II [140], [135], [141], mais
également ESCRT-IIl [134] ont été identifiées comme étant impliquées dans cette régulation de la
transcription des génes. La encore les mécanismes d’action sont variés mais méconnus. Cette
fonction d’ESCRT semble toutefois dissociée des autres sur le plan mécanistique car elle ne fait pas
intervenir de membranes lipidiques. Il n’est cependant pas exclu que la formation de structures
analogues a celles impliquées dans la fission membranaire soient également présentes dans le noyau
pour y assurer une fonction différente.

1.3.4. Bourgeonnement viral

De nombreux virus ont su mettre a profit la formidable plasticité de la machinerie ESCRT [142].
En effet, des virus enveloppés tels que les Retrovirus (ex : VIH, EIAV), les Rhabdovirus (ex : virus de la
Rage), les Filovirus (ex : Ebola, Marbourg) mais aussi des virus a ADN tels que les virus de I'Hépatite B,
I'Herpes simplex ou encore I'Epstein-Barr utilisent tout ou partie de la machinerie pour compléter
leur cycle [142].

Le bourgeonnement du VIH compte parmi les exemples les mieux documentés d’utilisation de la
machinerie ESCRT. La polyprotéine Gag formant la capside du virus posséde un motif C-terminal
appelé domaine tardif (late domain) qui recrute la machinerie ESCRT pour assurer le
bourgeonnement du virion [106], [143]. D’autres régions de la polyprotéine Gag jouent sont
également impliquées dans la dépendance du VIH vis-a-vis d’ESCRT [144]. Le recrutement d’ESCRT se
produit trés rapidement apres le début de I'assemblage de Gag au niveau de la membrane plasmique
et I'action de la machinerie se termine avant que I'assemblage soit terminé [145]. Deux motifs ont
été identifiés au niveau de p6 ; le motif PTAP qui recrute Tsgl101 (ESCRT-I) et le motif LYPXnL connu
pour recruter le domaine V de la protéine ALIX [112], [38], [146], [143]. Il semble toutefois que le réle
d’ALIX soit moins important qu’ESCRT-I dans le processus [112], [147]. L'assemblage a la membrane
et la libération du virion nécessitent environ 10 min [148], [101]. Il a été montré que la vitesse a
laquelle se déroule le bourgeonnement dépendant du motif PTAP est régulée par la kinase TBK1
selon un mécanisme ol TBK1 interagit avec Vps37 (ESCRT-I).

La protéine ALIX joue un réle important lors du bourgeonnement du VIH et des données récentes
suggerent qu’elle agisse comme une plate-forme de recrutement qui promeut la libération des
virions par différentes voies [112]. En plus de l'interaction avec p6, le domaine Brol d’ALIX est
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capable d’interagir directement avec le domaine nucléocapside (NC) de Gag [149], [150]. La
disponibilité du site d’interaction d’ALIX avec p6 est d’ailleurs régulée car le site ne se trouve exposé
qgue pour la fraction d’ALIX localisée a la membrane [151]. Contrairement a ESCRT-IIl et VPS4, ALIX
n‘est pas recyclée apres le bourgeonnement et reste a la membrane avec Gag sur les sites
d’assemblage [101].

Le complexe ESCRT-II n’est pas requis pour permettre le bourgeonnement viral [69]. Cela pose la
guestion de la maniére dont ESCRT-I et ALIX peuvent activer ESCRT-III. Il est connu que le domaine
PRD d’ALIX (qui interagit avec Tsg101) lie un patch au sein du domaine Brol et que cette interaction
géneére la forme autoinhibée de la protéine [108]. Or le dimére de la protéine ALIX est capable de lier
deux filaments CHMP4 différent [75]. De ces données, il est donc tentant d’envisager que le
recrutement de Tsgl01 au site de bourgeonnement provoque la formation de dimeres ALIX actifs qui
pourraient ensuite coordonner I'assemblage de deux polyméres CHMP4, comme le fait ESCRT-II
(Figure 13) [67], [110].

L'ubiquitine ligase Nedd4 en tant que partenaire d’ALIX dans le bourgeonnement des rétrovirus
[152] est intéressante a bien des égards. En effet, il a été démontré que Nedd4-1 est capable de
complémenter I'absence de bourgeonnement chez les virions dont le motif PTAP est absent et cet
effet est indépendant de Tsgl01 [152]. De plus, lors de ces expériences, le sauvetage des virions
nécessitait l'interaction entre ALIX et Gag. Cette interdépendance fonctionnelle repose sur
I’'ubiquitination d’ALIX par Nedd4-1 [152]. Chez d’autres rétrovirus comme le MLV (Murine Leukemia
Virus) ou I'HTLV-1 (Human T-cell Leukemia Virus type-1), I'accés a la machinerie ESCRT semble
s’opérer par le biais des ubiquitine ligases HECT (connues pour interagir avec les domaines tardifs
viraux PPXY) et les protéines ART qui procurent de multiples interactions avec les composants de la
machinerie ESCRT [153]. Les ubiquitine ligases jouent un role majeur dans le recrutement d’ESCRT au
niveau des sites de bourgeonnement et des résultats obtenus sur le PFV (Prototypic Foamy Virus) ont
montré que |'activité ubiquitine ligase était primordiale dans le processus [154].

L'ubiquitination K-63 peut ainsi stimuler le bourgeonnement du VIH [155] et bien qu’ESCRT-I soit
soit capable d’interagir avec I'ubiquitine, cet action est indépendante de Tsgl101 [152]. Par ailleurs,
les données disponibles actuellement sur I’ASV (Avian Sarcoma Virus) suggérent que Tsgl01 et
Nedd4 constituent deux voies non interdépendantes pour effectuer le bourgeonnement [156].

Sans la présence d’ESCRT, les virions restent piégés en surface des cellules par le col
membranaire qui les attache a la membrane plasmique (Figure 13) [106], [107], [88]. Il semble que le
bourgeonnement viral fasse appel a une machinerie ESCRT réduite. Parmi les protéines composant
ESCRT-Ill, CHMP4B, CHMP2 et CHMP1 semblent jouer un réle majeur dans le processus [101], [88].
La présence des protéines ESCRT-IIl CHMP2 et CHMP4 est primordiale pour la libération des virions
[88]. Ces derniéres forment un polymere sur la membrane plasmique au niveau du site de
bourgeonnement et permettent la libération des virions par clivage membranaire avec la
participation de VPS4 [106], [88], [100], [101].

Gag possede de multiples voies d’accés a la machinerie ESCRT et le role exact de chacun des
composants est la encore mal connu. Dans le modéle exposé en figure 13, ALIX et ESCRT-I
permettent I'assemblage des filaments CHMP4 qui rétrécissent le col membranaire et permettent
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ensuite |'activation et I'assemblage du polymeére CHMP2. Une fois ce polymere ESCRT-III assemblé,
I’ATPase VPS4 désassembile la structure et le virion et libéré.

i
i

i Gag p55 g Alix

= ESCRT-1 E% Alix dimer .w., CHMP4 polymer @ CHMP2 polymer

Figure 13 : Modéle de bourgeonnement du VIH assisté par la machinerie ESCRT. A. Les polyprotéines virales Gag
s’assemblent au contact de la membrane plasmique. B. La capside en cours d’assemblage recrute ESCRT-I ainsi
que la protéine ALIX. C et D. ESCRT-Ill intervient (protéines CHMP4 et CHMP2 sur le schéma) en formant une
structure spirale a la base du col membranaire afin d’en rétrécir le diamétre pour rendre la fission possible. E et
F. L’ATPase VPS4 désassemble le complexe ESCRT-IIl et le virion est libéré. Figure d’apres [110].

L’'ensemble de la machinerie ESCRT constitue le centre névralgique d’'une multitude de
fonctions cellulaires fondamentales tres dissemblables. Cette fascinante polyvalence fonctionnelle

des protéines ESCRT constitue un des points les plus remarquables de cette machinerie cellulaire
complexe.
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1.4. Article (Review) : Essential and supporting host cell
factors for HIV-1 budding.

Dordor A, Poudevigne E, Gottlinger H, Weissenhorn W.

Future Microbiol. 2011 Oct; 6(10):1159-70.

- Résumé de I'article: Cet article de review dresse |'état actuel des connaissances sur les
facteurs cellulaires recrutés par la protéine rétrovirale Gag pour son adressage et son
assemblage. L’accent est porté sur le recrutement de la machinerie ESCRT par Gag et sur
son role dans le bourgeonnement viral. L’article propose un modeéle intégré du
bourgeonnement du VIH catalysé par ESCRT ainsi que des pistes sur le role des différents
acteurs de la machinerie.

- Contribution personnelle: J'ai participé activement a I’écriture de I'article et j'ai réalisé la
totalité des figures.
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The role of viral structural proteins in

HIV-1 assembly

HIV-1 assembly and budding take place at the
plasma membrane [1-3]and require the interplay
of viral structural proteins [4] and cellular fac-
tors to successfully release new infectious virions
(5-91. Alchough budding is mostly driven by the
polyprotein Gag (Ficuse 1), which is sufficient to
produce virus-like particles (VLPs) [10], the pro-
duction of infectious virionsadditionally requires
Env, genomic RNA and Gag-Pol, which encodes
protease, reverse transcriprase and integrase [11].
The Gag polyprotein or Gag=-RNA aggregartes/
polymers initate assembly at the plasma mem-
brane mediated by membrane interaction of the
matrix (MA) domain. Both myristylation of the

N-terminal glycine of MA and MA's basic sur-
face parch are required for Gag plasma membrane
targeting [12-14]. Membrane targeting specificity
is determined by MA recognition of phospha-
tdylinositol 4,5-biphosphate (PIns(4,5)P,) 15},
which contributes together with Gag multimeriza-
tdon [16,17] to the exposure and plasma membrane
insertion of the MA myristate group [18,19].

In the immature virion, Gag forms an exwended
structure [20]. MA is followed by the second struc-
tural moiety encoded by Gag, the capsid domain
(CA). CA is composed of N-terminal domain
and C-terminal domain (Ficure1). CA-C-terminal
domain mediates multiple weak and cooperative
Gag-Gag interactions, which are further sup-
ported by the adjacent SP1 [4,21,22). CA is majorly
responsible for the continuous, but incomplete
hexameric Gag latrice [21,23.24]. Alchough MA and
the third structural domain of Gag, the nucleo-
protein (NC) do not follow hexagonal symmetry,
MA can form hexamers on membranes [25].
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Essential and supporting host cell
factors for HIV-1 budding
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HIV-1 employs its structural proteins to orchestrate assembly and budding at the
plasma membrane of host cells. The Gag polyprotein is sufficient to form virus-like
particles in the absence of other viral proteins and provides a platform te interact
with numerous cellular factors that regulate Gag trafficking to the site of assembly
and budding. Notably endosemal sorting complexes required for transport have
attained much attention over the last decade because of thelr essential role in
virien release. Here we review recent advances in understanding the role of host
cell factors recruited by Gag during HIV-1 assembly and budding.

The capsid domain CA is followed by NC
(Ficure 1) whose main function is the incor-
poration of two RNA genomes [2¢] a process
thar contributes to Gag polymerization [27].
However, only a small number of Gag mol-
ccules recruit viral genomes to the plasma
membrane [2]. Gag polymers in complex with
genomic RNA are already present in the cyto-
sol and arc as such targeted to membranes [28].
Finally the last domain of Gag, p6 connected
via SP2 to NC, funcrions as a hub for cellular
factors required for budding (Ficuse 1) [3].

The Gag lattice assembled at budding sites is
indistinguishable from that of immature viri-
ons [29]. The transition from the Gag lattice
of immature virions [21] to mature virions [30]
is mediated by the protease that cleaves Gag
during assembly; PR activity produces MA,
CA, SP1, NC, SP2 and p6 protcins. MA stays
associated with the inner viral membrane upon
PR cleavage while CA forms a cone-shaped
core around the condensed ribonucleoprotein
composed of NC and the viral RNA genomes
[4.31.32]. Importantly, PR cleavage of Gag is
essential to produce infectious virions [33.34].

Host cell factors involved in

Gag trafficking

How is Gag directed to the site of assembly?
Although we still lack a comprehensive picture,
multiple factors have been identified to affect
assembly and budding by influencing Gag traf-
ficking (Taste 1) 35]. Gag assembly depends on
the pathway of REV-mediated Gag mRNA
export from the nucleus to direct Gag to pro-
ductive assembly sites [36,37]. The suppressor of
cytokine signaling-1is an inducible host factor
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Figure 1. Schematic and structural model of the polyprotein Gag. The Gag
polyprotein is composed of four major domains: MA (PDB 1HIW), which s involved
in Gag trafficking and membrane binding; CA (PDB 1AK4 & 1ABO), involved in
oligomerization and capsid formation; SP1; NC (PDB 1A1T), implicated in Gag
oligomerization and RNA binding; SP2; and p6 containing the L domain motifs.
CA: Capsid; MA: Matrix; NC: Nucleocapsid; SP: Spacer peptide.

that regulates Gag trafficking via interaction
with MA and NC; its absence induces peri-
nuclear Gag aggregation and degradation [3s].
Plasma membrane trafficking defects are also
observed in the absence or during overexpression
of Golgi-localized, y-car containing, ADP ribo-
sylation factor-binding proteins by disrupting
the funcrion of endogenous ADP ribosylation
factors [39.40]. Clathrin adaptor complexes AP-1,
-2 and -3 play an additional role in Gag traffick-
ing [41-43] consistent with clathrin incorporation
into virions, which is important for optimal rep-
lication [4445]. Gag transport seems to further
depend on intact cellular trafficking, including
the SNARE machinery [46], endosomal traf-
ficking [47], and filamin A [48]. Furthermore,
actin interaces with NC, and actin filaments are
transiently assembled during budding [49].
Additionally, HIV-1 Gag trafficking might
display some cell-type specificity. Although
HIV-1 buds from the plasma membrane in
most target cells, budding in macrophages was
suggested to occur in endosomal or nonclassical
endosomal compartments [50-53]. This observa-
tion is supported by the Annexin 2-Gag interac-
tion at the limiting membrane of late endosomes
or multivesicular bodies [54.55]. However, the role
of endosomes in budding might have to be recon-
sidered because budding in macrophages was also
observed at the plasma membrane [156], from an
internally sequestered plasma membrane [57]and
from tubular membranous compartments that
are continuous with plasma membrane [58.59].
Together these data suggest that trafficking of
Gag to the site of assembly at the plasma mem-
brane must be orchestrated to ensure the nec-
essary Gag concentration required ro form the
Gag protein lattice and initiate virion produc-
tion. Although only the viral structural proteins
assemble into the virion as described earlier, the

virus requires important assistance from the cell
to bud off. This help is recruited from specific
domains whose function is described below.

Late domains recruit endosomal sorting
com plexes r@quiled for transport

HIV-1 budding depends on the N-terminal
region of p6 [60], because mutations within a
conserved p6 sequence motif inhibic budding
ar a late stage [50.61]. Since then, three different
so called late domains (L domains) have been
identified and shown to be functionally inter-
changeable [62-4]. The two L domains relevant
for HIV-1 have the sequence motifs P(T/S)AP
and LYPx L [s9.5.86], while the third L domain
PPxY is important for release of other enveloped
viruses [67,68].

Ahuge body of work has shown that L domains
engage the vacuolar protein sorting (VPS)
machinery, composed of endosomal sorting
complexes required for transport (ESCRT)-0,
-1, -11, -IIT and the VPS4 complex, that catalyzes
plasma membrane receptor downregulation at
endosomal membranes [$9,70] as well as distince
steps during cell division [6.71-74]. L domains
are employed to recruit ESCRTs; the PTAP
motif binds to Tsgl01 a member of ESCRT-1
17s-77) and LYPx L recruits Alix which might
link ESCRT-1and ESCRT-III [75-81]. The third
dass, PPxY, interacts with WW domains pres-
ent in HECT domain-containing E3 ubiquitin
ligases, such as Nedd4 [s2-84].

The PTAP Tsgl0! binding motif is essential
for HIV-1 replication [75] while siRNA knock-
downs of Alix or deletion of the Alix-specific
L domain have more modest effects on virion
production and HIV-1 replication [80.85.86]. An
important question thus concerns the roles of
the different cellular factors recruited during
assembly and budding. We will describe in the
following two sections cellular interactions that
can be considered to be supportive bur nones-
sential and those which are absolutely essential

for budding.

[Factors supporting HIV-1 budding
Anumber of cellular factors linked o the ESCRT
system have been shown to play roles in HIV-1
budding, although they seem to be nonessential
in various cell culture systems employed to study
HIV-1 budding. Among these factors Alix is cthe
moststudied butits exact role in HIV-1 budding
is still unclear.

Alix is composed of threc domains, an
N-terminal Brol domain that interacts with the

C-terminal region of all ESCRT-III CHMP4
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isoforms [87]; Brol connccts to a V-shaped
domain that harbors the late domain binding
site [85,88,89], which is followed by a proline-rich
region that serves as a hub for multiple cellular
factors [8.90]. The PRD scems to keep Alix inan
autoinhibitory state [91.92], while deletion of the
PRD induces Alix dimerization [85,93].

Alix clearly has a supportive role in HIV-1
budding [78.79.85] and overexpression of isolated
Alix domains inhibit HIV-1 release [94]. Notably,
cells overexpressing Alix can compensate for the
loss of the Tsgl01-specific L domain, which
depends on the CHMP4 binding site present in
the Brol domain [8595]. Furthermore, the role of
Alix seems to be cell-type specific, because the
requirement of Alix-support for HIV-1 replica-
tion varies substantially between different rarget
cells of HIV-1 [84]. Finally, Alix function during
HIV-1 budding depends on its propensity to
dimerize and/or multimerize [9394].

Alix Brol also interacts with the zinc fingers of
NC and elimination of the interaction interface
inhibits HIV-1 budding. Notably HIV-1 zinc

Essential & supporting host cell factors for HIV-1 budding

finger mutants were defective for particle produc-
tion and exhibited a similar defect in Gag process-
ingas a PTAP deletion mumnt [97-99]. Markedly,
the NC-P1 region of Gag plays an important role
in the ESCRT-pathway dependency of HIV-1
budding [100]. However, because siRNA deple-
tion of Alix has only a moderate effect on HIV-1
budding 80}, other Brol-containing factors mighe
be able to compensate for the function of the Alix
Brol=-NC interaction [101].

Recent work has also shed more light on the
role of ubiquitin in HIV-1 budding. Virions
contain free ubiquitin and small amounts of
Gag are ubiquitylated [102], whereas ubiquity-
lation is dependent on Gag—membrane interac-
tion [103]. HECT domain-containing ubiquitin
ligases, which might ubiquitylate Gag have been
linked to HIV-1 budding, even though HIV-1
does not contain the PPxY L domain employed
by other viruses to recruit such ligases. Notably
overexpression of Nedd4-2, a splice variant of
Nedd4-2 (Nedd4L) witch a naturally truncated
C2 domain, potently rescues Tsgl01-related

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

Review

CA Filamin A
NC Alix (Bro domain)

NC ABCE]
NC F-actin
NC SOCS-1

P6 Alix (V domain)

P& Tsg101 ESCRT-I complex

Gag ADP-ribosylation factor-binding protein
(GGA) and ARF

Gag Annexin 2

Gag Dig-1

Gag Nedd4

? Vps18 and Mon2

Gag  Host protein

MA Adaptor protein complex AP-1 (p subunit)
MA Adaptor protein complex AP-2 (12 subunit)
MA Adaptor protein complex AP-3 (8 subunit)
MA SOCS-1

MA Calmodulin

cA CypA

Function

Interaction with MA as well as Tsg101 and Nedd4-1; positive
regulator of budding

(Tyr 132 and val135); regulation of HIV assembly
Gag trafficking to MVB; role in particle assembly
Positive regulator of Gag stability and trafficking
Myristoylate group exposure

Accelerates protein folding by catalyzing the ds—trans isomerization

of proline imidic peptide bonds. Present inside virions, unknown
role, may act in capsid restriction
Positive 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 domain activity

Role in capsic assembly

Assembly and budding are actin driven

Positive regulator of Gag stability and trafficking

Interaction with L domain LYPx(n)L; positive regulator of budding;
supportive role of PTAP L domain function

Interaction with L domain PTAP; essential for HIV-1 budding;
recruitment of ESCRTs

Gag trafficking; positive regulation of assembly and budding

Macrophage-specific assembly factor

Negative regulator of assembly

Positive regulator of budding; ESCRT-I independent
Gag trafficking

ABCE1: ATP-binding cassette sub-family £ member 7, Alix: ALG-2 interacting protein X; ARF: ADP ribosylation factor; Anx2: Annexin 2; CA: Capsid; CypA:
clophiiin A; Dig-1: Human Discs large; ESCRT: Endosomal sorting compiexes required for transport; MA: Matrix; NC: Nudeocapsid; Nedad: Neural precursor cell
expressad devaiopmentally downreguiated protein 4; SOCS-1:

Suppressor of cytokine signaling 1; Tsg101: Tumor susceptibiity gene 101

AP-2 interaction with matrix—capsid junction in the Gag polyprotein
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budding defects [104,105]. However, direct Gag
ubiquitylation is not always necessary, suggest-
ing thar the catalytic acrivity of Hect domain-
containing ubiquitin ligases is employed to
ubiquitylate factors acting in #rans to drive
budding [106]. Interestingly, the truncated C2
domain of Nedd4-2 is sufficient to transfer the
ability to stimulate HIV-1 budding to other
Nedd4 family members [107]. Alchough the
exact role of these ligases at the budding site is
yet unclear, they provide a link to the ESCRT
pathway [69.108].

The potential role of ubiquitin in budding
was indirectly linked to the ubquitin hydrolase,
AMSH that is part of the ESCRT pathway and
removes ubiquitin from cargo [109). AMSH was
shown to interact with ESCRT-III proteins
including CHMP3 [110.111] and overexpression
of caralytically inactive GFP-AMSH converts
wild-type CHMP3 into a potent inhibitor of
HIV-1 release [111]. By contrast, overexpression
of C-terminal-tagged versions of caralytically
inactive AMSH and CHMP3 induced only a
mild inhibitory effect on budding, indicating
that the previously observed budding defect
might be caused by unusual deregulation of
N-terminally tagged GFP=AMSH [112].

Even though the exact roles of ubiquitin
hydrolases have yet to be established, it is inter-
esting to note that ubiquitylation during bud-
ding might provide additional support to recruit
ESCRT: in cell types with limited expression
of Tsg101 [104]. Albeit not shown for HIV-1,
Gag-ubiquitin fusions of cquine infectious
anemia virus Gag eliminate the role of the L
domain for VLP releasc [113], providing further
evidence that ubquitin supports access to the
ESCRT machinery.

As well as positive budding signals, Gag con-
tains a negative budding signal within the SP2
domain whose function was linked to the ESCRT
machinery [114]. Furthermore, budding mighe
be directly linked to immune defense. Pattern
recognition receptors recruit TANK-binding
kinase (TBK)-1 tha is part of a scaffold thac
activates the expression of [IFN-B as a first line of
immune defense during infection. Notably, over-
expression of TBK1 atrenuates PTAP-dependent
HIV-1 budding via the interaction with the
ESCRT-I component Vps37C [115].

In summary, the supportive factors might be
nonessential in cell culture systems but must
play an important role during infection. The
Alix binding site in Gag p6 for example could
have been casily deleted from viral genomes a
long time ago if Alix recruitmentdid not provide

important advantages for the virus life eycle.
Thus, the support provided by Heet domains,
ubiquitin, Alix and other factors influencing
HIV-1 budding most likely provide essential
advantages to spread infection.

[Central role of ESCRT-IIl in HIV-1 budding

HIV-1 recruits only a subset of the ESCRT
complexes to the budding site, including
ESCRT-I, sclecred ESCRT-1II members and
the VPS4 complex, while ESCRT-0 and -II
are dispensable for budding [115]. As ESCRT-II
provides the link between ESCRT-I and -II1
in yeast via ESCRT-II Vps25 interaction with
Vps20 (CHMP6) [117], an open question is how
ESCRT-I might be linked to ESCRT-II1 during
HIV-1 budding. Although Alix could provide
that link through its interaction with Tsgl01

and CHMP4 [78-80], Alix depletion has no sub-
stantial effect on HIV-1 budding [80], indicat-
ing that another factor must provide the link.
One possibility is that VPS28, a component of
heterotetrameric ESCRT-1 [118] interacts directly
with CHMPG [119], however CHMPG is also not
essential for HIV-1 budding [114].

In addition there might be an indirect role
for ESCRT-II; sprouty (Spry2) binds to the
ESCRT-II subunit, Eap20, leading to the dis-
ruption of the ESCRT-I-II interaction, thus lib-
erating ESCRT-I to serve HIV-1 budding [120].
Intriguingly, Spry is known to bind SIV-1 CA
and contributes to TRIM5a-induced capsid
restriction [4].

A huge body of evidence indicates that the
different routes to access ESCRTs via Tsgl01,
Alix or the ubiquitin ligases aim to provide
access to ESCRT-III and the VPS4 machin-
ery. The first compelling evidence came from
data showing that dominant negative forms of
ESCRT-III members and of catalytically inac-
tive VPS4 are potent inhibitors of HIV-1 bud-
ding [78-80]. VPS4 is an AAA-type AT Pasc that
exists as an inactive dimeric form in the cyto-
plasm and as active dodecameric form [121]; thus
overexpression of the catalytically inactive form
leads to the assembly of mixed dodecamers that
become inacrive and therefore unable to fulfill
their function to disassemble ESCRT-11I from
membranes [121-123. Mammalian cells express
12 ESCRT-1II-like proteins. While CHMP3,
CHMP6, CHMP4A, B and C and CHMP2A,
B isoforms might form a core ESCRT-111 com-
plex as suggested for the yeast homologs [124],
the other members including CHMP1A, B,
CHMPS5, CHMP7 and IST1 seem to exert
regulatory roles [70,125].
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ESCRT-1II members shurtle berween an
inactive autoinhibited state present in the cyto-
sol and an activated state that polymerizes on
membranes. Release of autoinhibition encails
the displacement of the C-terminal region from
the N-terminal helical core of CHMP proteins
[111126-130]. The C-terminal regions of most
CHMP proteins contain MIT domain interact-
ing motifs (MIMs) that are employed to recruit
VPS4 [131-133]. It is likely chae chis MIM=-MIT
interaction with membrane-associated CHMP
polymers is required to induce further activation
of VPS4, such as dodecamer assembly, which
ultimately leads to ESCRT-III recycling [121].

The first direct evidence that CHMP protein
polymerization on membranes can deform mem-
branes came from overexpression experiments of
CHMP4 and catalytically inactive VPS4, which
revealed circular CHMP4 polymers associated
with plasma membrane and capable of inducing
tubes protruding from the plasma membrane
(134]. {n vitro experiments also showed polymer-
ization propensites of CHMP proteins. CHMP4
forms loose circular arrays of linear polymers that
are most likely formed by head-to-mil interac-
tions of CHMP4 [93.135]. By contrast, CHMP2A
and CHMP3 assemble into defined helical tubu-
lar structures that are straighe, cone-shaped and
often closed at one end [129-134]. These tubes
expose their membrane-targeting surface on the
outside and the VPS4 interaction sites on the
inside, permitting VPS4-driven tube disassembly
in vitro [136].

The strucrural fearures of the CHMP2-3
helical tubes suggest thar they could assemble
within the membrane neck of budding strue-
tures such as virions, vesicles or the cytokinetic
midbody [135]. However, the mean tube diameter
of CHMP2A-3 tubes is approximately 50 nm,
which keeps the membranes too far apart in
order to undergo fission. Nonetheless some of
the tubes generated in vitro revealed closed ends
characterized by a successive narrowing of the
helical diamerer which resembles ‘dome-like’
structures. Such structures mighe be able to
attract membrane and acr as a scaffold for mem-
brane bending. This could then lead to thinning
of the membrane neck and spontaneous fast fis-
sion [137]. This model leaves the possibility open
that VPS4 mighe play an active role in fission by
releasing the clastic stressimposed by the CHMP
protein scaffold on the membrane [137]. Besides
this model, other possibilities are discussed in the
literature, such as stepwise removal of CHMP
proteins from membrane-bound polymers that
induce constriction and eventually fission [70.138].

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

The first direct evidence of CHMP proteins
catalyzing membrane fission came from in vitro
experiments with giant unilamellar vesicles
(GUVs). It was shown thar the presence of the
four core yeast CHMP proteins (Vps20, Snf7,
Vps24 and Vps2) leads ro vesicle budding into
the lumen of GUVs [139]. The requirement for
CHM Ps was further narrowed down to the fis-
sion process itself, because a follow-up study
suggested that CHMP4 (Snf7) is sufficient to
induce fission and thus the release of vesicles
into the GUV lumen. Furthermore, Vps4 did
not play an active role in this set-up [140].

In summary, a huge body of work demon-
strates that ESCRT-III is part of the mem-
brane fission machinery that is recruited
during HIV-1 release. Although there are sev-
cral potential and promising models, it stll
needs to be determined experimentally how
this complex achieves its task. Furthermore,
as described in the next paragraph, the mini-
mal requirements for membrane fission con-
cerning the ESCRT-III composition and role
of VPS4 in vitro and in vivo scem to dif-
fer and these issues need to be resolved in
future experiments.

Dynamic assembly & minimal

requirement of ESCRT-Ill & VPS4 at

budding sites

Live cell imaging of budding sites revealed that
Gag recruitment into VLPs was completed in
9.6 min on average [141], independent of the
presence or absence of L domains [142], indi-
cating that ESCRTs are not required for Gag
recruitment and assembly. Together with Gag,
Alix progressively accumulated and remained
at the site throughout the budding process [142].
Termination of Gag recruitment was then fol-
lowed by a short (~1-3 min) appearance of
GFP-tagged ESCRT proteins CHMP4B,
CHMP4C, CHMPIB and VPS4B (tested
so far), indicating that the fission machinery
assembles late and only transiently at the bud-
ding site [142].

Late-domain-dependent recruitment of
VPS4A to nascent HIV-1 particles at the host
cell plasma membrane was furcher confirmed
and analyzed in more detail by live-cell imag-
ing. Accordingly, VPS4 is recruited tran-
siently to the budding site and assembles into
2-5 dodecamers. The short (~35 s) appearance
of VPS4 just before particle release provides
the strongest evidence so far for a direct role
of VPS4 in membrane fission leading to HIV-1
release [143].
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An clegant study by the Sundquist labora-
tory analyzed the requirement of all ESCRT-1II
members for HIV-1 budding systematically.
Interestingly, they found that virus release
was largely inhibited by co-depletion of either
CHMP2 or CHMP4 family members. By
contrast, depletion of CHMP3 and CHMP1
proteins resulted in only modest titer reduc-
tions (two- to cight-fold) and no effect could
be observed by depleting cells of other ESCRT-
111 members [144]. Moreover, the funcrion of
CHMP4 and CHMP2 in release depends on
their interaction, which was determined bio-
chemically. Furthermore, electron microscopy
images of budding sites of CHMP2-depleted
cells reveal ring-like electron-dense strucrures
within the membrane neck of seme virions that

fail to pinch off. This suggests that these ring-
like structures might be composed of CHMP4
polymers that accumulate in the absence of
CHMP2 [144]. Nortably these images are also
the first images that visualize ESCRT-III
within the neck of a budding virion.
Together these dara demonstrate that
CHMPA4 recruitmentis not sufficient to catalyze
membrane fission in the absence of CHMP2.
However, CHMP4 polymers are important and
likely provide a platform for CHMP2 assembly,
which in turn mighe recruit VPS4 to complete
membrane fission. Thus, only a selected subset
of ESCRT-1II is required for HIV-1 release and
VPS4 seems to play an active role in membrane
fission and not only disassemble and recycle
ESCRT-III components from membranes.

on t
pacity-

by relieving the elastic membrane stress that leads to spontaneous fission (F)
1al sorting complexes required for transport.
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Future perspective & model for
ESCRT-catalyzed membrane fission

The current data demonstrate that Gag assem-
bly at the plasma membrane coincides with the
appearance of Alix at the budding site [142].
ESCRT-I (Tsgl01) might be recruited at the
same time. Depending on the cell type and
expression levels of Tsgl01, multiple modes
of entering the ESCRT machinery mighe be
required to increase budding efficiency. We
don’t know whether ESCRT-I or Alix serve
solely as platforms for protein-protein inter-
actions or whether they play an active role at
carly stages of budding [145].

Once Gagassembly is completed, ESCRT-III
is recruited [142). Although Alix could bridge
ESCRT-I and -III function, the question
remains why Alix is present carly in assembly
and recruits ESCRT-III CHMP4 only after
Gag assembly is completed. In addition, Alix
is not absolutely required for HIV-1 budding;
thus cither ESCRT-I VPS28 interacting with
CHMP6 could provide this link [119] or a yet
unknown factor is needed to link ESCRT-1
with ESCRT-IIL

Based on the current data we suggest the
following model for assembly and budding.
Gag assembly at the plasma membrane coin-
cides with ESCRT-I and Alix recruitment
(Fcure 24 & 2B). T his somehow leads to ESCRT-
111 CHM P4 recruitment, which might require
or lead to Alix dimerization as well as CHMP4
polymerization into filamentous structures
that associate within the membrane neck of the
budding virion (Fiuse 2¢). Dimeric Alix might
coordinate two turns of the helical CHMP4
polymer (93] and mighe thus substitute for
ESCRT-1I-mediated coordination of two Snf7/
CHMP4 filaments [146). Interestingly, CHMP4
filaments accumulate within the membrane
neck in CHMP2-depleted cells [144]. This leads
© nearly closed Gag lattices [144]; by contrast,
Gag is arranged as a continuous but incom-
plete lattice in the released virion, indicating
that proper assembly of ESCRT-III prevents
Gag lacrice closure [145]. What is the function
of CHMP4 polymer assembly if it does not
induce membrane fission [144]7 One possibil-
ity is thart it narrows the inidally wide open
neck connecring the plasma membrane and the
virion membrane (Ficure 2B & 2€). Subsequently,
CHMP4 polymers scrve as platform to recruit
CHMP2 (Ficure 2D) [144]. CHMDP2A or B alone
or CHMP2A together with CHMP3 mighe
then assemble into dome-like structures that
can bend the membrane sufficiently to induce

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

membrane neck thinning that is required for
spontancous fission (Ficure 2D & 2E) [137]. One
caveat is that such dome-like structures have
only been observed for CHMP2A-3 polymers
1129.136] and CHMP3 plays at most a minor role
in release [144]. It chus remains to be determined
whether CHMP2 isoforms can assemble into
similar dome structures on theirown. In favor
of the dome model is the fact chat CHMP2A
can form ring-like structures, which have the
smallest diameters (~12 nm) of any CHMP
polymer analyzed so far in vitro 136]. Likewise
in vivo imaging of CHMP2 polymers at the
midbody revealed a CHMP2 polymer diam-
eter of approximately 17 nm [73]; these data
thus corroborate that CHMP2 has a key role
in fission.

Finally, another open question is how the
energy for fission is provided. Some of it might
derive from ESCRT-III monomer to polymer
transition on the membrane where the syner-
gistic effect of polymer formation and mem-
brane bending might come into play and keep
the membrane in a stressed state. Although
in theory accumulation of such clastic stress
mighe suffice o induce fission, the execution
of fission seems to require ATP hydrolysis
by VPS4 [143]. The VPS4 dodecamer might
be able to interact with 12 CHMP proteins
simultancously; its caralytic activity could
thus exert mechanical force on the membrane-
bound CHMP lattice in a synchronized fash-
ion and induce abrupr relieve of the elastic
stress, which could lead to spontancous fis-
sion (Ficure 2E). Concomitantly, this will lead
to depolymerization of the CHMP latrice and
recycling of ESCRT-III (Ficuse 2E).

Overall, the last decade brought about great
progress in the understanding of HIV-1 bud-
ding and release. However, further work is
required to decipher the exact role of many Gag
interaction partners, to determine the func-
tion of early ESCRT budding factors, and w0
validate the fine mechanics of ESCRT-driven
membrane fission,
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The role of structural proteins in HIV-1 assembly
= Budding is driven by the polyprotein Gag, which forms virus-like particles when expressed on its own.

= The production of infectious virions reguires Env, genomic RNA and Gag-Pol, coding for the protease, the reverse transcriptase and
the integrase.

Host cell factors involved in Gag trafficking

= Gag wafficking to the plasma membrane, the main site of virus assembly, Is ensured by multiple cellular factors that regulate Gag
mRNA transport and protein trafficking.

Factors supporting HIV-1 budding
= Gag recruits host cell factors that dassify as not absolutely essential for HIV-1 budding such as Alix and ubiguitin.

= Engagement of these factors might play cell-type specific roles and provide additional support to enter the endosomal sorting
complexes required for transport (ESCRT) pathway; this might be especially important in cells expressing low levels of Tsg101 and help
to divert more ESCRTS to the site of HIV-1 budding.

Central role of ESCRT-1II in HIV-1 budding

= Access to ESCRT-IIl and the VPS4 machinery is essential for HIV-1 budding. Interference with ESCRT-IIl and VPS4 leads to fully
assembled viral particles that fail to pinch off from the plasma membrane.

= ESCRT-Ill assembles into polymers that can deform membranes and is part of the minimal membrane fission machinery.

Dynamic assembly & minimal requirement of ESCRT-1Il and VPS4 at budding sites

= ESCRT-Ill and VPS4 appear only after Gag assembly is completed at the budding site.

= By contrast, Alix s present throughout the Gag assembly process.

= CHMP4 assembles first and provides a platform to recruit CHMP2 and VPS4.

= ESCRT-IlIl CHMP4 ang CHMP2 family members are reguired at the budding site to release virions.

= VPS4 plays an active role in the ESCRT-III-driven release process, potentially by providing energy for membrane fission.

Future perspective & model for ESCRT-catalyzed membrane fission

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

* Data on ESCRT-IIl polymerization suggest a model, which entails initial membrane neck constriction by a polymer assembled by one of

the three CHMP4 isoforms and subsequent recruitment of one CHMP2 family member, which catalyze membrane fission with the help

of VPS4,

= Novel structural and functional approaches will be reguired to validate the model.

I Hbliogrclphy wole for the ESCRT machinery. Science P13, Zhou W, Parent L, Wills ] ez al. Identification
Papers of special note have been highlighted as: 316(5833), 1908-1912 (2007). nfa. mcmbrém—bir!:?ing df)main within the
» of interesc »7. Welsch S, Muller, B, Krausslich HG. More amino-meminal regionofhuman )
= of considerable interest than one door — budding of enveloped viruses lmr'nul'\odcﬁclcnc.y oo ‘)P" ! Gag Ricia
P Jouvenee N, Neil ], Bess C eral. Plasma through cellular membranes. FEBS Lerz, which interaces with acidic phospholipids.
membrane is che site of productive HIV-1 581(11), 2089-2097 (2007). /- ﬁml B8, 2556-3560,11992);
particle assembly. PLaS Biol. 4(12), e435 »s. Fujii K, Hurley JH, Freed EO, Beyond Tsg101: ™ - Hill CP, Worthylake D, Bancroft DP 7l
(2006). the role of Alix in ‘ESCRTing’ HIV-1. Nar. Coital miliconesobhe dimenc utnan.
P2 Joisvence N, Simon $M, Bieniae PD. Imaging Rev. Microbiol. 5(12), 912-916 (2007). 'mm""mﬁcﬁ':nw virus type | matrix protein:
- ; R 3 implicari r b ion and
the interaction of HIV-1 genomes and Gag »9.  Bieniasz PD. The cell biology of HIV-1 virion TR
during assembly of individual viral parricles. genesis. Cell Host Microbe5(6), 550-558 assembly. PNAS93(7), 3099-3104 (1996).
Proc. Natl Acad. Sci, USA 106(45), (2009). P 15. Ono A, Ablan SD, Lockete §] eral.
Phiscobiiid et f BY Le |
19114-19119 (2009). »10. Gheysen D, JacobsE, de Foresta F ez.al. s > [::hc e
»3 Finzi A, Orthwein A, Mercier ] eral. Assembly and release of HIV-1 precursor Proc '\WafltdgsduUSA lDF;(él)
Productive human immunodeficiency virus Pr55gag virus-like particles from recombinant 1483;—14894 ('200'4) =
type | assembly takes place at the plasma baculovirus-infected insect cells, Cedl59(1), : - :
membrane. [, Virol. 81(14), 7476-7490 (2007). 103-112 (1989). 16. Perez-Caballero D, Haziicannou T, Martin-
P GanserPornillos BK, Yeager M, Sundquist WL 11, Martin-Serrano J, Neil §]. Host factors f:m;‘:;::lir:‘:::;:::‘::n:::m
The structural biology of HIV assembly. Curr. involved in recroviral budding and release. c;np;ag prrcutsormesibrane intcmcdopn: %
N Opin. Struct. Biol. 18(2), 203-217 (2008). Nat. Rev. Microbiol. 9(7), 519-531 (2011). . Virol. 78(17), 9560-9563 (2004).
5. Morica E, Sundquist W1 Retrovirus budding.  ®12. Goutlinger H, Sodroski ], Haseltine W. Role of > 3 . : o
4 7. ' 8 My
Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 20(1), 395-425 capsid precursor processing and myristoylation e b D,ol:;g hl‘::::ii: X ()'r If,(?yh“i::s
(2004). in morphogenesis and infectivity of human ~ A i
. 3 ¥ Z type | Gag-Gag multimerizacion in
5. Carlron JG, Martin-Serrano J. Parallels mmunofkﬁcu:ncy virus type 1. Proc. Narl mammalian cells. /. Virol 81(23),
berween cytokinesis and retroviral budding: a Arad. Sci. USA 86, 5781-5785 (1989). 1289912910 (2007).
1166 Future Microbiol. (2011) 6(10) futire science group

38



Saad S, Miller ], Tai ] e al. Scructural basis
for targeting HIV-1 Gag proteins to the plasma
membrane for virus assembly. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 103(30), 11364—11369 (2006).

Saad ]S, Ablan SD, Ghanam RH e al.
Structure of the myristylaced human
immunodeficiency virus type 2 matrix protein
and the role of phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphospt geting. [, Mol.
Biol. 382(2), 434-447 (2008).

ate in b

. Wilk T, Gross I, Gowen BE eral

Organization of immacure human
immunodeficiency virus type 1. [ Virol 75(2),
759-771 (2001).

Briggs JA, Riches ]D, Glass B er al. Scructure
and assembly of immarure HIV. Proc. Narl
Acad. Sci. USA 106(27), 11090-11095 (2009).

. Briggs JA, Krausslich HG. The molecular

architecture of HIV. /. Mol. Biol 410(4),
491-500 (2011).

. Briggs JA, Simon MN, Gross | er al. The

swichiometry of Gag protein in HIV-1. Nar.
Struce. Mol. Biol 11(7), 672-675 (2004).

. Wright ER, Schooler JB, Ding H] ez al

Electron cryotomography of immature HIV-1
virions reveals the structure of the CA and SP1
Gag shells. EMBO [.26(8), 2218-2226
(2007).

25. Alfadhli A, Barklis RL, Barklis E. HIV-1

»29

>0,

>3,

matrix organizes as a hexamer of trimers on
membranes containing phosphatidylirositol-
(4.5)-bisphosphate. Virology 387(2), 466-472
(2009).

. LuK, Heng, X, Summers MF. Structural

determinants and mechanism of HIV-1
Genome Packaging. [ Mol Biol. 410(4),
609-633 (2011).

Muriaux, D, Darlix JL. Propertics and

funcrions of the nucleocapsid protein in virus
assembly, RNVA Biol. 7(6), 744-753 (2010).

. Kutluay SB, Bicniasz PD. Analysis of the

initiating events in HIV-1 particle assembly
and genome packaging. PLoS Pathog. 6(11),
<1001200 (2010).

Carlson LA, de Marco A, Oberwinkler H

ez al Cryo electron tomography of rative
HIV-1 budding sites. PLoS Pathog. 6(11),
1001173 (2010).

Briggs JA, Wilk T, Welker R ez 4l Structural
organization of authentic, mature HIV-1
virions and cores. EMBO [ 22(7), 1707-1715
(2003).

Ganser-Pornillos BK, Cheng A, Yeager M.
Seructure of full-kngeth HIV-1 CA: a model
for the marure capsid lattice. Cel{ 131(1),
70-79 (2007).

de Marco A, Muller B, Glass B ez al.
Structural analysis of HIV-1 maturation using
cryo-clectron tomography. PLaS Pathog. 6(11),
cl001215 (2010).

» 3.

» 7.

>

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

Koh! NE, Emini EA, Schleif WA ¢ al. Acrive
human immunodeficiency virus protease is
required for viral infectivity. Proc. Nat! Acad.
Sci. USA 85(13), 4686-4690 (1988).

. Gottlinger HG, Sodroski JG, Haseltine WA,

Role of capsid precursor processing and
myristoylation in morphogenesis and
infectivity of human immunodeficiency virus
type . Proc. Natl Acad. Sci. USA 86(15),
5781-5785 (1989).

Ono A, HIV-1 Assembly at che plasma

membrane: Gag trafficking and localization.

Furure Virol. 4(3), 241-257 (2009).

Jin ], Sturgeon T, Chen C ¢ 2l Distinct
intracellular trafficking of equine infecrious
anemia virus and human immunodeficiency
virus type | Gag during viral assembly and
budding revealed by bimolecular Auorescence
complementation assays. /. Virol. 81 (20),
11226-11235 (2007).

Jin ], Sturgeon T, Weisz OA eral. HIV-1
matrix dependent membrane targeting is
regulated by Gag mRNA trafficking. PLaS
ONE 4(8), ¢6551 (2009).

Ryo A, Tsurutani N, Ohba K ez 2/, SOCS1 is
an inducible host factor during HIV-1
infection and regulates che intracellular
mafficking and stabilicy of HIV-1 Gag. Proc.
Narl Acad. Sci, USA 105(1), 294-299
(2008).

Joshi A, Garg H, Nagashima K ez 2. GGA
and Arf proteins modulate retrovirus
assembly and release. Mol. Cell 30(2),
227-238 (2008).

. Joshi A, Nagashima, K, Freed EOQ. Defectsin

cellular sorting and recroviral assembly
induced by GGA overexpression, BMC Cell
Biol. 10, 72 (2009).

Dong X, Li H, Derdowski A er al. AP-3
direces the intracellular erafficking of HIV-1
Gag and plays a key role in parricle assembly.
el 120(5), 663-674 (2005).
Batonick M, Favre M, Boge M et al.
Interaction of HIV-1 Gag with the
clachrin-associated adapror AP-2. Virology
342(2), 190-200 (2005).

. Camus G, Segura-Morales C, Molle D er al.

The clachrin adapror complex AP-1 binds
HIV-1 and MLV Gag and facilitates their
budding. Mol. Biol. Cell 18(8), 3193-3203
(2007).

. Zhang F, Zang T, Wilson S] er al. Clachrin

Facilitates the morphogenesis of retrovirus
particles. PLoS Pathog. 7(6), 1002119
(2011).

Popov §, Strack B, Sanchez-Merino Ver al.
Human immunodeficiency virus type | and
related primate lentiviruses engage clachrin
through Gag-Pol or Gag. /. Virel. 85(8),
3792-3801 (2011).

| ZT

>4z

[ %)

P s,

Ps2,

»ss

»ss.

»s7.

P ss.

Joshi A, Garg H, Ablan SD e 4l Evidence of
a role for soluble N-echylmalcimide-sensitive
facror atcrachment protein recepror (SNARE)
machinery in HIV-1 assembly and release.

J. Biol. Chem. 286(34), 29861-29871 (2011)

Tomira Y, Noda T, Fujii K e7 a/. The cellular
factors Vps18 and Mon2 are required for
efficient production of infectious HIV-1
particles. [. Virol. 85(11), 5618-5627
(2011).

Cooper ], Liu L, Woodruff EA er al. Filamin
a interaces with human immunodeficiency
virus type 1 Gag and conrributes to
productive particle assembly. /. Biol. Chem.
286(32), 28498-28510 (2011).
Gladnikoff M, Shimoni E, Gov NS er 2/
Retroviral assembly and budding occur
through an actin-driven mechanism.
Biophys, J. 97(9), 2419-2428 (2009).
Raposo GA, Moore M, Innes D eral.
Human Macrophages accumulace HIV-1
particlesin MHC 11 compartments. Traffic
3(10), 718-729 (2002).

Pelchen-Macchews A, Kramer B, Marsh M.
Infectious HIV-1 assembles in late
endosomes in primary macrophages. [, Cell
Biol, 162(3), 443-455 (2003).

Jouve M, Sol-Foulon N, Watson S e al.
HIV-1 buds and accumulates in *nonacidic”
endosomes of macrophages. Cefl Host
Microbe 2(2), 85-95 (2007).

Benaroch P, Billard E, Gaudin R er al.
HIV-1 assembly in macrophages.
Rerrovirology 7,29 (2010).

Ryzhova EV, Vos RM, Albright AV ez al.
Annexin 2: a novel human
immunodeficiency virus type | Gag binding
protein involved in replication in monocy te-
derived macrophages. [ Virol. 80(6),
2694-2704 (2006).

Harrist AV, Ryzhova EV, Harvey T eral.
Anx2 interaces wich HIV-1 Gag ac
phospharidylinositol (4,5) bisphosphate-
containing lipid rafts and increases viral
preduction in 293T cells. PLoS ONE4(3),
5020 (2009).

. Welsch S, Keppler OT, Habermann A er al.

HIV-1 buds predominancly at the plasma
membrane of primary human macrophages.
PLoS Pathog 3(3), €36 (2007).

Dencka M, Pelchen-Macthews A, Byland R
eral In phages, HIV-1 bl

i llular plasma brane domain
containing the terraspanins CD81, CDY, and
CD53. /. Cell Biol 177(2), 329-341 (2007).
Bennetr AE, Narayan K, ShiD eral

1 1

into an

scanning el m Py
reveals surface-connected tubular conduits in
HIV-infected macrophages. PLaS Patkog 5(9),
1000591 (2009).

o) futre science grouo

www.futuremedicine.com

39

1167



Review Dordor, Poudevigne, Géttlinger & Weissenhorn

P39 Welsch S, Groor F, Krausslich H-G er al. P74 EliaN, Sougrat R, Spurlin TA ez al. P87, McCullough J, Fisher RD, Whichy FG eral.
Architecture and regulation of the HIV-1 Dynamics of endosomal sorting complex ALIX-CHM P4 interactions in the human
assembly and holding compartment in required for cransport (ESCRT) machinery ESCRT pathway. Proc Nat. Acad Sci, USA
macrophages. /. Virol 85(15), 7922-7927 during cyrokinesis and its role in abscission. 105(22), 7687-7691 (2008).
eo1l). Proc. Natl Acad. Sci. USA 108(12), 4846 P88, Lec S, Joshi A, Nagashima K eral. Scrucrural

P60, Gorlinger H, Dorfman T, Sodroski ] eral. 4851 (2011). basis for viral lace-domain binding o Alix.
Effect of mutations affecting the p6 Gag > Garrus ], von Schwedler U, Pornillos O eral. Nat. Struce. Mol. Biol. 14(3), 194-199 (2007).
protein on human immunodeficiency virus Tsgl01 and che vacuolar protein sorting » 59, Zhai Q, Fisher RD, Chung HY e al.
particle release, Proc. Natl Acad. Sci. USA 88, pathway are essencial for HIV-1 budding. Cell S trocrura) and Banctianal srudics oEATIX
3195-3199 (1991). 107, 55-65 (2001). interactions with YPX(n)L late domains of

P 6l Huang M, Orenstein ], Martin M eral. p6Gag ®76. Martin-Serrano J, Zang T, Bieniasz P. HIV-1 HIV-1 and EIAV. Naz. Srruce. Mol. Biol.
is required for particle prod from and Ebola virus encode small pepride morifs 15(1), 43-49 (2008).
full-lengeh human immunodeficiency virus chac recruic 'l"sg]Ol to sites of parricle »50. Odorizzi G. The multiple personalitics
type 1 molecular clones exp gp bly to facilicace egress. Nar, Med. 7, of Alix. . Cefl Sci. 119(15), 3025-3032
/. Virol 69, 6810-6818 (1995). 1313-1319 (2001). 2006),

| SN P.m:nr i 7 Bu‘mctt R, .Cravcn Reral » 77, VerPlank L, Bouamr F, LaGram Teral P91 ZhouX, Pan S, SunL e 2. The CHMP4b-
P lly indef and exchangeable lace Tsgl01, a homologue of ubiquirin- and Src-docking sites in the Brol domainare
budding functions of the Rous sarcoma virus conjugaring(E2) enzymes, binds che L stinoinhithited) To:the nadue mate af A b
and human immunodeficiency virus Gag domain in HIV type | Pr55(Gag). Proc. Nari Biochem. J.418(2), 277-284 (2009).

ins. /. Virol. 69, 5455-5460 (1! B Acad. Sci. USA 98, 4-7729 (2001).
peicing, ;Y 92120200 (19, e S A AR el > 52 Zhai Q, Landesman MB, Chung HY et al.

P63, Scrack B, Caliseri, A, Gorclinger HG. Late P78, Strack B, Calistri A, Popova E eral. AIP1/ accivation of the retroviral budding factor
assembly domain function can exhibit context ALIX isa binding parener for HIV-1 p6 and ALIX. /. Virol. 85(17), 9222-9226 (2011).
depend and involves ubig id EIAV p9 functioning in virus budding. Cel/ ~ T —
implicated in endocytosis. /. Virol. 76(11), 114, 689-699 (2003). % TR o™ dmarhad .
54725479 (2002 2 crescent-shaped ALIX dimer targets

2-5479 ( ). »79. von Schwedler UK, Stuchell M, Muller B ESCRT-111 CHMP4 flaments. Srructure

P64, Martin-Serrano J, Perez-Caballero D, e al. The protein nerwork of HIV budding. 17(6), 843856 (2009).

Bieniasz PD. Contexe-dependenc effects of Cell 114(6), 701-713 (2003). & x =
L domains and ubiquitination on viral > . » 94, Munshi UM, Kim Ji Nagashima K eral. An
buding . Virl 78(11), 5554-5563 Q008), " peorere Sero ) Yarowy & . Alix fragmen potently inhibirs HIV-1

B/ ¥ . Perez-Caballero D eral. Divergene retroviral budding: characterization of binding to

P ¢5. Demirov DG, Freed EO. Retrovirus budding. late-budding domains recruit vacuolar protein recroviral YPXL lace domains: . Biol. Chern.

Virus Res. 106(2), 87-102 (2004). sorting facrors by using alternarive adapror 282(6), 3847-3855 (2007).
66 Usami Y, Popov S, Popova E sral The ESCRT proteins. Proc. Natl Acad. Sa. USA 100(21), : ]
- 3 > ndp;l\’. bpdd' SR 12414-12419 (2003) P95, Usami Y, Popov $, Gorelinger HG. Potent
i -1 budding; Biadsem. Sac, B ; rescue of human immunodeficiency virus
Trans. 37(Pc 1), 181-184 (2009). 81, Vincent O, Rainbow L, Tilburn ] er al. type 1 late domain mutants byAI;.cl)X/A]Pl

P 7. Bieniasz PD. Late budding domains and host Y‘PXL:‘-I isa protein if“"“tio“ mo'fif depends on its CH MP4 binding site. /. Virol.

proteins in enveloped virus release. Virology recognized by aspergillus l’:;lA °i'l‘d “‘; buman 81(12), 6614-6622 (2007).
homologue, AIP1/Alix. Mol. Cell Biol. 2 8
344(1), 55-63 (2006). 16:‘7‘:1(5;5:(2003) e P96, Carleon JG, Agromayor, M, Martin-Serrano J.

P 8. Hartlicb B, Weissenhorn W. Filovirus assembly ' Differential requirements for Alix and
and budding, Virology 344(1), 64-70 (2006). ™ 82 Strack B, Calistri A, Accola M «r al. A role for ESCRT-l1 in cyrokinesis and HIV-1 release.

» 69, Saksena S, Sun ], ChuT eral ESCRTing :‘:’:‘:“;r';f‘:‘,;‘;:;'“;‘ i Proc. Nat! Acad. Sci. USA 105(30), 10541
proteins in the endocytic pachway. Trends 3 by T ' 10546 (2008).

5 R 13063-13068 (2000).
Biochem. Sa. 32(12), 561-573 (2007). S " > Popov §, Popova E, Inoue M ez a/. Human
. Yasuda ], H E, Nakao M X : bt ] " 3

»70. Hurley JH, Hanson PL. Membrane budding ® F;c(i:ojnal :::l:fcmenzz :f?a m’v’:l Neddé-like 'mm“Md‘h"me"ms type 1 Gagengages
and scission by the ESCRT machinery: ic's all ubiciivin ligase an resiavisas budd;ng the le] d‘?:‘““ c.fA,J.lX/AlPl through che
in the neck. Nar. Rev. Mol. Cell. Biol. 11(8), : : nucleocapsid. /. Virol. 82(3), 1389-1398

EMBO Rep. 3(7), 636-640 {2002).
556-566 (2010). . 2:3(7), 93664012002 (2008).
84. Bo F, Melillo JA, Wang M/ 18 L ~

» 71 Morita E, Sandrin V, Chung HY eral Human il Acp'm:':.“. 3 r::fm(jo::in G % DumopeVJovid MB, AbonJande G aral,
ESCRT and ALIX proccins interact with N O P~ W The "'-“:Iﬂ"-'a'l;'-“d region of HIV-1 Gag
proceins of the midbady and function in mediaces its funcrional inxcr::'tiz; wit;:g coopc'ra(es i (.he ST A Lpr-nL e
oytokinesis. EMBO J. 26(19), 4215-4227 I N7 it domains to FErnit the c‘ellul:u' machinery
(2007). ; :d 2Vt r(aa) 113887 11895 necessary for viral budding. ALoS Pathog.

corrected . [ Virol. R 2 , ¢1000; 2009).
P72, MoritaE, ColfLA, Karren MA eral Human (2003). ~ 3@ :9 20 il
ESCRT-111 and VPS84 proteins are required for 2 i 99. Dussupe V, Secce P, Bello NF eral. Basic
gt sl i i O S o bcrc i,
Narl Acad. Sci. USA 107, 1288912894 (2010). } ; : ) are critical for late events of HIV-1 budding.
AIP! and its role in recrovirus budding. Cell J. Virol. 85(5), 2304-2315 (2011).

P73 Guizer ], Schermelleh L, Mantler J ez al 128(5), 841-852 (2007). . 0 .

Cortical constriction during abscission > 6. Fujii K, Munshi UM, Ablan SD eral 100. 'POPOVE E, Po[aov, S, Flﬂ(‘l'"Ecr HG. H“mf“
trvpives helices oRESC RN dependenc ‘ FuLcrio;I:I role of :\li.x in HIV-1 rej l‘icarion Immunfxdcﬁclcncy i i e
flamencs. Science 331(6024), 16161620 Vil it 2:&4 rep il P s pl confers ESCRT pathway dependence.
(2011). ralogy 391(2), 284292 (2009). J. Virol. 84(13), 65906597 (2010).

1168 Future Microbiol. (2011) 6(10) futire science group

40




[ TN

| ST3

L UE

[ JUTS

P 1os.

> 106,

> 107

| SULR

09,

>0

| S3E8

[ G153

P13 Joshi A, Munshi U, Ablan SD eral Funcrional p 125,

Popay §, Popova E, Inouc M e 2l. Divergent
Brol domains share the capacity to bind
human immunodeficiency virus type |
nucleocapsid and to enhance virus-like particle
preduction. /. Virol. 83(14), 7185-7193
(2009).

Martin-Serrano ]. The role of ubiquitin in
retroviral egress. Traffic8(10), 1297-1303
(2007).

Jager S, Gorewein, E, Krausslich HG.

defici

L SIS

s,

P16,

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

Gan X, Gould §]. Idenrificarion of an
inhibitory budding signal that blocks the
release of HIV parricles and exosome/
microvesicle proteins. Mol. Biol. Cel{22(6),
817-830 (2011).

Da Q. Yang X, Xu Y ez 2l TANK-binding
kinase | attenuaces PTAP-dependent recroviral
budding through rargeting endosomal sorcing
complex required for transpore-l. /. Immunol.
186(5), 3023-3030 (2011).

Ubiquitination of human immun

Langelier C, von Schwedler UK, Fisher RD

virus type | Gagis highly dependenc on G:‘g
membrane association. /. Virol 81(17),
9193-9201 (2007).

Chung HY, Morita E, von Schwedler U ez al
NEDDA4L overexpression rescues the release
and infectivity of human immunodeficiency
virus type | constructs lacking PTAP and
YPXL late domains. /. Virol. 8(10),
48844897 (2008).

Usami Y, Popov S, Popova E er al. Efficient
and specific rescuc of human
immunodeRciency virus type | budding
defects by a Nedd4-like ubiquitin ligase.

J. Virol 82, 4898-4907 (2008).

Zhadina M, Bieniasz PD. Funcrional
interchangeability of late domains, late domain
cofactors and ubiquitin in viral budding. PLoS
Pathog. §(10), €1001153 (2010).

Weiss ER, Popova E, Yamanaka H ez al.
Rescue of HIV-1 release by targeting widely
divergent NEDD4-type ubiquirin ligases and
isolated catalytic HECT domains to Gag.
PLoS Pathog. 6(9) 1001107 (2010).
Martin-Serrano ], Eastman SW, Chung W
eral. HECT ubiquitin ligases link viral and
cellular PPXY morifs to the vacuolar
protein-sorting pachway. /. Cell Biol 168(1),
89-101 (2005).

Komander D, Clague M], Urbe S. Breaking
the chains: scructure and function of the
deubiquitinases. Naz. Rev. Mol. Cell Biol.
10(8), 550-563 (2009).

Agromayor M, Martin-Serrano ]. Interaction
of AMSH with ESCRT-1Il and
deubiquitination of endosomal cargo. [ Biol.
Chem. 281(32), 23083-23091 (2006).
Zamborlini A, Usami Y, Radoshiczky SR er al.
Release of autoinhibition converts ESCRT-111
components into potent inhibitors of HIV-1
budding. Proc. Na:l Acad. Sci. USA 103(50),
19140-19145 (2006).

Solomons J, Sabin C, Poudevigne E ezal
Structural basis for ESCRT-111 CH MP3
recruitment of AMSH. Strucrure 19(18),
1149-1159 (2011).

replacement of a rerroviral lace domain by
ubiquitin fusion. Traffic 9(11), 1972-1983
(2008).

>

s

[ SIT)

> 120

>

> 122

>3

| SVI8

et al. Human ESCRT-11 complex and its role
in human immunodeficiency virus type 1
release, [, Virol, 80(19), 9465-9480 (2006).
Im Y], Wollere T, Boura E er al. Scructure and
funcrion of the ESCRT-11-111 interface in
multivesicular body biogenesis. Dev. Cell
17(2), 234-243 (2009).

Kostelansky MS, Schluter C, Tam YY er al.
Molecular architecture and functional model
of the complete yeast ESCRT-1 heterotetramer.
Cell129(3), 485-498 (2007).

Pineda-Molina E, Belrhali H, Picfer A] er al.
The crystal structure of the C-terminal
domain of Vps28 reveals a conserved surface
required for Vps20 recruitment. Traffic 7(8),
1007-1016 (2006).

Medina GN, Ehrlich LS, Chen MH e 2/,
Sprouty 2 binds ESCRT-11 factor Eap20 and
facilicates HIV-1 Gag release, [ Virol 85(14),
7353-7362 (2011).

. Davies BA, Babst M, Katzmann

DJ. Regulation of Vps4 during MVB sorting
and cyrokinesis. Traffic 12(10), 1298-1305
(2011).

Babst M, Wendland B, Estepa E] eral. The
Vpsdp AAA ATPase regulates membrane
association of a Vps protein complex required
for normal endosome function. EMBO /.
17(11), 2982-2993 (1998).
Lin Y, Kimpler LA, Naismith TV et al.
Interaction of the mammalian endosomal
sorting complex required for
transport(ESCRT) 111 protein hSnf7-1 with
itself, membranes, and the AAA+ ATDase
SKDL. [ Biol. Chem. 280(13), 12799-12809
(2005).
Saksena 8, Wahlman J, Teis D eral.
Functional reconstitution of ESCRT-111
assembly and disassembly. Cell 136(1), 97-109
(2009).
This is the first report that implicates
fonal changes in end |

._3 ' 3 | ) d for
(ESCRT)-II1, Vps20 and Snf7 upon
polymerization on membranes.
Peel §, Macheboeuf P, Martinelli N eral
Divergent pathways lead to ESCRT-I11
catalyzed membranc fission. Trends Biochen.
Sci. 36((4)), 199-210 (2011).

£
confor

port

»126.

Pi2s.

129,

P30

>3

>3

L GE5

>34

P35,

136

»137.

Muziol T, Pineda-Molina E, Ravelli RB eral
Seructural basis for budding by the ESCRT-111
factor CHMP3. Dev. Cell 10(6), 821-830
(2006).

27. Shim §, Kimpler LA, Hanson P1. Structure/

function analysis of four core ESCRT-111
proteins reveals common regulacory rale for
extreme C-terminal domain. Traffic8(8),
1068-1079 (2007).

Lara S, Roessle M, Solomons ] eral Scructural
basis for autoinhibition of ESCRT-111
CHMP3. [ Mol Biol 378(4), 818-827
(2008).

Bajorek M, Schubert HL, McCullough J er /.
Structural basis for ESCRT-111 protein
aurcinhibition, Naz, Struct. Mol Biol. 16(7),
754-762 (2009).

Rozycki B, Kim YC, Hummer G. SAXS
ensemble refinement of ESCRT-111 CHMP3
conformational cransitions. Seructure 19(1),
109-116 (2011).

Stuchell-Brereton M D, Skalicky JJ, Kieffer C
eral ESCRT-111 recognition by VPS4
ATPases. Narure449(7163), 740-744 (2007).
Obita T, Saksena S, Ghazi-Tabatabai S e al.
Structural basis for selective recognirion of
ESCRT-I11 by the AAA AT Pase Vpsd. Nazure
449(7163), 735-739 (2007).

Kicffer C, Skalicky J], Morita E eral Two
distinct modes of ESCRT-1I recognition are
required for VPS4 functions in lysosomal
protein targeting and HIV-1 budding. Dev.
Cell15(1), 62-73 (2008).

Hanson P1, Roth R, Lin Y er 2/, Plasma
membrane deformation by circular arrays of
ESCRT-II protein filaments. /. Cel! Biol,
180(2), 389402 (2008).

This is the first report that shows
CHMP4(Snf7) ESCRT-III polymerization
deforms the plasma membranc into
membranc tubes.

Ghazi-Tabatabai $, Saksena S, Short JM e al.
Structure and disassembly of filaments formed
by the ESCRT-11 subunic Vps24, Seructure
16(9), 1345-1356 (2008).

Lata §, Schochn G, Jain A eral. Helical
structures of ESCRT-111 are disassembled by
VPS4, Scrence 321(5894), 1354-1357 (2008).

Reports the in vitro reconstitution of a
helical tubular ESCRT-111 polymer
composed of CHMP2A and CHMP3. The
tube binds membranes on the outside and
VPS4 on the inside suggesting that such
structures assemble on the inside of 2

bud neck.

Fabrikant G, Laca §, Riches JD ez al.
Compurational model of membrane fission
catalyzed by ESCRT-111. PLoS Comput. Biol.
5(11), e1000575 (2009).

o) futre science grouo

www.futuremedicine.com

41

1169



Review Dordor, Poudevigne, Géttlinger & Weissenhorn

»  Thecomputational model suggests that
the membrane-binding affinity of
ESCRT-111 might be sufficient to provide
the energy for fission.

P 138, Henne WM, Buchkovich NJ, Emr SD. The
ESCRT Pathway. Dev. Cell 21(1), 77-91
(2011).

P 139. Wollere T, Wunder C, Lippincote-Schwarez |
et al. Membrane scission by the ESCRT-111
complex. Narure 458(7235), 172-177
(2009).

= Demonstrates for the first time
that ESCRT-II1 isinvolved in

membrane fission.

P 140. Wollere T, Hurley JH. Molecular mechanism
of multivesicular body biogenesis by ESCRT
complexes, Narure 464(7290), 864-869.
(2010).

=  This report demonstrates that
ESCRT-1and -1I catalyze vesicle
formation and ESCRT-111
membrane fission.

P 141, Jouvener N, Bieniasz PD, Simon SM.
Imaging the biogenesis of individual HIV-1
virions in live cells. Narure 454(7201),
236-240 (2008).

P 142, Jouvenet N, Zhadina M, Bieniasz PD eral.
Dynamics of ESCRT protein recruitment

during recroviral assembly. Nar. Cell Biol.
13(4), 394-401 (2011).

Reports that Gag and Alix progressively

! bly sites, while
ESCRT-111 and Vps4A were transiently
recruited after completion of Gag assembly.

atviral

Baumgartel V, Ivanchenko S, Dupont A eral.
Live-cell visualization of dynamics of HIV
budding site interacrions with an ESCRT
component. Naz, Cell Biol. 13(4), 469-474
(2011).

Utilized live-cell imaging to show that
VPSA is transiently recruited to HIV
budding sites where it assembles into
dodecamers, which reside at the site for

P>

~35 sand disappear before particle release.

First indication that VPS4 plays an active > 149,

role in membranc fission.

Morita E, Sandrin V, McCullough ] e al.
ESCRT-1I1 protein requirements for HIV-1
budding. Cell Host Microbe 9(3), 235-242
(2011).

Demonstrates that CHMP4 and CHMP2
ESCRT-III family members are the most
important ESCRT-111 proteins required for
HIV release. CHM P4 interacts with
CHMP2, and CHMP2 might make the
final cut, supported by [73].

Carlson LA, Briggs JA, Glass B eral.
Three-dimensional analysis of budding sites
and released virus suggests a revised model for
HIV-1 morphogenesis. Cell Host Microbe
4(6), 592-599 (2008).

» 146

L ST

ok

150,

Teis D, Saksena S, Judson BL e7 al.
ESCRT-I1 coordinates the assembly of
ESCRT-III filaments for cargo sorting and
multivesicular body vesicle formarion.
EMBO [ 29(5), 871-883 (2010).

Ghanam RH, Fernandez TF,

Fledderman EL ¢ a/. Binding of calmodulin
to the HIV-1 matrix protein triggers
myristate exposure. [. Biol. Chem. 285(53),
41911-41920 (2011).

Thali M, Bukovsky A, Kondo E er al.
Funcrional association of cyclophilin A with
HIV-1 virions, Marure 372(6504), 363-365
(1994).

Lingappa JR, Dooher JE, Newman MA

et al. Basic residues in the nucleocapsid
domain of Gag are required for interaction
of HIV-1 gag with ABCEI(HP68), a cellular
protein imporcant for HIV-1 capsid
assembly. /. Biol. Chem. 281(7), 3773-3784
(2006).

Perugi F, Muriaux D, Ramirez BC ez al.
Human discs large is a new negartive
regulator of human immunodeficiency
virus-1 infectivicy. Mol. Biol. Cell 20(1),
498-508 (2009).

1170

Future Microbiol. (2011) 6(10)

42

futre science group




1.5. Objectifs du travail de these

- 1 Caractérisation biochimique et structurale des polymeéres ESCRT-III

CONTEXTE : Il a été montré que les protéines CHMP2a et CHMP3 forment un hétéropolymere
conique in vitro potentiellement responsable de I'activité de clivage membranaire catalysé par
ESCRT-II [73], [82]. La capacité de ces polyméres a remodeler les membranes reste cependant a
démontrer. De plus, la structure adoptée par CHMP2a et CHMP3 au sein de ce polymeére est
inconnue.

De précédents travaux ont également décrit les interactions existant entre les protéines CHMP [60],
[159]. Il n’existe en revanche aucune donnée sur les affinités engagées dans ces interactions.

OBJECTIFS : Reconstituer les polyméres CHMP2a/CHMP3, les analyser et en obtenir la structure par
cryo-microscopie électronique afin de comprendre comment ils sont formés et comment ils peuvent
fonctionner dans la cellule. Analyser les interactions entre protéines CHMP par SPR.

- 2 Développement d’anticorps spécifiques des polymeres ESCRT-III

CONTEXTE : Les protéines ESCRT-IIl sont capables de former différents types de polyméres in vitro.
Cependant, il existe peu de preuves directes de I'existence de ces polymeres dans les cellules.

OBJECTIF : Développer un anticorps reconnaissant uniquement les structures polymériques afin de
pouvoir visualiser et éventuellement purifier les polyméres ESCRT présents dans les cellules
humaines.

- 3 Etude des interactions entre protéines CHMP

CONTEXTE : Il n’existe a I'heure aucun modele clair permettant de comprendre comment les
protéines CHMP interagissent entre elles au sein d’ESCRT-IIl. Les quelques données structurales sur
les interactions entre protéines CHMP ne donnent aucun indice sur la maniére dont les polymeres
sont formés mais semblent indiquer un mécanisme d’assemblage commun.

OBIJECTIF : Identifier et obtenir la structure du dimére constituant la sous unité minimale présente au
sein des polymeéres CHMP2A/CHMP3.
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2. MATERIEL ET METHODES
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2.1. Structure des polyméres CHMP2A/CHMP3 par
cryo-microscopie électronique

Constructions plasmidiques utilisées :

Vecteur Insert Provenance

pMAL C2G modifié (site CHMP2A (9-161) [73]
thrombine remplacé par TEV)

pProEx HTb CHMP3 full length (1-222) [87]

Purification des protéines CHMP2A et CHMP3 : Les bactéries ont été transformées avec les
constructions plasmidiques précitées comme suit : la souche BL21-Gold DE3 pour CHMP3 et C41 DE3
pour CHMP2A. Les bactéries ont été cultivées dans 2L de milieu LB ampicilline. Lorsque les cellules
ont atteint une DO a 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 1 mM final d’IPTG durant 3h a 37°C. Les
cellules sont ensuite centrifugées 15 min a 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS*®
(20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCI) puis lysées par sonication durant 10 min sur la
glace. Le lysat est ensuite centrifugé durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires.
Le surnageant est chargé sur une résine de nickel (CHMP3) Ni-NTA Superflow (Qiagen) ou sur résine
d’amylose (CHMP2A) Amylose Resin High FLow (New England Biolabs) puis les protéines retenues sur
la résine sont lavées avec du tampon HBS™; 10 mM imidazole (CHMP3) ou HBS*® (CHMP2A). Les
acides nucléiques sont éliminés par lavages successifs avec 20 mM Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl puis 20
Mm Hepes pH 7,6 ; 1M KCI (pour la purification de CHMP3 ces tampons contiennent également 20
mM d’imidazole). Pour CHMP3, un dernier lavage dans le tampon HBS™® puis HBS"® 50 mM
imidazole précede I’élution dans le méme tampon contenant 350 mM d’imidazole. La protéine
CHMP2A est lavée dans le tampon HBS®*® puis éluées dans ce tampon avec 10 mM de maltose. Enfin,
CHMP2A et CHMP3 sont purifiées par filtration sur gel a I'aide d’'une colonne Superdex 200 (GE
Healthcare) dans le tampon HBS™° (CHMP3) ou HBS®® (CHMP2A).

Production et purification des polyméres tubulaires CHMP2A/CHMP3 : Afin de produire des
polymeres, environ 4 a 10 uM de monomeéres CHMP2A sont mélangés a un exces de la protéine
CHMP3 (généralement 30-80 uM). Le mélange est incubé sur la nuit a 4°C. Les polymeres sont
ensuite séparés des monomeéres par gradient de sucrose dans le tampon HBS™® contenant divers
pourcentage de sucrose. Le gradient est constitué en superposant des fractions de 60, 40, 30, 20, 15
et 5% de sucrose ; I'échantillon est chargé en haut du gradient (sur la fraction 5% sucrose) puis
centrifugé 6h a 152000 x g. Aprés centrifugation, la fraction de 60% de sucrose contenant les
polyméres est récupérée et analysée par microscopie électronique. Toutes les fractions sont
analysées par SDS-PAGE. Par la suite, dans le but d’augmenter les rendements en polyméres, le
mélange de CHMP2A/CHMP3 est concentré environ 4 fois et incubé sur la nuit a 4°C. Les polymeéres

150

sont ensuite purifiés par centrifugation 10 min a 12000 x g puis resuspendus dans le tampon HBS™".
Cette opération est répétée 4 fois. Les polymeres sont ensuite mis en présence de la protéase TEV
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avec un ratio en masse de 1:5 durant 4h a température ambiante. La MBP libre est finalement
élimnée en répétant le protocole de purification par centrifugation/resuspension ci-dessus.

Cryo-microscopie électronique : Environ 3.5 uL d’échantillon ont été appliqués sur le carbone d’une
grille de cryo-microscopie électronique (Quantifoil) puis transférés et congelés dans de I’éthane
liquide grace a un appareil Vitrobot Mark Il (FEI). Les grilles ont été stockées dans I'azote liquide
jusqu’a leur utilisation sur un microscope Philips CM200 opérant a 200 kV ou sur un microscope FEl
Polara opérant a 300 kV. Les images sont acquises a faible dose d’exposition avec des grossissements
de 39.5k pour les données enregistrées avec le micrscope CM200 (jeu de données 1), de 39k (jeu de
données 2) ou 59k (jeu de données 3) pour les données enregistrées avec le microscope FEI Polara.
Les micrographies ont été enregistrées sur un film SO-163 (Kodak).

Reconstruction de la structure tridimensionnelle des polyméres : voir section 3.1.1.2.2.

2.2. Propriétés biochimiques des polymeéres
CHMP2A/CHMP3

Constructions plasmidiques utilisées : Voir section 2.1
Purification des protéines CHMP2A et CHMP3 : \oir section 2.1

Production et purification des polyméres tubulaires CHMP2A/CHMP3 : Afin de produire des
polyméres, environ 4 a 10 uM de monomeres CHMP2A sont mélangés a un exces de la protéine
CHMP3 (généralement 30-80 uM), le mélange de CHMP2A/CHMP3 est concentré environ 4 fois et
incubé sur la nuit a 4°C. Les polymeéres sont ensuite purifiés par centrifugation 10 min a 12000 x g

puis resuspendus dans le tampon HBS™®

. Cette opération est répétée 4 fois. Lorsque cela est
nécessaire, les polymeéres sont mis en présence de la protéase TEV avec un ratio en masse de 1:5
durant 4h a température ambiante. La MBP libre est finalement éliminée en répétant le protocole de

purification par centrifugation/resuspension ci-dessus.

Dichroisme circulaire : Toutes les expériences sont conduites sur un spectropolarimétre Jasco J-810 a
222 nm avec une cuvette de 1 mm d’épaisseur. Le bon repliement des protéines testées est au
préalable vérifié en réalisant un scan de 350 nm a 190 nm. Un scan basé sur le tampon seul permet
de contréler la contribution du tampon dans la valeur du signal. Les courbes de dénaturation sont
enregistrées dans le tampon HBS™° avec un pas de 1°C et un temps d’équilibration de 30 sec de 20°c
a 95°C. La quantité de protéine est ajustée pour donner un signal compris entre -35 et -40
millidegrés.

Protéolyse limitée : Les portéines sont mises en présence de différents ratios en masse de trypsine
ou de protéinase K. Les réactions sont incubées 1 h a température ambiante puis analysées par SDS-
PAGE.

Production de liposomes : Les liposomes sont produits en mélangeant 70% du lipide POPC (1-

hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine) avec 20% du lipide DOPS (1,2-di-

(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phospho-L-serine) et 10% de cholesterol (Avanti). Le chloroforme,
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dans lequel le mélange de lipide est solubilisé, est évaporé puis les lipides sont resuspendus dans le
tampon HBS™®
travers un filtre ayant des pores de 200 nm de diameétre (Avanti). La taille moyenne des liposomes,
de I'ordre de 400-500 nm, est obtenue par diffusion dynamique de lumiére.

pour obtenir une concentration finale de 2,5 mg/mL. Les lipides sont enfin extrudés a

Interaction avec les lipides : Environ 10 pug de polyméres en présence de TEV a un ratio 1:5 sont
mélangés a 100 pg de liposomes a température ambiante. Les réactions sont observées a 15 min, 30
min, 1 h et 2 h par microscopie électronique (coloration négative). Le mélange protéines/liposomes
est dilué au demi dans le tampon HBS™ ; 80% sucrose et chargé en bas du gradient (= fraction 40%).
Les gradients sont formés en ajoutant successivement 40%, 30%, 20%, 15% et 5% de sucrose dans du
tampon HBS™®

récupérées et analysées par gel SDS-PAGE.

puis les gradients sont centrifugés durant 6h a 152000 x g. Les fractions sont ensuite

2.3. Etude des interactions entre protéines CHMP par
SPR

Constructions plasmidiques utilisées :

Vecteur Insert Provenance
pBADMA41 CHMPS6 full length (1-201) Dr. Bettina
Hartlieb
pBADMA41 CHMP4B 1-175-SNSASDDASASASADEDASS- [75]
(204-224)
pMAL C2G modifié (site CHMP2A (9-161) [73]

thrombine remplacé par TEV)

pProEx HTb CHMP3 (9-183) [87]

pProEx HTb CHMP3 full length (1-222) [87]

Purification des protéines CHMP6, CHMP4B, CHMP2A et CHMP3: Les constructions ont été
exprimées dans la souche BL21-Gold DE3 (CHMP3, CHMP6) ou C41 DE3 (CHMP2A, CHMP4B). Les
bactéries ont été cultivées dans 2L ou 4L (CHMP4B) de milieu LB ampicilline. Lorsque les cellules ont
atteint une DO a 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 1 mM final d’IPTG (CHMP2A, CHMP3) ou avec
0,2% d’arabinose (CHMP4B, CHMP6) durant 3h a 37°C. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min a
8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS™ (20 mM Hepes pH 7,6 ; 150 mM NaCl -
CHMP6) ou HBS™®; 10 mM imidazole (CHMP3) ou HBS®* (20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300
mM KCI - CHMP2A, CHMP4B) puis lysées par sonication durant 10 min sur la glace. Les lysats sont
ensuite centrifugés durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est
chargé sur une résine de nickel (CHMP3) Ni-NTA Superflow (Qiagen) ou sur résine d’amylose
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(CHMP2A, CHMP4B, CHMP6) Amylose Resin High FLow (New England Biolabs) puis les protéines
retenues sur la résine sont lavées avec du tampon HBS™® (CHMP6) ou HBS™® ; 10 mM imidazole
(CHMP3) ou HBS®*® (CHMP2A, CHMP4B). Les acides nucléiques sont éliminés par lavages successifs
avec 20 mM Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl puis 20 Mm Hepes pH 7,6 ; 1M KCl (pour la purification de
CHMP3 ces tampons contiennent également 20 mM d’imidazole). Pour CHMP3, un dernier lavage
dans le tampon HBS™’; 20 mM imidazole, puis HBS™® 50 mM imidazole précéde I’élution dans le
méme tampon contenant 350 mM d’imidazole. Les protéines CHMP2A et CHMP4B sont lavées dans

600

le tampon HBS™™ puis éluées dans ce tampon avec 10 mM de maltose. La protéine CHMP6 est lavée

150

avec le tampon HBS™" et éluée dans ce méme tampon avec 10 mM de maltose. Les protéines sont

enfin purifiées par filtration sur gel a 'aide d’une colonne Superdex75 (GE Healthcare) dans le
tampon HBS™®.

Résonance plasmonique de surface (SPR) : Toutes les expériences ont été réalisées avec I'instrument
Biacore X (GE Healthcare) dans le tampon de course suivant : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 150 mM NacCl ;
50 uM EDTA ; 0,005% P20. Les protéines purifiées utilisées comme analyte ont été dialysées dans le
tampon de course. Les protéines utilisées comme ligand sont immobilisées sur des puces CM5 (GE
Healthcare). Les quantités de ligand a immobiliser (RUjigana) sont estimées sur la base de la formule :

M .["1";& nalyta

valencey;
MT ligand
4 H'Jh'grznri

R’Ulz'grznri = 4. Rmax'

MW : masse moléculaire en kDa
Rmax : Valeur de la réponse maximale que I'on veut fixer

Pour I'analyse cinétique, les protéines ont été immobilisées directement sur la puce dans une des
deux cellules aprés activation avec un mélange d’EDC/NHS (Sigma). Les protéines a immobiliser sont
diluées dans le tampon de couplage (10 mM acétate de sodium pH 4,5) puis injectées jusqu’a
I’obtention des niveaux de réponse requis. La puce est ensuite désactivée avec 0.1M éthanolamine-
HCI. Les mesures sont réalisées a un flux de 25 puL/min en injectant 50 pL de chacune des dilutions
contenant I'analyte et en laissant la dissociation se produire durant 600 secondes. Les courbes ont
ensuite été analysées a I'aide du logiciel BiaEval (version 4.1 ; Biacore).

Pour l'analyse a I'équilibre, les deux cellules de chaque puce ont été saturées avec 0,1 pg/mL
streptavidine (dans le tampon de couplage) aprés activation. Les protéines a immobiliser ont été
mises en présence de biotine sulfo-LC-NHS (Thermo Scientific) 1h a 4°C a un ratio molaire de 1:5,

10 afin d’éliminer la biotine libre. Les protéines sont ensuite

puis dialysées dans le tampon HBS
ajoutées dans une des deux cellules de chaque puce. Les courbes sont enregistrées a un flux de 5
puL/min en injectant 90 pL de chacune des dilutions d’analyte (sauf pour le jeu de données
CHMP2A/CHMPP3 full length ou le volume d’injection est de 70 plL) et en laissant un délai de 600
secondes par mesure en fin d’injection. Les valeurs a I’équilibre ont été calculées en moyennant le
signal correspondant approximativement aux 140 derniéres secondes de chaque mesure (variation
globale d’1 RU maximum). Les régressions linéaires des graphes de Scatchard ont été calculées avec
le logiciel Excel 2007 (Microsoft). Les hyperboles ont été calculées a I'aide du logiciel Sigma Plot

(version 11.4 ; Systat).
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2.4. Sélection d’anticorps de lama contre les polymeres
tubulaires CHMP2A/CHMP3 par Phage Display

Constructions plasmidiques utilisées :

Vecteur Insert Provenance

pMAL C2G modifié (site CHMP2A (9-161) [73]
thrombine remplacé par TEV)

pProEx HTb CHMP3 (9-183) (73]

phagemide pUR5071 PelBleader—Vy—His6—MYC—plll T. Verrips lab.
Utrecht, Pays Bas

Phage Display :

Protocole standard - Les protéines servant a la sélection ont été adsorbées en plaque Maxisorp 96
puits (Nunc) sur la nuit a 4°C dans du tampon PBS. Les puits sont bloqués a I'aide de PBS
supplémenté de 5% de lait 1h a température ambiante. La bibliothéque de phages est ensuite mise
en contact des puits dans le méme tampon durant 2h a température ambiante sous agitation. Les
puits sont par la suite lavés 5 fois avec du PBS tween 0,05% a raison de 10 min par lavage sous
agitation, puis 3 lavage dans du PBS. Les phages retenus sont enfin élués avec de la trypsine a 1
mg/mL dans du PBS durant 20 min a température ambiante. La trypsine est par la suite neutralisée
via un inhibiteur de protéase (Sigma). Les phages élués sont mis en présence de bactéries en phase
exponentielle de croissance (E. coli souche TG1) dans 900 pL de milieu 2x YT durant 30 min a 37°C
sans agitation. Les infections sont ensuite dilués en série de pas 10 jusqu’a la dilution 10™ en plaque
96 puits. 5 plL de chacune des dilutions sont déposés sur gélose 2x YT ampicilline 2% glucose et mis
en culture sur la nuit a 37°C afin d’évaluer les taux d’enrichissement a I'issue du premier round. En
parallele, le reste des infections (non diluées) est incubé dans 5 mL de milieu LB ampicilline 2%
glucose sur la nuit a 37°C. Apres culture, les infections sont diluées 100 fois dans du milieu LB
ampicilline 2% glucose durant 2h a 37°C. Afin de générer une bibliothéque enrichie pour un
deuxieme round de sélection, les bactéries sont ensuite infectées par le phage M13 helper durant 30
min a 37°C sans agitation puis centrifugées 10 min a 4600 rpm. Les culots bactériens sont
resuspendus dans 50 mL de mileu 2x YT ampicilline kanamycine et incubés dans 50 mL de milieu sous
agitation sur la nuit a 37°C. Apres culture, les infections sont centrifugées 10 min a 4600 rpm. On
précipite les phages en mélangeant 40 mL de surnageant a 10 mL de PEG6000 20% ; 2,5 M NaCl et en
les incubant 30 min sur la glace. Les phages sont culotés par centrifugation 15 min a 4600 rpm et
resuspendus dans 1mL de PBS. On répéte I'opération (avec 250 uL de PEG) afin de laver les phages.
Pour la sélection, on utilise 1 uL de phages. La suite de la procédure est similaire au premier round.
Les bactéries porteuses de phagemides issues de la sélection sont enfin étalées sur gélose LB
ampicilline 2% de glucose. Les clones isolés sont mis en culture en plaque 96 puits dans du milieu LB
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ampicilline 2% glucose et stockés aprés ajout de glycérol (concentration finale 15%) pour un
stockage a -80°C.

Protocole en solution - Les bactéries E. coli souche TG1 en phase exponentielle issues de la premiére
sélection avec les polyméres CHMP (tubes) sont infectées par un phage M13 helper 30 min a 37°C
sans agitation. Les bactéries sont ensuite centrifugées 10 min a 4600 rpm et resuspendues dans 50
mL de milieu LB ampicilline kanamycine pour étre cultivées sur la nuit a 37°C. La culture est
centrifugée 15 min a 4600 rpm. Le surnageant de culture est récupéré (40 mL) et les phages sont
précipités avec 10 mL de PEG6000 20% ; 2,5 M NaCl 30 min sur la glace. Les virus sont enfin
centrifugés 15 min a 4600 rpm et resuspendus dans 1 mL de PBS 5% lait. La sélection est réalisée en
mélangeant les phages avec environ 10 pg de tubes MBP-CHMP2A/CHMP3 et en incubant le mélange
sous agitation 30 min a température ambiante. Les polymeéres sont ensuite culotés par centrifugation
20 min a 12000 rpm et lavés au PBS, cette opération est répétée 3 fois. Les phages copurifiés avec les
polymeéres sont ensuite mis en présence de cellules TG1 en phase exponentielle de croissance pour
infection durant 30 min a 37°C sans agitation. Les bactéries sont enfin centrifugées 10 min a 4600
rpm, resuspendues puis étalées sur gélose LB ampicilline pour récupérer les clones isolés. Les test
d’expression sont conduits (i) en cultivant les clones dans 100 pL LB ampicilline puis induits avec de
I'IPTG sur la nuit a 37°C ou (ii) en cultivant le mélange de cellules infectées a I'issue de la sélection
puis en I'induisant a I'IPTG sur la nuit a 37°C. Les résultats sont analysés par comparaison induit/non
induit sur gel SDS-PAGE.

Fingerprinting : L’analyse par fingerprinting est conduite en effectuant des PCR sur les colonies de
clones isolés lors de la sélection. La PCR est conduite a l'aide des amorces MPE25 (5’-
TTTCTGTATGGGGTTTTGCTA-3’) et M13R (5'-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’), I'amplification des
VHH (~750 pb) est effectuée selon le protocole suivant : 30 sec a 98°C; 35 sec a 55°C; 25 sec a 72°C
(30 cycles).Les fragments amplifiés sont digérés a 'aide de I'’enzyme HinFl 2h a 37°C. Les produits de
digestion sont enfin analysés sur gel d’agarose 2,5%.

Purification des clones VHH isolés : Les clones isolés ont été inoculés dans 1L LB ampicilline puis
induits sur la nuit a 18°C avec 1 mM final d’IPTG lorsque les bactéries ont atteint une DO a 600 nm de
0,5. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min a 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon
HBS™° (20 mM Hepes pH 7,6 ; 150 mM NaCl) puis lysées par sonication durant 10 min sur la glace. Le
lysat est ensuite centrifugé durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le
surnageant est chargé sur une résine de nickel Ni-NTA superflow (Qiagen) puis lavé avec le tampon
HBS™, les acides nucléiques sont éliminés par lavages successifs avec 20 mM Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl
puis 20 Mm Hepes pH 7,6 ; 1M KCI. Lélution, précédée dans lavage avec le tampon HBS™® 50 mM
imidazole, est effectuée dans le tampon HBS™’: 350 mM imidazole. Les protéines éluées sont ensuite
purifiées par gel filtration avec une Superdex 200 (GE Healthcare) dans le tampon HBS™. Les

fractions sont analysées sur gel SDS-PAGE.

Tests ELISA: Les protéines CHMP purifiées (monoméres et polymeéres) ainsi que la MBP sont
adsorbées sur plague Maxisorp 96 puits (Nunc) sur la nuit a 4°C dans du tampon PBS, les puits sont
ensuite bloqués par ajout de PBS 4% lait. Les VHH sont produits en exprimant les clones issus de la
sélection en plaque 96 puits dans 4 mL de LB ampicilline a 37°C. L’expression des VHH est induite par
ajout d’'IPTG (1 mM final) sur la nuit a 37°C. Apres culture, les VHH sont extraits du périplasme par
congélation/décongélation et les clones sont centrifugés 15 min a 4600 rpm. Le surnageant est
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ensuite directement ajouté a la solution de blocage dans les puits contenant les protéines adsorbés
et incubé 1h a température ambiante. Les plaques servant aux tests ELISA sont ensuite lavées a 5
reprises dans du tampon PBS 0,05% Tween, incubées avec |'anticorps secondaire 9E10 anti-myc
(Abcam) dilué au 2000°™ 45 min dans du PBS 5% lait & température ambiante puis lavées a nouveau
5 fois dans du tampon PBS 0,05% Tween. Une derniere incubation de 45 min avec un anticorps
tertiaire anti souris couplé HRP dans du PBS 5% lait est réalisée. Enfin, aprés avoir répété les 5 étapes
de lavage dans du PBS 0,05% Tween, les puits sont lavés au PBS et incubés en présence d’OPD
(ortho-phényléne diamine - Thermo Scientific). La réaction enzymatique est bloquée avec 0.2 M
d’H2504 et les absorbance sont ensuite lues a 495 nm avec un lecteur de plaque Wallac Victor® V
(Perkin Elmer). Les contrdles positifs sont réalisés a partir d’'un VHH bien caractérisé non issu de la
bibliotheque.

Tests d’interaction par gradients de sucrose : Le clone 2A8 est mis en présence de 5 ug de tubes
MBP-CHMP2A/CHMP3, le mélange est ensuite incubé sur la nuit a 4°C. La protéase TEV est ajoutée a
un ratio en masse de 1:5. Les gradients sont formés en ajoutant successivement 60%, 40%, 30%, 20%
et 15% de sucrose dans du tampon HBS™. Les mélanges protéiques sont chargés sur la fraction 15%
puis les gradients sont centrifugés durant 6h a 152000 x g. Les fractions sont ensuite récupérées et
analysées par gel SDS-PAGE.

2.5. Obtention d’un sérum polyclonal anti-CHMP4B et
purification des anticorps spécifiques

Constructions plasmidiques utilisées :

Vecteur Insert Provenance

pMAL C2G modifié (site CHMP2A (9-161) (73]
thrombine remplacé par TEV)

pBADMA41 CHMP4B 1-175- SNSASDDASASASADEDASS- [75]
(204-224)
pDsRed2-N1 DsRed-CHMP4B full length Dr. Heinrich
Gottlinger

Purification des polyméres CHMP2A et CHMP4B : Pour la purification de CHMP2A, voir section 2.1 Le
plasmide codant pour la protéine MBP-CHMP4B a été transféré dans des cellules E. coli souche BL21-
Gold DE3. Les bactéries ont été cultivées dans 4L de milieu LB ampicilline. Lorsque les cellules ont
atteint une DO a 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 0,2% d’arabinose durant 3h a 37°C. Les
cellules sont ensuite centrifugées 15 min a 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS*®
(20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCI) puis lysées par sonication durant 10 min sur la
glace. Le lysat est ensuite centrifugé durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires.

Le surnageant est chargé sur une résine d’amylose Amylose Resin High FLow (New England Biolabs)
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puis les protéines retenues sur la résine sont lavées avec du tampon HBS®®, les acides nucléiques
sont éliminés par lavages successifs avec 20 mM Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl puis 20 Mm Hepes pH 7,6 ;
1M KCl. Un dernier lavage dans le tampon HBS®*® précéde I'élution dans le tampon HBS®®
supplémenté de 10 mM de maltose. Les polymeéres sont ensuite séparés des monomeres par
filtration sur gel a I'aide d’une colonne Superdex75 (GE Healthcare) dans le tampon HBS®®. Les
fractions correspondant aux polymeéres sont enfin incubées avec de la protéase TEV 4h a 25°C
(CHMP4B, ratio en masse 1:10) ou de protéinase K 1h a 25°C (CHMP2A, ratio en masse 1:100). Les
polymeres CHMP2A débarrassés de la MBP sont soumis a un gradient de sucrose (de bas en haut du
gradient : 60% - 40% - 30% - 20% - 15%) durant 6h a 152000 x g. Apres centrifugation, la fraction de
60% de sucrose contenant les polymeres est récupérée. Les polymeres CHMP4B sont purifiés en
chargeant le produit de clivage sur une colonne de nickel HisTrap FF (GE Healthcare) dans le tampon

HBS®®. Les polymeéres sont récupérés lors du lavage.

Immunisation : Le protocole est pris en charge par la société Covalab. Brievement, les polymeres
purifiés sont injectés aux jours 0, 14, 28, et 56. Chaque injection contient 50 pg de protéine purifiée
en présence d’adjuvant de Freund. Un sérum test est prélevé au jour 38.

ELISA & western blot : Environ 250 ng de protéine sont adsorbés dans chaque puits d’une plaque
Maxisorp (Nunc) sur la nuit a 4°C dans du PBS. Les puits sont saturés avec du PBS contenant 5% de
lait. Le sérum polyclonal de lapin est ensuite utilisé a différentes dilutions (1: 1000 ; 1:2500 ; 1:5000 ;
1:7500; 1:10000) comme anticorps primaire dans le méme tampon durant 45 min a température
ambiante puis, aprés 5 lavage au PBS Tween 0.05%, un anticorps secondaire anti lapin dilué au
10000°™ couplé HRP (Promega) est incubé dans les puits dans du tampon PBS 5% lait 45 min a 25°C.
Apres 5 lavages supplémentaires avec du PBS Tween 0,05%, un lavage final est réalisé dans du PBS
puis la révélation est opérée avec de I'OPD (Thermo Scientific). La réaction enzymatique est bloquée
avec 0.2 M d’H2S04 et les absorbance sont ensuite lues a 495 nm avec un lecteur de plaque Wallac
Victor® V (Perkin Elmer). Les western blot sont réalisés a partir de gel SDS de 16% de polyacrylamide
et transférés sur membrane de nitrocellulose. Le protocole de lavage et d’incubation des anticorps
est en tout point similaire a I'ELISA excepté le dernier lavage qui est effectué dans un tampon Hepes
(20 mM pH 7,6; 150 mM NaCl). L'anticorps secondaire est couplé a la phosphatase alcaline
(Promega) et la révélation utilise la solution de révélation Western Blue (Promega). Aprés
I'apparition du signal spécifique sur la membrane, la réaction est stoppée en lavant la membrane
avec de I'eau distillée.

Culture cellulaire & Immunofluorescence : Les cellules HEK293T sont cultivées a 37°C dans le milieu
DMEM supplémenté de sérum de veau fcetal, de L-glutamine ainsi que de pénicilline et
streptomycine (Gibco). Les cellules sont transfectées a I'aide de PEl a 10 pug/mL en présence de 2 pg
de plasmide dans du milieu DMEM non supplémenté durant 4 h a 37°C. Le milieu de transfection est
ensuite remplacé par du DMEM supplémenté et les cellules sont incubées 24 h a 37°C. Les cellules
sont par la suite lavées deux fois avec du tampon PBS froid puis fixées 20 min a 4°C en présence de
paraformaldéhyde 4%, lavées deux fois avec du PBS et bloquées 10 min avec 100 mM de glycine dans
du PBS. Aprés un lavage au PBS, les cellules sont perméabilisées 3 min avec du PBS contenant 0.1%
de Triton X-100 puis lavées a nouveau avec du PBS a 4°C. L'immunomarquage est effectué en
incubant les cellules fixées 1h a température ambiante avec I'anticorps anti CHMP4B purifié dilué au
500%™ puis en lavant les cellules 3 fois avec du PBS. L’anticorps secondaire anti lapin couplé Alexa
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Fluor 488 (Molecular Probes) est utilisé au 2000°™ en présence de DAPI dans du PBS ; 5% glycerol ;
2% BSA. Enfin, les cellules sont lavées au PBS et les lamelles sont montées a I'aide de Mowiol. Les
lames sont visualisées a I'aide d’un microscope a épifluorescence TCS-SP2 (Leica).

2.6. Test de modeles de polymérisation

Constructions plasmidiques utilisées :

Vecteur Insert Provenance
pBADM30 CHMP2A (54-103) clone personnel
pBADM30 CHMP3 (105-161) clone personnel
pBADMA41 CHMP2A (1-53) clone personnel
pBADMA41 CHMP2A (10-53) clone personnel
pBADMA41 CHMP3 (105-161) clone personnel

pETM41 CHMP2A (104-181) clone personnel
pPETG 30A CHMP2A (115-161) clone personnel

pProEx HTb CHMP3 (1-103) clone personnel

pProEx HTb CHMP3 (9-183) M27C ; M84C GenScript

pProEx HTb CHMP3 (9-183) H83C ; L117C GenScript
pPRSET A CHMP2A (1-118) clone personnel

RSF Duet CHMP2A (1-102) clone personnel
RSF Duet CHMP2A (10-102) clone personnel
RSF Duet CHMP2A (103-159) clone personnel

Expression et purification des troncations : La souche E. coli C41 a été transformée avec chacune des
troncations ci-dessus puis inoculée dans 1L LB avec |'antibiotique approprié. Les cultures ont été
incubées a 37°C jusqu’a atteindre une DO a 600 nm de 0,5. Les cellules ont ensuite été induites avec
1 mM d’IPTG ou 0,2% d’arabinose selon la construction utilisée durant 3h a 37°C. Les cellules sont
ensuite centrifugées 15 min 3 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS™® (20 mM
Hepes pH 7,6; 150 mM NaCl). Pour chacune des combinaisons testées, les culots des deux
constructions sont mélangés puis lysés par sonication durant 10 min sur la glace. Le lysat est ensuite
centrifugé durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est chargé
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sur une résine de nickel Ni-NTA superflow (Qiagen), une résine d’amylose Amylose Resin High FLow
(New England Biolabs) ou une résine de gluthathion Glutathione Sepharose 4b (GE Healthcare) puis
lavé avec le tampon HBS™, les acides nucléiques sont éliminés par lavages successifs avec 20 mM
Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl puis 20 Mm Hepes pH 7,6 ; 1M KCI. L’élution, précédée dans lavage avec le

13950 mM imidazole, est effectuée dans le tampon contenant 350 mM imidazole pour la

tampon HBS
colonne de nickel ; 10 mM de maltose pour la colonne d’amylose ou de 10 mM de glutathion réduit
pour la colonne de glutathion. Les protéines éluées sont ensuite analysées sur gel SDS-PAGE. Pour les
constructions CHMP3 (1-103) et CHMP2A (104-181), une purification par chromatographie
d’exclusion de taille est réalisée sur colonne Superdex 75 (GE Healthcare) dans le tampon HBS™.
Purification des mutants CHMP3Cys : Les bactéries E. coli souche BL21-Gold DE3 (transformées avec
les constructions codants pour les mutants) ont été cultivées dans 2L de milieu LB ampicilline.
Lorsque les cellules ont atteint une DO a 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 1 mM final d’'IPTG
durant 3h a 37°C. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min a 8000 x g et resuspendues dans 100
mL de tampon HBS™; 10 mM imidazole puis lysées par sonication durant 10 min sur la glace. Le
lysat est ensuite centrifugé durant 25 min a 32800 x g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le
surnageant est chargé sur une résine de nickel Ni-NTA Superflow (Qiagen) puis les protéines retenues
sur la résine sont lavées avec du tampon HBS™, les acides nucléiques sont éliminés par lavages
successifs avec 20 mM Hepes pH 7,6 ; 1M NaCl puis 20 Mm Hepes pH 7,6 ; 1M KCI. Un dernier lavage
dans le tampon HBS™®, puis HBS™®; 50 mM imidazole précéde I’élution dans le méme tampon
contenant 350 mM d’imidazole. Les protéines sont enfin purifiées par filtration sur gel a I'aide d’une
colonne Superdex200 (GE Healthcare) dans le tampon HBS™.

Cross-linking chimique : Les expériences de cross-linking sont réalisées en ajoutant entre 0,1 et 5
mM d’EGS (Pierce) ou de glutaraldéhyde (Sigma) durant 20 min a température ambiante. La réaction

est bloquée par ajout de 20 mM Tris pH 7,6. Le produit de chaque réaction est analysé par SDS-PAGE.

Tests de polymérisation par gradients de sucrose : Un large excés des mutants CHMP3Cys est mis en
présence de quelques microgrammes de la protéine MBP-CHMP2A. Apres incubation sur la nuit a
4°C, le mélange est chargé sur le haut d’un gradient de sucrose (de bas en haut du gradient : 60% -
40% - 30% - 20% - 15%) durant 6h a 152000 x g. Apres centrifugation, la fraction de 60% de sucrose
contenant les polymeéres est récupérée et analysée par microscopie électronique. Toutes les fractions
sont analysées par SDS-PAGE.
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3.1. Caractérisation biochimique et structurale des
polymeres ESCRT-III

3.1.1. Structure des polymeéeres CHMP2A/CHMP3 par cryo-microscopie
électronique

3.1.1.1. Introduction

Les protéines CHMP2A et CHMP3 font partie d’ESCRT-IIl. Lorsqu’elles sont mises en présence
I'une de l'autre in vitro, elles sont capables de former des hétéropolymeres tubulaires dont I'une des
extrémités est parfois terminée par une structure en forme de déme [73]. Ces structures sont
probablement responsables de I'activité de clivage membranaire d’ESCRT-III [73], [82].

Ce projet fait suite au travail d’une post-doctorante (Dr. Suman Lata) du laboratoire concrétisé
par une publication dans laquelle sont décrits la premiére fois ces polymeéres. Mon objectif a été de
produire et purifier les polyméres afin d’en obtenir la structure par cryo-microscopie électronique. La
partie microscopie électronique ainsi que la reconstruction de la structure sont réalisées par le Dr.
Grégory Effantin, post-doctorant dans le laboratoire.

3.1.1.2. Résultats

3.1.1.2.1. Production, purification et optimisation des échantillons de
polymeres pour la microscopie électronique :

Pour produire et purifier les polymeéres tubulaires, je me suis basé sur le protocole développé par
le docteur Suman Lata. Selon ce protocole, les constructions protéiques MBP-CHMP2A (troncation C-
terminale constitutivement active) et CHMP3 (full length) sont purifiées séparément puis mélangées
afin d’assembler les polyméres. La réaction de polymérisation est spontanée et ne nécessite qu’une
dizaine de micromolaires de MBP-CHMP2A en présence d’un excés de la protéine CHMP3.

J'ai donc purifié chacune de ces deux protéines individuellement (Figure 14). Les deux protéines
se purifient relativement aisément aprées une colonne d’affinité suivie par une colonne de filtration
sur gel. La protéine MBP-CHMP2A est capable de former des homopolymeéres en forme d’anneaux
d’environ 25 nm de diamétre visibles en microscopie électronique (Figure 14B). Ces polymeres éluent
dans le volume mort d’une colonne de filtration sur gel Superdex 200. Le profil d’élution montre
également la présence de MBP seule, probablement issue d’'une hydrolyse spontanée du linker entre
cette derniére et CHMP2A. La difficulté majeure a été d’obtenir suffisamment de monoméres MBP-
CHMP2A car les polymeéres sont généralement trés majoritaires lors de la purification.
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Figure 14 : Profils de chromatographie d’exclusion de taille des protéines CHMP3 et MBP-CHMP2A sur une
colonne Superdex 200. A. Profil d’élution de la protéine CHMP3 (full length) et gel SDS-PAGE des fractions
correspondantes. B. Profil d’élution de la protéine MBP-CHMP2A (troncation C-terminale) et gel SDS-PAGE des
fractions correspondantes. Le profil présente 3 pics correspondants aux homopolyméres en forme d’anneaux
(images de microscopie électronique), aux monomeres puis a la MBP seule.
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Afin de former les hétéropolymeres tubulaires, entre 4 et 10 uM de monomeres MBP-
CHMP2A sont mis en présence d'un excés de CHMP3. La réaction est de polymérisation est
spontanée. En se basant sur un volume de 2L de milieu de culture pour chacune des deux protéines,
on obtient entre 20 et 80 pg de polymeres. Les polymeéres sont séparés des monomeres restants par
gradient de sucrose (Figure 15).

% sucrose

kDa o __._-—60
—— —— T

‘3 g - a9 .—-l" - MBP-CHMP2A
i By | ! . - MBP
37
! L, T —] - CHMP3
25
20

Figure 15 : Purification des polyméres tubulaires MBP-CHMP2A/CHMP3. A. Les polyméres sédimentent au fond
d’un gradient de sucrose (60% sucrose), contrairement aux monomeéres et a la MBP. B. Vérification des
polyméres par microscopie électronique (coloration négative - barre d’échelle : 50 nm).

Ayant constaté que la concentration de départ en monomeres était le facteur principal déterminant
la quantité finale de polymeres obtenus, j'ai optimisé ce protocole en concentrant les monomeres
CHMP2A et CHMP3 juste aprés mélange. Cette modification a permis d’obtenir plus de polymeres
pour la microscopie avec environ 220 ug de polymeéres par préparation, soit jusqu’a 10 fois plus
gu’avec le protocole standard.

J'ai aussi simplifié le protocole de purification car je me suis apergu que les grandes dimensions
des polymeres tubulaires (50-70 nm de diamétre ; > 100 nm de long) permettaient de les culoter
avec une centrifugeuse de paillasse (~¥12000 x g). Ce faisant, on peut s’affranchir du gradient de
sucrose et resuspendre les polymeéres dans le tampon et le volume de son choix.

Lorsque les polymeéres ont été visualisés par cryo-microscopie électronique, il est apparu évident
que la présence de la MBP diminuait grandement le niveau de détails observable sur les polymeéres.
En effet, la MBP se localise en surface des tubes et masque I'extérieur des polymeres. La présence de
MBP constitue donc un frein pour avoir une résolution suffisante lors de la détermination de la
structure des polymeres (Figure 16A).
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Figure 16 : Elimination de la MBP des polyméres MBP-CHMP2A/CHMP3 grdce d la protéase TEV. A. Observation
des polyméres par microscopie électronique en présence et en absence de TEV. La MBP est clairement visible le
long de la surface externe des polyméres. B. Gel SDS-PAGE montrant que pour un ratio en masse de TEV de 1:5,
la MBP est presque totalement clivée au bout de 4 h a température ambiante.
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Jai donc déterminé quelles quantités de protéase TEV étaient nécessaires pour cliver
totalement la MBP (Figure 16B). Un ratio tres élevé (1:5 en masse) en protéase est nécessaire pour
éliminer la MBP efficacement. Ceci s’explique par le fait que (i) I'accessibilité du site TEV est
grandement limitée par la disposition compacte des MBP dans le polymeére et (ii) les tubes sans MBP
se regroupent rapidement entre eux au sein d’amas de tubes dont le cceur est difficilement
atteignable par la TEV.

Ces conditions ont permis de générer des échantillons satisfaisants pour permettre la
détermination de structure des polymeéres par cryo-microscopie électronique.

3.1.1.2.2. Détermination de la structure :

L'observation des polymeéres par cryo-microscopie électronique a permis de mettre en
évidence une variabilité morphologique importante. Les images correspondant aux sections de tubes
les plus réguliéres ont été isolées et regroupées par classes en fonction de leur diameétre (Figure
17B). Les diameétres varient entre 445 et 545 A selon une répartition globalement gaussienne et la
classe majoritaire regroupe les polyméres de 485 A de diamétre. La classification des images a permis
de mettre en évidence la présence d’au moins deux sous types de polymeres différents : les sections
présentant un pattern de striations dit « en ligne » et les sections présentant un pattern dit « en
colonnes » (Figure 17C). Ces sous types indiquent qu’il y a des structures alternatives qui coexistent
au sein des polymeéres. De plus, on dénombre des différences au sein méme des images présentant
un pattern en colonne ; le nombre de colonnes pouvant varier sensiblement (de 3 a 6).

La grande variabilité morphologique observée complique énormément I'analyse d’image
pour le calcul de la structure car elle impose d’effectuer un regroupement des images par patterns
en plus du diameétre.

L’analyse des images moyennes indique la présence d’un pas d’hélice d’environ 30 A et
réveéle que le pattern en ligne est décrit par une hélice simple alors que les patterns en colonne
peuvent étre décrits par plusieurs hélices (au nombre de 6 pour la classe la plus peuplée). Afin
d’évaluer la pertinence de chacun des modeles, les structures tridimensionnelles correspondants aux
modeles a une et six hélices ont été générés. Ces structures servent ensuite a calculer des projections
en 2 dimensions qui sont comparées aux images moyennes expérimentales.

Le modele d’hélice simple explique bien le pattern en ligne et indique la encore un pas
d’hélice de I'ordre de 30 A. Le modeéle a 6 hélices indique quand a lui une bonne corrélation pour un
pas de 181 A ainsi que d’autres corrélations plus faibles pour les multiples de 30 A.

La génération de ces modeéles permet de guider la reconstruction de la structure finale. Seule
la structure a six hélice a pu étre déterminée, I'hélice simple n’étant pas suffisamment représentée
parmi les images expérimentales. La reconstruction finale se situe & une résolution de 22,4 A. Elle
montre que la surface externe des polymeres est relativement lisse. En revanche, la présence de
profonds sillons entre hélices ainsi que la protrusion de chaque unité asymétrique a l'intérieur des
tubes montre que la surface interne est nettement plus accidentée (Figure 18A, 18B).
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Figure 17 : Mise en évidence de la variabilité morphologique des polymeres MBP-CHMP2A/CHMP3. A. Apercu
d’un échantillon de polyméres purifiés par cryo-microscopie électronique. Panneau de gauche : visualisation
d’un échantillon de polymeres tubulaires déposé sur une grille de cryo-microscopie. Panneau de droite : zoom
dans I'une des gouttes de tampon vitrifié contenant des polymeres tubulaires B. Histogramme indiquant la
répartition des différents diamétres de polyméres parmi les images sélectionnées. C. Images moyennées de
sections de polyméres montrant clairement la présence de deux patterns différents : un pattern dit « en lignes »

ou les striations internes sont linéaires et un pattern dit « en colonnes » ou les striations sont interrompues.
Figures B et C adaptées de [160].

La résolution obtenue ne permet pas d’insérer la structure du monomere cristallographique
CHMP3 de maniere non ambigiie au sein de I'unité asymétrique (Figure 18C). La carte de densité
indique la présence de deux interfaces : une interface au sein de chaque hélice et une interface
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moins étendue entre les unités asymétriques de différentes hélices. Si 'on admet que le docking de
la structure du monomere CHMP3 est correct; chague monomére CHMP2A ou CHMP3 est en
interaction avec 4 autres monomeéres dans la structure (Figure 18C). La structure des polyméres

présentant un pattern en ligne n’a pas pu étre obtenue en raison du manque d’images
correspondant a ce sous-type.
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Figure 18 : Résultat de la reconstruction tridimensionnelle & 22,4 A de résolution de la structure des polyméres
CHMP2A/CHMP3 (pattern en colonne & 6 hélices). A. Apercu de la structure. Le pas d’une hélice (181 A) est
indiqué par la double fleche. Les 6 hélices composant le polymére sont indiquées par les chiffres a droite de la
structure. Deux unités asymétriques sont colorisées en vert et en rouge. B. Zoom sur l'unité asymétrique (vues
depuis l'intérieur du tube). C. Docking de la structure cristallographique du monomére CHMP3 dans I'unité
asymétrique de la structure des polymeéres tubulaires. Panneau supérieur : vue depuis I'extérieur du tube ;
panneau du milieu : vue depuis l'intérieur du tube - les pointillés tracent les sillons présents a l'intérieur de la

structure ; panneau inférieur : vue de dessus - la ligne incurvée marque la zone d’interaction avec la membrane.
Figure adaptée de [160].

Les homopolyméres CHMP2A (Figure 14B) ont également été digérés a I'aide de la protéase
TEV. Le retrait de la MBP révele des structures filamenteuses enroulées sur elles-mémes (Figure 19).

Ces structures sont de dimension comparable aux filaments hélicoidaux composant les tubes
CHMP2A/CHMP3. Ce filament CHMP2A est large d’environ 30 A.
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Figure 19 : Polyméres CHMP2A visualisés par microscopie électronique (coloration négative). Une fois
débarrassés de la MBP, les anneaux formés par MBP-CHMP2A deviennent moins compacts et se présentent
sous la forme d’un filament fin, en forme de spirale, de diamétre comparable aux tubes CHMP2A/CHMP3.
Echelle : 40 nm. Figure adaptée de [160].

3.1.1.3. Discussion

J’ai reproduis les hétéropolyméres CHMP2A/CHMP3 puis j'ai optimisé le protocole permettant
de les fabriquer afin de rendre possible I'obtention de leur structure a 22,4 A de résolution par cryo-
microscopie électronique.

Bien qu’une reconstruction trés basse résolution de ces polymeres ait été publiée précédemment
dans le laboratoire [73], cette derniere ne permettait pas de percevoir autant de détails en surface
des tubes. De plus, nous montrons ici que ces polyméres sont représentés par un ensemble de
structures hélicoidales distinctes et qu’elles ne sont pas seulement issues d’un mode unique
d’assemblage. Cette plasticité est sans doute un prérequis pour constituer des structures coniques
dont la valeur du pas change a chaque tour d’hélice.

La reconstruction de structure révele une surface externe des polymeéres relativement lisse et
une surface interne irréguliere. Cette différence marquée peut assez bien s’expliquer si I'on
considere que la surface externe des tubes doit interagir avec les membranes lipidiques d’une part et
que la surface interne est impliquée dans le recrutement de partenaires protéiques d’autre part. Une
surface lisse garanti une aire de contact maximale avec la membrane lipidique. A l'inverse, la
présence d’une surface accidentée peut favoriser I'arrimage d’interacteurs en créant des cavités
reconnues spécifiquement, come cela a été montré pour VPS4 [73].

Le docking de CHMP3 prédit que la partie a I'extérieur de la structure correspond aux résidus
impliqués dans le ciblage a la membrane et que les résidus identifiées comme jouant un réle dans la
polymérisation se trouvent a l'interface avec le monomere suivant (voir Figure 7D et Figure 18C). Ce
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positionnement des monomeéres dans la structure est donc en accord avec les données de
mutagenese disponibles sur les protéines CHMP [22].

Cependant, bien que la forme de la densité correspondant a I'unité asymétrique dans la
reconstruction corresponde bien a la forme de I'enveloppe du monomére CHMP3, ce dernier ne
remplit pas totalement I'unité asymétrique. La densité est également trop petite pour accueillir un
dimere. Les espaces qui ne sont pas comblés par le monomeére ne peuvent pas non plus étre
expliqués par la queue C-terminale des protéines CHMP car elle n’est pas requise pour la formation
de polymeéres avec CHMP3 et elle n’est pas présente dans la construction CHMP2A utilisée. Par
conséquent, il est tres probable qu’une conformation différente du monomere soit présente dans le
polymére. La densité de I'unité asymétrique comprend vraisemblablement une partie de chacun des
deux monomeéres organisés dans une conformation spécifique.

Les polymeéres CHMP2A présentent de grandes similarités avec le filament hélicoidal
constituant les hétéropolyméres CHMP2A/CHMP3. La largeur de ces filaments est trés proche de
ceux observés dans la structure des polymeéres tubulaires (Figure 18C), et possiblement des
polyméres CHMP4B et CHMP2B [75], [81]. Ces similarités suggérent que toutes les protéines ESCRT-
Il partagent le méme mécanisme global d’assemblage.

3.1.2. Propriétés biochimiques des polyméres CHMIP2A/CHMP3

3.1.2.1. Introduction

Les polymeéres CHMP2A/CHMP3 peuvent spontanément former des polyméres qui nécessitent
I'apport d’énergie (grace a I'ATPase VPS4) pour étre désassemblés [73]. Ces observations suggérent
que les polyméres sont beaucoup plus stables que les monomeres.

De plus, bien qu’une interaction entre les polymeres et les lipides ait été mise en évidence [73], il
n’existe pas de données montrant clairement une activité de fusion/remodelage des membranes par
les polymeres.

Mon travail a consisté a évaluer la stabilité des polymeéres ainsi qu’a déterminer s’ils étaient
capables de remodeler des structures membranaires.

3.1.2.2. Résultats

3.1.2.2.1. Stabilité des polymeres :
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Afin d’évaluer 'effet de la polymérisation sur la stabilité des protéines CHMP2A et CHMP3 ;
j’ai purifié chacune de ces deux protéines puis j'ai enregistré des profils de dénaturation par
dichroisme circulaire pour les monomeéres et les polymeéres (Figure 20). Les monomeres CHMP2A et
CHMP3 affichent une température de dénaturation de 60°C et 65°C respectivement (Figures 20B et
20C). La courbe de dénaturation des polymeres présente deux phases de transition : une premiére
phase a environ 50°C et une seconde phase vers 74°C (Figure 20D). La premiére phase correspond a
la dénaturation de la MBP comme le montre le profil de dénaturation de la MBP seule (Figure 20A).
Ainsi, la courbe de dénaturation des tubes clivés n’affiche plus cette premiére transition et indique
une dénaturation aux alentours de 70°C (Figure 20E).
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Figure 21 : Protéolyse limitée sur les monomeéres CHMP2A/CHMP3 et leurs polyméres. A. Deux ratios (en masse)
de trypsine sont testés sur les monomeéres et les polymeres (tubes) durant 1h a température ambiante. On
observe la persistance de deux bandes (astérisques) pour les polyméres uniquement B. Image de microscopie
électronique (coloration négative) montrant que des tubes sont toujours présents dans I’échantillon contenant
1:50 de trypsine. C et D. Protéolyse limitée sur les tubes clivés. CHMP2A reste inaffectée par la présence de
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protéase. Les fragments stables de CHMP3 (C. : résidus 12-164 et D. : résidus 11-187 et 6-172) sont marqués par
des astérisques.

Pour confirmer cette différence de stabilité marquée entre les monomeéres et les polymeéres,
des tests de résistance aux protéases ont été conduits. Pour cela, j'ai exposé les protéines a
différents ratios en protéases afin d’estimer a partir de quelles quantités de protéases chacune des
protéines est dégradée (Figure 21).

Contrairement aux monomeres, les polyméres MBP-CHMP2A/CHMP3 sont capables de résister a la
présence de trypsine (Figures 21A, 21B). La protéolyse des polymeres débarrassés de la MBP montre
que CHMP2A reste complétement résistante aux protéases alors que CHMP3 forme un fragment
stable légerement supérieur a 20 kDa ainsi qu’un fragment entre 15 et 20 kDa (Figures 21C et 21D).
L’analyse de ces deux fragments par spectrométrie de masse indique qu’ils correspondent aux
hélices al & a5 (11-187/6-172) et al a a4 (12-164).

3.1.2.2.2. Propriétés optiques :

Les polymeres tubulaires sont vraisemblablement formés par une alternance entre les deux
protéines CHMP2A et CHMP3. Ceci impose que le ratio entre les deux protéines est de 1:1 dans le
polymére. Afin de déterminer précisément la concentration des polymeres purifiés en solution, j'ai
adapté la formule suivante qui relie I'absorbance a 280 nm a la concentration:

Aszgo =eg.1.C
L’absorbance mesurée est la résultante des absorbances cumulées de CHMP2A et CHMP3 soit :
Abspolyméres = Abscrmp2a + AbSchvies
c'est-a-dire :
Abspolymeres = Ecrmp2a - | - Cehmpaat+ Echimps - | - Cermps
avec un ratio 1:1 on a : Ccympza = Cermps = X

et donc:
Abspolymeres = Echmvpaa - | . X+ €chmps . | . X

AbSpolymeres = ((ecHmp2a + Echmps)l)x
et la concentration en polymere est égale a 2x.

Lorsque j'ai appliqué cette formule pour déterminer la concentration en polymeéres natifs, je me suis
apercu que les valeurs obtenues ne correspondaient pas aux quantités réelles en polymeres. De plus,
tous les échantillons présentaient des taux apparents d’ADN anormaux (mesurés a 260 nm). Le
tableau 1 montre qu’il n’y a en fait pas d’ADN dans les échantillons car la formule reste correcte
lorsqu’on mesure la concentration sur des polyméres dénaturés (le ratio Abs,g./Abs,eo revient a une
valeur acceptable). Il y a donc un effet hyperchrome propre aux polymeéres qui est confirmé par les
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mesures a 280 et 260 nm (Tableau 1). Ce phénomeéne a été observé pour les polymeres formés par
CHMP2A/CHMP3 et CHMP2A seule (ainsi que pour CHMP4B). Il est donc impossible d’évaluer la
concentration des polyméres en se basant sur I'absorbance d’un échantillon natif car (i) on surestime
la concentration effective en protéine et (ii) on surestime la contamination en acides nucléiques car
la valeur du ratio Abs,gy/Abs,g, est trop élevée. Cet effet reste spécifique des polyméres car chacun
des monomeéres MBP-CHMP2A et CHMP3 utilisés avant assemblage ne présentent pas
d’hyperchromicité.

PROTEINE Tampon Absorbance a 280 | Absorbance a 260 Ratio
nm nm 280/260
Polymeres HBS 0,803 0,827 1,0
tubulaires MBP- -
CHMP2A/CHMP3 6M Guanidine HCI 0,151 0,042 3,6
Polymeéres en HBS 0,155 0,111 1,4
anneaux MBP-
CHMP2A 6M Guanidine HCI 0,065 0,000 +++

Tableau 1 : lllustration de I'effet hyperchrome pour les polymeres CHMP2A/CHMP3 et CHMP2A. Les
absorbances a 260 et 280 nm issues des mémes échantillons de protéines ont été mesurées en condition native
(HBS) et dénaturée (6M guanidine HCI). Les polyméres natifs présentent des absorbances a 260 et 280 nm
largement supérieures a la valeur des polyméres dénaturés.

3.1.2.2.3. Remodelage des membranes lipidiques:

Afin de vérifier si les polymeéres tubulaires formés par CHMP2A/CHMP3 sont effectivement
capables d’interagir et de déformer les membranes, j'ai coincubé les polymeéres avec des liposomes
et observé I'échantillon a différents temps par microscopie électronique (Figure 22). L'observation du
mélange de tubes débarrassés de la MBP avec les liposomes indique qu’au bout de seulement 15
min, des interactions sont clairement visibles puisque les polyméres s’accumulent par paquets au
niveau des liposomes. Apres 30 min d’incubation, les liposomes apparaissent déchirés ou éventrés
avec notamment |'apparition de structures membranaires allongées en périphérie des perforations.
Vers 1 h d’incubation, les liposomes individualisés n’existent plus : on ne distingue alors que de
vastes ilots de structures membranaires dans lesquels se trouvent les polyméres CHMP2A/CHMP3.
Enfin, aprés 2 h, les lipides et les polyméres forment de gigantesques super-agrégats trop épais pour
étre visualisés en détail par coloration négative. En dehors de ces quelques agrégats massifs ;
I’échantillon est parfaitement limpides a ce stade.

Un échantillon similaire contenant des polymeéres dont la MBP n’a pas été clivée ne présente
aucun des symptomes précités. Dans cet échantillon, les polymeéres et les liposomes ne sont pas
associés ; ils restent intacts et arrondis y compris aprés plusieurs heures d’incubation (Figure 22 ctrl).
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t0

t =15 min

t =30 min

ctrl

Figure 22 : Cinétique de déformation des liposomes par les polyméres CHMP2A/CHMP3. Les tubes MBP-
CHMP2A/CMP3 ont été incubés en présence de liposome et de la protéase TEV (afin d’éliminer la MBP - ratio en
masse 1:5) puis observés par microscope électronique a tO (liposomes et tubes avant mélange), t = 15 min, 30
min, 1 h et 2 h. L’échantillon a t =2 h était trop agrégé pour permettre I'observation. ctrl : contréle sans TEV
incubé plusieurs heures.
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J'ai entrepris de confirmer ces observations en réalisant un test de flottation en gradient de
sucrose. Le principe de ce test repose sur le fait qu’aprés ultracentifugation, les lipides chargés au
départ en bas du gradient remontent dans les fractions hautes du gradient. Etant donné que les
polyméres CHMP2A/CHMP3, culotent normalement au fond d’un tel gradient aprés centrifugation,
leur présence dans la fraction haute du gradient (ou se trouvent les lipides) permettra de confirmer
I'interaction observée précédemment. En accord avec le résultat des expériences de microscopie, le
test de flottation montre qu’il existe bien une interaction spécifique entre les tubes sans MBP et les
lipides (Figure 23).

A % sucrose

kDa o ____-460

- MBP
- CHMP3

-CHMP2A

Figure 23 : Test de flottation confirmant [linteraction entre les polyméres
CHMP2A/CHMP3 et les liposomes. A. SDS-PAGE montrant le contenu du gradient.
Les polyméres sont localisés dans le haut du gradient avec les liposomes. B.
Visualisation de la fraction contenant les polymeéres et les lipides par microscopie
électronique (coloration négative) : on distingue de vastes liposomes sur lesquels
des polymeres sont présents.

3.1.2.3. Discussion
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Lors de ce travail, j'ai mis en évidence I'exceptionnelle stabilité des polyméres CHMP2A/CHMP3
ainsi que leur faculté a interagir et remodeler les membranes lipidiques.

Les expériences de dichroisme circulaire montrent que la température de dénaturation des
polyméres est de 5 a 10°C plus élevée que celle des monoméres CHMP2 et CHMP3 (Figure 20). La
dénaturation de la MBP au sein des polymeres se produit tres tét (Figure 20D). Cela peut s’expliquer
par le fait que l'orientation de la protéine est fortement contrainte dans les polyméres. La
dénaturation initiale de la MBP ne perturbe pas la structure des tubes dont la dénaturation
n‘apparalt qu’aux alentours de 70°C (Figures 20D, 20E). Contrairement a la situation dans le
polymeére, la courbe de dénaturation de la protéine MBP-CHMP2A monomérique ne présente pas
deux phases de dénaturation. Il est vraisemblable que les deux parties de la protéine se stabilisent
mutuellement ce qui explique que le tout se dénature en une seule phase (Figure 20C).

Les expériences de protéolyse limitée confirment la grande stabilité des polymeres
CHMP2A/CHMP3. Les polymeéres résistent a des ratios en protéase pour lesquels les monoméres sont
complétement digérés (Figure 21A). Les polymeres résistent a des quantités de trypsine et de
protéinase K relativement élevées (Figures 21C, 21D). A en juger par lintensité des bandes
résistantes sur les gels, les deux protéines sont présentes en quantité équivalente dans les polyméres
protéolysés. Cette observation, ainsi que la microscopie électronique confirment que les polyméres
protéolysés conservent leur intégrité structurale (Figure 21B). Il est intéressant de constater que
guelque soient les ratios employés, la construction CHMP2A comprenant les hélices al a a4 reste
totalement protégée. C’'est aussi le cas de CHMP3 dont le plus petit fragment stable correspond a ces
quatre hélices N-terminales. Cela est en accord avec le modéle de polymérisation qui stipule que les
motifs en C-terminal chargés du recrutement de VPS4 sont accessibles et les parties N-terminales
sont impliquées dans la formation de polymeéres [73], [22]. Le fait que les parties N-terminales de
CHMP2A et CHMP3 soient complétement inaccessibles aux protéases met en évidence que les
polymeéres correspondent a des structures trés compactes et souligne que les interfaces d’interaction
entre les protéines doivent étre assez étendues. Cette derniere observation est d’ailleurs confirmée
par la structure obtenue par cryo-microscopie électronique (Figure 18).

L'effet hyperchrome des polyméres est un phénomene intéressant car en étant quantifié plus
précisément, il pourrait étre mis a profit pour enregistrer la cinétique de polymérisation des
protéines CHMP en temps réel. Dans I’ADN, I'effet hyperchrome intervenant lors de la séparation des
brins est bien documenté. Pour les polymeres CHMP, cet effet est peut étre provoqué par un
arrangement particulier des acides aminés aromatiques dans la structure et/ou par la nature de leur
environnement chimique immédiat. Il peut également étre simplement d{ a une augmentation de la
turbidité du milieu lors de la formation de structures polymériques.

Dans le modeéle attribuant la fission membranaire aux polyméres en forme de déme formés par
CHMP2A/CHMP3, |a surface d’interaction avec la membrane est localisée a I'extérieur des polyméres
[82]. A ce titre, la MBP offre un contréle négatif idéal puisqu’elle couvre I'extérieur des tubes
CHMP2A/CHMP3. Dans les expériences d’interaction avec les liposomes, seuls les polyméres
débarrassés de la MBP peuvent interagir avec les lipides (Figure 22). Ce résultat confirme que cette
surface interagit spécifiqguement et trés fortement avec les lipides au point d’altérer compléetement la
forme des liposomes.
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Quelques interactions entre les tubes MBP-CHMPA/CHMP3 et les liposomes ont tout de méme
été observées par microscopie électronique. Contrairement aux interactions visualisées avec les
tubes sans MBP, elles se produisent toujours a I'extrémité ouverte des polyméres tubulaires. Les
tubes sont comme « posés » sur les liposomes perpendiculairement au plan formé par la membrane
lipidique (Figure 22 ctrl). La MBP étant attachée a CHMP2A par un linker flexible, il est probable qu’a
I'extrémité des polymeéres elle ne couvre pas totalement la surface externe et rende ainsi possible ce
type d’interactions. Les lipides ne sont jamais présents a I'intérieur des tubes dans ce cas, ce qui
indique que la surface interne des polymeéres n’est pas impliquée dans cette interaction, en accord
avec le modéle.

Les tubes CHMP2A/CHMP3 sont trés faciles a culoter, y compris avec une centrifugeuse de
paillasse. Le fait de retrouver les polyméres dans les fractions hautes du gradient de sucrose
contenant les liposomes confirme donc sans ambigiiité I'interaction des tubes avec les membranes
lipidiques (Figure 23). De plus, l'intégrité structurale des liposomes est totalement conservée en
présence de tubes couverts de MBP alors que I'exposition de la surface prédite d’interaction avec la
membrane (par élimination de la MBP) provoque (i) I'association trés forte et trés rapide des
polymeres avec les liposomes (ii) le déchirement des liposomes (iii) la fusion massives des structures
lipidiques associées aux polymeéres (Figure 22). Les polyméres sont donc capables de déformer et de
faire fusionner les structures lipidiques in vitro.

3.1.3. Etude des interactions entre protéines CHMP par SPR

3.1.3.1. Introduction

L'ordre d’assemblage des protéines CHMP est relativement bien établi [8], en revanche il n’existe
pas de données concernant les affinités impliquées dans ces interactions entre protéines CHMP.
L'obtention d’une carte des affinités entre protéines CHMP peut permettre de mieux comprendre la
cinétique et le mécanisme d’assemblage d’ESCRT-III.

Pour obtenir les affinités apparentes entre les protéines CHMP, j'ai utilisé la technique de
résonance plasmonique de surface (SPR ou Biacore - Figure 24). Cette technique peut permettre
d’obtenir le Kp et les constantes de vitesse des réactions d’association/dissociation. Elle peut aussi
permettre d’obtenir des détails sur le mécanisme d’association dans certains cas.
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Figure 24 : Schéma illustrant le principe de la
technique SPR. Le dispositif comporte une puce
soumise a un flux continu de tampon sur
laquelle est fixé un des deux partenaires
protéiques (= ligand). L’autre partenaire
protéique est injecté (= analyte) au contact de
la puce. L’interaction est mesurée par le biais
d’un faisceau laser qui se réfléchit en surface de
la puce. L’angle de réflexion du laser change
lorsque la surface est modifiée par l'interaction
de [l'analyte avec le ligand. A. Le signal
enregistré reste stable tant que I'analyte n’est
pas injecté ou s’il n’interagit pas avec le ligand.
B. Pendant toute la durée de [linjection de
I'analyte, l'interaction avec le ligand provoque
une déviation progressive du laser (et donc une
augmentation du signal) tant que [l‘analyte
s’accumule sur la puce. C. En fin d’injection
I'analyte se dissocie progressivement et le
signal revient a sa valeur de départ.

Les courbes de SPR décrivent donc une
évolution de signal (donné en unité de réponse
ou « Response Units » abrégé RU) en fonction
du temps (t, en secondes). Un jeu de données
typique comprend plusieurs courbes issues de
différentes dilutions d’analytes.

Le but de ce travail est donc d’essayer de déterminer les affinités d’interaction entre les
monomeres des protéines CHMP6, CHMP4B, CHMP2A et CHMP3. Pour cela j'ai purifié chacune de
ces protéines et j’ai tenté d’optimiser la technique afin de mesurer des valeurs de K, apparents qui
soient fiables. Un des principaux problémes est de s’affranchir des effets de polymérisation puisque
je ne voulais quantifier que la force de I'interaction initiale entre monomeéres CHMP (interaction avec
une stoechiométrie 1:1) sans déclencher la formation de polymeres sur la puce.
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3.1.3.2. Résultats

Afin d’effectuer les mesures, j’ai donc purifié CHMP6, CHMP4B, CHMP2A et CHMP3 (Figure 25) et
j’ai ensuite dialysé chacune des protéines dans un tampon compatible avec la méthode SPR.
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Figure 25 : Profils de purification par filtration sur gel (Superdex 75) des protéines CHMP6 (A), CHMP3 (B),
CHMP2A (C) et CHMP4B (D). Seuls les monomeres sont utilisés pour I'analyse par SPR.
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3.1.3.2.1. Analyse cinétique :

L'analyse cinétique permet d’accéder au plus grand nombre de parameétres: en plus de
fournir le Kp, elle donne acceés aux constantes de vitesse. Etant donné que I'on cherche a éviter les
phénomeénes de polymérisation, il est commode dimmobiliser CHMP2A et CHMP4B.
Malheureusement, CHMP2A ne supporte pas I'immobilisation et la protéine est vraisemblablement
dénaturée durant le processus. Ceci m’a contraint a utiliser CHMP2A comme analyte et a fabriquer
une puce avec CHMP3.

Des interactions spécifiques ont été mesurées entre les monomeres des protéines CHMP6 et
CHMP4B. Les protéines CHMP4B et CHMP3 interagissent entre elles, avec CHMP2A et avec elles
méme (Figure 26). Bien que des jeux de données aient pu étre obtenus pour chaque combinaison, il
s’est avéré impossible d’appliquer le modele mathématique décrivant une interaction avec une
stoechiométrie 1:1, mis a part pour le jeu de données CHMP4B / CHMP3 (Figure 26) ou un Ky de 0,54
UM a pu étre déterminé.

Au départ, I'enregistrement de jeux de données satisfaisants a été rendue difficile par un
manque de reproductibilité des mesures. Afin d’éviter des phénomeénes parasites tels que des
interactions entre analytes au niveau de la puce, les données ont été enregistrées avec un flux plus
important (les protéines sont en contact de la puce moins longtemps). Pour cela, toutes les protéines
ont été purifiées a nouveau afin d’enregistrer ces données. Ceci a permis de générer les courbes
montrées ci-dessous. Cette optimisation a permis d’obtenir une meilleure reproductibilité des
mesures mais elle ne s’est toutefois pas avérée efficace pour la modélisation des données.

Compte tenu des difficultés rencontrées par I'application de I'approche cinétique, jai
entrepris de mesurer les données a I'équilibre.

CHMP3 / CHMP2A CHMP3 / CHMP3

"
.

75



i

CHMP3 / CHMP4B

NG
ALy o
L 20 EEnamaae o S —
) \\
| ——
! e S,
|
P\\

| e e e e

. Mo o0

"4
«

n

w

1

0 b 0e o
T
CHMP4B / CHMP3
|
CHMPA4B / CHMP6
1
/ =
| e = = ,V e sy
a— —t - t + +
.m 400

o

76

» CHMP4B / CHMP2A
o
H
¥ z n

o — e

3 - u '-\l . . = » .
) CHMP4B / CHMP4B

1
3 e,
{ / s
== =
3 = xXn pL 3 X un (23 ™ L

L

Figure 26 : Apercu des jeux de données obtenus
par SPR avec les protéines CHMP6, CHMP4B,
CHMP3, et CHMP2A. Les courbes représentent
I’évolution du signal (en RU) fonction du temps
(en secondes). Une interaction a été mesurée sur
toutes les combinaisons testées.



3.1.3.2.2. Analyse a I’équilibre :

L'analyse a I’équilibre ne permet pas d’accéder aux constantes de vitesse des réactions
d’association et de dissociation. En revanche elle donne accés au K et elle s’avere étre beaucoup
plus robuste pour des systemes délicats. Dans la pratique, on injecte I'analyte a un flux trés bas et
pendant une durée plus importante afin de permettre I'établissement d’un équilibre entre
I'association et la dissociation de I'analyte sur la puce. L'équilibre est atteint lorsque la courbe
dessine un plateau.

Si I'on considere la réaction de formation du complexe sur la puce, le signal en RU est en fait
directement proportionnel a la concentration en complexe. L’établissement d’un équilibre permet de
négliger les variations de concentration de I'analyte dues a I’association avec une partie du ligand.
Apreés plusieurs optimisations, cette approche s’est finalement avérée beaucoup plus fiable que Ia
précédente et les données enregistrées ont pu étre exploitées pour la détermination d’affinités. Ces
données sont correctement décrites par un modeéle impliquant une stoechiométrie d’interaction de
1:1.

L’équation développée par Irving Langmuir en 1916 permet de décrire I'adsorption de molécules sur
une surface. Il s’agit du modéle le plus simple pour décrire la réaction A + B 5 AB (avec A = analyte ;
B = ligand), c’est aussi le modele qui s’applique dans la majorité des cas.

On peut écrire I'équation comme suit :

Rmrz:r' [A]

RU =
[A]+ Kp

avec :

RU = proportionnel a la concentration en complexe [AB]

Rmax = niveau de réponse maximale ; c'est-a-dire lorsque [B] =0

[A] = concentration en analyte ; a I’équilibre cette valeur correspond aussi a la concentration de la
dilution injectée

Kp = constante de dissociation de la réaction ; il s’agit du paramétre que I'on cherche a déterminer.

Si I'on considére la réaction de formation du complexe, alorson a :

Rl
[A] 1:'F'!‘:-ru'z::'_ RU}

Ko =

ol K, = constante d’association (= 1/Kp) et (Rmax - RU) = [B]
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Un des moyens les plus commodes d’analyser les données a I'équilibre est de tracer une
représentation linéaire de Scatchard. Cette représentation permet de linéariser les données et de
déterminer si les points expérimentaux décrivent bien le modele (corrélation importante). La
représentation de Scatchard dérive directement de I'équation précédente :

RU 1 S S

— = —— .RU+
[A] Kp Kp

Cette représentation de type y = a.x + b permet d’obtenir la valeur du Kp. L'avantage de cette
méthode est qu’elle permet une visualisation simple et directe de la correspondance entre les
données et le modele. Elle permet aussi de détecter facilement la présence de plusieurs sites
d’interaction.

Une seconde méthode pour représenter les données consiste a représenter le niveau de
réponse a I'équilibre en fonction de la concentration de chacune des dilutions employées. Cette
approche est plus précise que le graphe de Scatchard. La courbe obtenue est de forme hyperbolique
et la modélisation permet de détecter la présence de plusieurs sites d’interaction ou la présence
d’interactions aspécifiques.

L’équation de I’hyperbole la plus simple est de type Henri-Michaelis-Menten :

R?‘J‘IEI' [A]

R =
Kp+ [4]

Le premier jeu de données enregistré décrit I'interaction entre MBP-CHMP2A et la version
full-length de CHMP3 (Figure 27). Grace a l'utilisation d’une stratégie alternative d’immobilisation a
base de streptavidine, il a été possible de fixer CHMP2A sur la puce et d’utiliser CHMP3 comme
analyte.

Les courbes montrent une phase d’association rapide suivie d’'une association lente jusqu’a
atteindre I’équilibre. La dissociation est relativement lente (Figure 27A). La représentation de
Scatchard indique une bonne corrélation avec le modele (R* = 0.969) avec une affinité de 4,5 pM.
L’analyse hyperbolique donne la meilleure corrélation avec les données (R* = 0.998) pour I'équation :

RU: R?‘J‘IEI' [A]

K, + [4] + c. [4]

L'équation de base de I'hyperbole est modifiée par le facteur c . [A] qui décrit I'accumulation
aspécifique de CHMP3 sur la puce. Ce phénoméne a été effectivement observé lors de
I’enregistrement des données : les points a haute concentration sur le graphe de Scatchard dévient
de la tendance linéaire. La valeur du Ky déterminée ici est de 3,24 + 0,25 uM. Les affinités calculées
par les deux méthodes indiquent donc un Ky de I'ordre du micromolaire.
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Figure 27 : Interaction entre CHMP2A (immobilisée) et CHMP3 (full-length) mesurée par SPR. A. Apergu du jeu
de données. B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de
réponse a I'équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard.
C. Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique.
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Afin d’évaluer l'influence de la délétion de la queue C-terminale de CHMP3, j’ai mesuré
I'interaction entre CHMP2A et une construction CHMP3 sans queue C-terminale. Les données
révélent que la délétion de la queue C-terminale n’a pas d’influence sur I'affinité entre CHMP3 et
CHMP2A (Figure 28) puisque les affinités calculées par chacune des représentations (Scatchard : 7,2
UM - R* = 0,9486 ; hyperbole : 3,7 + 1,37 uM - R? = 0.9923 - méme équation que pour CHMP3 full
length) sont aussi de I'ordre du micromolaire. Pour le reste des interactions, j’ai utilisé uniquement la
construction CHMP3 délétée en C-terminal.
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Figure 28 : Interaction entre CHMP2A (immobilisée) et CHMP3 (délétion C-terminale) mesurée par SPR. A.
Apercu du jeu de données. L’astérisque indique une mesure interrompue en raison d’artefacts générés par la
machine. B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse a
I’équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. C.
Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique.
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J'ai ensuite appliqué la méme stratégie pour analyser les interactions entre CHMP2A, CHMP3 et
CHMP4B. Dans un premier temps, j'ai fabriqué une puce a partir des monomeéres CHMP4B et j'ai
analysé l'interaction avec CHMP2A.

L'utilisation de CHMP2A comme analyste pose probleme car il est difficile d’obtenir une
reproductibilité satisfaisante avec cette protéine. Une partie des diffcultées posées par CHMP2A est
directement visible sur les courbes du jeu de données (Figure 29A). En effet, on observe une phase
d’association rapide suivie d’'une phase lente qui atteint d’autant plus difficlement un plateau que la
concentration est élevée, alors que le comportement inverse est normalement attendu. Ceci
explique que je n’ai pas pu collecter beaucoup de points expérimentaux (Figure 29B). Le Ky calculé
est encore une fois de 'ordre du micromolaire. L’approche linéaire donne une affinité de 3.1 uM
avec un coefficient de corrélation relativement faible (R*> = 0.901) en raison de la relative dispersion
des points expérimentaux par rapprot a leur nombre. L'approche hyperbolique permet quand a elle
d’obtenir une affinité de 2,42 £ 0,2 uM (R* = 0,999 - |a encore cette valeur est a relativiser en raison
du manque de complétude du jeu de données). L’hyperbole est décrite par I’équation de type Henri-
Michaelis-Menten (hyperbole simple).
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Figure 29 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP2A mesurée par SPR. A. Apercu du jeu de données.
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse a
I’équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. C.
Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique.

L'interaction entre CHMP4B et CHMP3 (Figure 30) est caractérisée par des phases
d’association/dissociation trés rapides, I’équilibre est atteint trés rapidement. L’analyse de Scatchard
révele la présence claire de deux sites d’interaction ; un site de forte affinité (K, = 370 nM - R? =
0,939) ainsi qu’un site de faible affinité (K, = 19,57 uM - R> = 0,902). On observe I'apparition de ce
dernier site sur le graphe qu’a haute concentration ; c'est-a-dire seulement lorsque tous les sites a
forte affinité sont saturés.

L’analyse hyperbolique révéle également une excellente concordance (R? = 0,999) entre le
modele et les données pour I'’équation suivante qui décrit elle aussi la présence de deux sites
d’interaction :

Rmrz:rl : [A] Rmr::r! : [A]

RU = +
Kp + [4] Kpz + [4]

Les affinités obtenues sont du méme ordre de grandeur que ce que l'on obtient avec I'analyse
linéaire (Kp; = 0,147 £ 0,04 nM ; Kp, = 69,27 £ 12,05 uM).
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Figure 30 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP3 mesurée par SPR. A. Apercu du jeu de données.
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse a
I’équilibre  (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. C.
Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique. Les points expérimentaux correspondant aux
concentrations 11,88 uM et 17,82 uM (astérisques) ont été ignorés lors du calcul de I’hyperbole car ils
empéchaient I'obtention d’une corrélation satisfaisante, quelque soit le modéle testé.
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Dans le modele de formation d’ESCRT-Ill, CHMP3 et CHMP2A interagissent avec les
polymeéeres de CHMP4 [8], [82]. Afin de pouvoir évaluer si CHMP2A et CHMP3 présentent une
différence d’affinité entre les monomeres et polymeres de CHMP4B, j’ai réalisé une puce a partir des
polymeres en anneaux CHMP4B (voir section 3.3.2.2.3. - Figure 44).

L'enregistrement du premier jeu de données obtenu avec CHMP2A a été particulierement
compliqué car la protéine interagit tres fortement avec CHMP4B et atteint tres difficilement
équilibre. Qui plus est, cette forte interaction déclenche la polymérisation de CHMP2A sur la puce a
partir d’environ 200 nM (Figure 31B). La cassure observable entre les points du jeu de données a
hautes et basses concentrations (Figure 31D, E) est due a une diminution de la quantité totale en
ligand lors de I'enregistrement des données a haute concentration. Cette diminution traduit le
décrochage et/ou la dénaturation d’une partie du ligand en raison de I'emploi de tampons a pH acide
pour décrocher les polymeéres de la puce lors des étapes de régénération.

L'analyse des données permet toutefois de mettre en évidence la présence de deux sites
d’interaction, tout comme cela a été observé pour l'interaction CHMP4B (monomeére) / CHMP3. Le
premier site d’interaction indique un K de I'ordre du nanomolaire ainsi qu’un second site caractérisé
par une affinité plus faible de I'ordre de la centaine de nanomolaire. La présence d’une interaction
aussi forte est intéressante. Aussi, j'ai essayé de confirmer cette interaction en mélangeant des
monomeres CHMP2A aux polyméres CHMP4B afin d’analyser les culots issus d’un gradient de
sucrose sur SDS-PAGE. Cependant, seul CHMP4B est présent dans le culot aprés centrifugation.
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Figure 31 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP2A mesurée par SPR. A et B. Apercu des jeux de
données a basse concentration (A) et haute concentration (B). L’astérisque met en évidence la polymérisation
de CHMP2A a la concentration 270 nM. C. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées
(« Free »), les valeurs de réponse a I'équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour
le graphe de Scatchard. D. Représentation de Scatchard. E et F. Représentations hyperboliques. E. Jeu de
données natif, les hyperboles sont tracées avec un modéle hyperbolique simple (Kp; = 3,37 + 1,24 nM - R =
0,996 - modéle simple avec interaction aspécifique ; Kp, = 96,68 + 17,57 nM - R? = 0,983).F. Jeu de données
corrigé en ajoutant arbitrairement 10 RU a toutes les valeurs a partir de la concentration 35,75 nM).
L’hyperbole décrivant ce jeu de données indique la présence de deux sites d’interaction (Kp; = 3,03 + 1,11 nM ;
Kbz = 250,02 + 157,37 nM - R® = 0,995).
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Compte tenu de ce résultat, il est surprenant de constater que l'interaction de CHMP3 avec

les polyméres CHMP4B est en tout point similaire a I'interaction avec les monomeéres (Figure 32).

L’association est rapide et I'équilibre atteint presque instantanémement. La dissociation est plus

lente qu’avec les monomeéres.
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Figure 32 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP3 mesurée par SPR. A. Apergu du jeu de données.
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse a
I’équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. C.
Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique. Les points expérimentaux correspondant aux
concentrations 2,35 uM et 3,52 uM (astérisques) ont été ignorés lors du calcul de I’hyperbole car ils
empéchaient I'obtention d’une corrélation satisfaisante, quelque soit le modéle testé.
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Les affinités obtenues entre CHMP3 et les polymeéres CHMP4B sont de |'ordre de la centaine
de nanomolaire pour le premier site d’interaction (Scatchard : Kp; = 0,45 uM - R* = 0,967 ; hyperbole :
Ko = 0,41 £ 0,08 uM - R? = 0,998) et de I'ordre du micromolaire / de la dizaine de micromolaire pour
le deuxieme site d’interaction (Scatchard : Kp; = 6,93 uM - R*=0,930; hyperbole : Kp; = 32,20 + 10,56
UM - R* = 0,998).

Jai enfin tenté d’étudier les interactions entre CHMP4B et la protéine CHMP2B, mais je ne
suis jamais parvenu a atteindre I'équilibre avec cette protéine car elle s’accumulait constamment sur
la puce, quelque soit la concentration employée lors des mesures. Ce phénomeéne d’accroche
aspécifique pourrait aussi étre expliqué par de la polymérisation.

3.1.3.3. Discussion

Je suis parvenu a adapter la technique SPR a I'étude des interactions entre protéines CHMP.
Grace au protocole utilisé ici basé sur la streptavidine ; il est possible d'immobiliser n’'importe quelle
protéine CHMP sur la puce. L'immobilisation par couplage covalent s’est révélée incompatible avec
certaines protéines (CHMP2A et CHMP2B notamment). Etant donné que les protéines sont trés
basiques, le couplage covalent (utilisant les lysines) peut masquer des zones nécessaires aux
interactions. Cette méthode d’immobilisation nécessite de diluer le ligand dans un tampon
généralement trés acide (pH 4,5) qui peut déstabiliser la structure de la protéine. La méthode
employée ici permet de contourner en grande partie ces problemes.

L'analyse cinétique n’a pas été possible. Ceci est probablement di au fait que les protéines
CHMP ont plusieurs interfaces d’interaction. Qui plus est, les phénoménes de polymérisation rendent
ce type d’analyse délicat car en plus de la réaction A + B 5 AB ; se produisent aussi les réactions de
type B + B 5 BB; B + BB 5 BBB; etc. Cela reste vrai pour I'analyse a I'équilibre. Toutefois,
I’établissement d’un équilibre permet de « moyenner » ces effets lorsqu’ils existent et ainsi de
déterminer un Kp apparent. Enfin, I'analyse a I’équilibre permet, grace au graphe de Scatchard, de
détecter de maniere claire la présence de phénomenes faisant dévier le jeu de données de la
linéarité.

Toutes les interactions détectées ici ont été précédemment identifiées par d’autre techniques
(double hybride, pulldown, etc.) [60], [77]. En revanche, les affinités régissant ces interactions étaient
inconnues. Les données existant sur ESCRT-III suggérent un assemblage ordonné ou CHMP4 initie la
polymérisation, CHMP3 arrive ensuite et recrute CHMP2 [8],[77], [157], [79]. Les résultats de SPR sur
les monomeres vont dans ce sens car I'affinité entre CHMP4 et CHMP3 est 10 fois supérieure a celle
existant entre CHMP4B et CHMP2A (Figures 29, 30).

La plupart des interactions entre protéines CHMP implique des affinités d’interaction de I'ordre
du micromolaire. Ceci est en accord avec les expériences d’assemblage des polymeres CHMP4B et
CHMP2A/CHMP3 qui requiérent quelques micromolaires de chacune des protéines pour rendre la
réaction possible. A ce titre, les résultats issus de l'interaction entre les polymeres CHMP4B et
CHMP2A sont surprenants. CHMP2A forme trés clairement des polymeres sur la puce contenant les
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polyméres CHMP4B (Figure 31B). Aussi, bien que la trés forte affinité détectée lors de ces
expériences n’ait pas pu étre confirmée biochimiquement, il ne s’agit probablement pas d’un
artefact. Méme en utilisant des dilutions extrémement basses (nanomolaire), le signal est toujours
mesurable et spécifique. Il est possible que la concentration locale de CHMP2A soit nettement plus
élevée sur la puce que la dilution initialement injectée. Le fait que les polyméres CHMP4B soient
immobilisés peut aussi faciliter I'interaction avec CHMP2A. C’est d’ailleurs une situation proche de ce
qui se produit dans la cellule ol les polyméres sont fixés sur la membrane... Enfin, le fait que
CHMP2A interagisse plus fortement avec les polyméeres CHMP4B qu’avec les monomeres est en
accord avec le modele actuel qui stipule que CHMP2A soit recrutée apres formation des polymeres
CHMP4 [8], [79], [82], [157] (Figure 10).

La multiplicité des interactions ainsi que I'étendue des interfaces au sein des tubes
CHMP2A/CHMP3 explique la grande stabilité de ces polymeéres (section 3.1.1 et 3.1.2). Linteraction
entre CHMP2A et CHMP3 est caractérisée par un Ky de quelques micromolaires (Figure 27). La
relative faiblesse de cette interaction permet certainement un désassemblage plus aisé par I’ATPase
VPS4 en fin de réaction.

La protéine CHMP4B assure le rétrécissement initial du col membranaire reliant la vésicule
lipidiqgue a la membrane [8], [78], [157]. La protéine CHMP3 peut fournir un lien entre CHMP4B et
CHMP2A bien que CHMP2A et CHMP4B puissent interagir directement (Figures 26, 29 et 30). La
présence de CHMP3 au site de polymérisation pourrait éventuellement forcer le systeme a former un
hétéropolymére CHMP2A/CHMP3 plutdét qu’un polymére CHMP2A seul si 'affinité de cette derniére
pour elle-méme est plus faible que pour CHMP3. CHMP3 semble donc intervenir a l'interface entre
CHMP4 et CHMP2, sur la base des affinités déterminées avec les monomeéres CHMP4B ainsi que sur
de précédents résultats [157]. La capacité de CHMP2A a former seule des polymeres (Figure 19) tend
a montrer son rble essentiel en fin de réaction lors de la formation du polymeére [8], [157], [79], [88].

L'analyse des interactions entre protéines CHMP par SPR a permis d’identifier clairement la
présence de deux sites d’interaction dans presque tous les cas. Le graphe de Scatchard est commode
car il permet de détecter aisément ce type de cas. L’analyse linéaire reste néanmoins imparfaite car
elle oblige de traiter indépendamment les deux sections de droite. Ainsi, cette méthode considere
que l'interaction sur chacun des deux sites ne se produit pas simultanément mais séquentiellement,
c’est qui est évidemment faux. L’analyse hyperbolique permet de pallier cette approximation.

La présence de deux sites d’interaction n’est pas surprenante puisqu’il s’agit d’un prérequis a la
formation de polyméres tels que les tubes CHMP2A/CHMP3 comme le confirme la structure obtenue
par cryo-microscopie électronique (Figure 18). A chaque fois, la différence d’affinité entre les deux
sites est tres marquée avec de I'ordre d’un facteur 100 séparant les deux constantes de dissociation.
Cette séparation trés nette entre les deux affinités doit probablement avoir une implication
fonctionnelle. L’assemblage en polymeére se produit donc vraisemblablement selon un mécanisme
trés ordonné : le monomere arrive sur le site d’assemblage du polymeére et interagit dans un premier
temps via une interface a forte affinité. Puis, lorsque ce recrutement a eu lieu, 'interaction via la
deuxiéme interface est alors rendue possible (Figure 31, 32). La somme cumulée de toutes ces
interactions confére au polymeére une stabilité accrue et permet de poursuivre le processus de
polymérisation. De plus, la faible affinité de la seconde interface autorise probablement une certaine
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plasticité et ainsi la formation de structures alternatives entre filaments (comme cela est observé
pour les tubes CHMP2A/CHMP3).

MONOMERES MONOMERES MONOMERES

Figure 33 : Modeéle de polymérisation des protéines CHMP basé sur les données de SPR. Les monomeres sont
recrutés et positionnés au sein du polymere grdce a une interface a haute affinité. Une seconde interface de
faible affinité consolide I'assemblage en permettant I'accrochage du monomére a la couche inférieure du
polymeére. Le monomeére suivant est alors prét a étre recruté.

Il est surprenant de constater I'absence apparente d’un deuxiéme site d’interaction entre
CHMP3 et CHMP2A. Il est possible que la différence d’affinité entre les deux sites soit plus marquée.
Si tel est le cas, le second Kp est trop faible pour étre mesuré précisément avec la méthode employée
ici. C'est peut étre cette seconde interaction qui se cache derriére la contribution des interactions
considérées comme aspécifiques dans I'équation de I'hyperbole. Enfin, le jeu de données CHMP4B
monomeres / CHMP2A n’est quand a lui pas assez complet pour permettre de voir la seconde
interaction (Figure 27).

La méthodologie employée pose des bases expérimentales pour |'étude des interactions au
sein d’ESCRT-IIl par SPR. Cette méthode a enfin permis de mettre en évidence I’existence d’au moins
deux interfaces d’interaction entre protéines CHMP probablement impliquées dans la formation de
polyméres.
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3.2. Article : ESCRT-lll CHMP2A and CHMP3 form
variable helical polymers in vitro and act synergistically
during HIV-1 budding

Grégory Effantin®*, Aurélien Dordor*, Virginie Sandrin*, Nicolas
Martinelli, Wesley I. Sundquist, Guy Schoehn and Winfried Weissenhorn.

Cellular Microbiology - soumis.

* . |a contribution des auteurs est similaire.

- Résumé de I’article: Cet article présente la structure par cryo-microscopie électronique des
polymeéres tubulaires CHMP2A/CHMP3. Il met en évidence que CHMP2A et CHMP3 peuvent
former des structures hélicoidales de symétrie variable mais qui présentent une grande
stabilité. Des expériences de knockdown montrent qu’il existe une synergie entre CHMP2A et
CHMP3 lors du bourgeonnement du VIH et suggéerent une redondance fonctionnelle entre
CHMP2A/CHMP3 d’une part et CHMP2B d’autre part. Enfin, les interactions entre CHMP4B,
CHMP3 et CHMP2A sont analysées et quantifiées par SPR.

- Contribution personnelle: J’ai produit les polyméres CHMP2A/CHMP3 et CHMP2A pour
permettre la reconstruction de structure par cryo-microscopie électronique, j'ai réalisé les
tests de résistance aux protéases présentés en figure 6 et j’ai produit toutes les données de
SPR présentées dans la partie « Supplementary data ».
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3.3.

Abstract

The endosomal sorting complex (111) required for transport (ESCRT-1II) is essential for budding
of some enveloped viruses, the formation of intra luminal vesicles at the endosome and for the
abscission step of cytokinesis. ESCRT-1II proteins form polymers that constrict membrane tubes,
leading to fission. We have used cryo-EM to determine the molecular organization of
pleiomorphic ESCRT-1II CHMP2A-CHMP3 polymers. The three-dimensional reconstruction at
22 A resolution reveals 2 helical organization of filaments of CHMP meolecules arranged in a
head to tail fashion. Protease susceptibility experiments indicate that polymerization is achieved
viza conformational changes that increase the protomer stability, Combinatorial siRNA
knockdown experiments indicate that CHMP3 contributes synergistically to HIV-1 budding, and
the CHMP3 contribution is ~10-fold more pronounced in concert with CHMP2A than with
CHMP2B. This is consistent with SPR affinity measurements that suggest sequential CHMP4B-
CHMP3-CHMP2A recruitment while showing that both CHMP2A and CHMP2B interact with
CHMP4B, in agreement with their redundant functions in HIV-1 budding. Our data thus indicate
that the CHMP2A-CHMP3 polymer observed in witro contributes to HIV-1 budding by

assembling on CHMP4B polymers,

Kevwords: CHMP2A/CHMP2B/CHMP3/ESCRT/HIV-1
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Introduction

Endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT) were first discovered in
veast, where they catalyze membrane protein sorting into intra-luminal vesicles at the endosomal
membrane. This process creates multivesicular bodies, which ultimately fuse with the
vacuole/lysosome and thereby target the proteins for lysosomal degradation (Henne etal., 2011).
The ESCRT system is highly conserved in all eukaryetes and comprises five different complexes
that are assembled sequentially (Saksena et al.,, 2007). ESCRT-0 recognizes ubiquitylated cargo
{Ren and Hurley, 2010), ESCRT-I and -II have 2 role in vesicle formation: and ESCRT-1II
constitutes the fission machinery (Wollert and Hurley, 2010), with support from the VPS4
complex, which alse recycles ESCRT-III from cellular membranes (Babst et al, 2011:
Baumgartel et al., 2011: Shestakova et al., 2010). Selected ESCRTs are further recruited during
budding of some enveloped viruses including HIV-1 (Martin-Serrane and Neil, 2011: Morita and
Sundquist, 2004: Usami et al., 2009) and during cytokinesis of eukaryotes (Carlton et al., 2012;
Guizetti and Gerlich, 2010: McDonald and Martin-Serrano, 2009). Even Crenarchaea, which
lack endosomes, employ ESCRT-III- and VPS4-like proteins for cell division (Ghazi-Tabatabai
et al., 2009; Lindas et al.,, 2008). All known ESCRT-catalyzed processes employ ESCRT-1II and
VPS4, consistent with their requirement for a final common membrane fission step (Guizetti and
Gerlich, 2012; Hurley and Hanson, 2010; Peel etal,, 2011).

5. cerevisiae express six ESCRT-III proteins, which form at least 2 subcomplexes
composed of Vps20-Sni7 and Vps2-Vps24 (Babst et al., 2002): Vps20 recruits Sni7, which in
turn recruits Vps24 followed by Vps2, to form a large ESCRT-I1I core complex that can deform
membranes in vitro {Saksena et al, 2009: Teis et al, 2008). The four core yeast ESCRT-III

proteins have been shown to trigger vesicle fission from GUV membranes, with Vps20 and Sni7
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playing central roles in fission in the in vitro system, and Vps24 rendering fission more efficient
(Wollert and Hurley, 2010). Mammalian cells express 12 ESCRT-Ill-like proteins, termed
CHMP (CHarged Multivesicular body Protein), which have the potential to form analogous core
complexes composed of CHMP6 (Vps20), a member of the CHMP4 (A, B, or C) family (Sni7),
CHMP3 (Vps24), and a member of the CHMP2 (A or B} family (Vps2). Other ESCRT-I1l-like
proteins (CHMPIA, B, CHMPS, CHMP7, and ISTI) appesr to play regulatory roles both in
yeast and higher eukaryotes (Babst et al,, 2011: Henne et al, 2011: Hurley and Hanson, 2010;
Peel etal,, 2011),

ESCRT-IIl members share a commen architecture for their N-terminal core domain
{Bajorek etal.,, 2009; Muziol et al,, 2006; Xiao et zl., 2009). The C-terminus folds back onto the
core in the ezuto-inhibited cytosclic form, and CHMP activation entails i3’ displacement
{Bajorek et zl., 2009; Lata et al., 2008a; Lin et al, 2005: Shim et zl., 2007; Zamborlini et al.,
2006). Activation is thought to favor membrane binding and polymerization (Peel et al., 2011).
Only CHMP4 and CHMP2 polymers have thus far been observed in vive, which form either
CHMP4-containing plasma membrane tubes upon co-expression with dominantly inhibitory
VPS4B protemn (Hanson et al, 2008) or plasma membrane tubes decorated with helically
arranged CHMP2B (Boden et al., 2011). Helical structures of CHMP2A, albeit with a smaller
diameter, have been imaged by cryvo electron tomography at the midbody of HeLa cells (Guizetti
et al, 2011). In vitro, several types of polymers have been observed in the absence of
membranes, including two or three stranded filaments of yeast Vps24 (Ghazi-Tabatabai et al.,
2008), circular arrays of CHMP4B (Pires et zl., 2009) and tubular polymers of ISTI1, CHMPIA
(Bajorek et al, 2009) and CHMP2A/CHMP3 complexes (Lata et al., 2008b). In particular,

human CHMP2A and CHMP3 co-assemble into regular straight or cone-shaped twbular helical
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structures, in good agreement with the yeast subcomplex of Vps24-Vps2 (Babst et al., 2002),
{Bgjorek et al., 2009; Law et al., 2008b). Based upon the observation that some of these wbes are
closed at one end, a model for ESCRT-1II-driven neck closure has been proposed in which
ESCRT-I1I spiraling filaments could catalyze membrane fission by spiraling closed and drawing
the opposing membranes together (Fabrikant et al., 2009: Lata et al., 2008b).

Although nearly all ESCRT-1II members play pivotal mles during cell division (Morita et
al,, 2010), siRNA depletion experiments indicate that HIV-1 budding has a strong requirement
for only one CHMP4 family member together with either CHMP2A or B (Morita et al., 2011).
The VPS4 complex is alse essenual for budding (Kieffer et al., 2008; Strack et al., 2003; von
Schwedler et al., 2003) and functions as & component of the fission machinery in higher
eukaryotes (Baumgartel et al., 2011: Jouvenet et al, 2011). During HIV-1 budding, CHMP4
assembles first within the neck of & budding virion where it can apparently recruit either
CHMP2A or B by direct interaction leading to virion release (Morite et al., 2011). Thus, in
contrast to the yeast system (Wollert and Hurley, 2010}, CHMP2 isoforms appear to play a key
role in the mammalian fission process during HIV-1 budding (Morita et al., 2011).

Here we present a helical reconstruction of the ESCRT-111 CHMP2A-CHMP3 polymer
by cryo-EM. The reconstruction revealed a linear arrangement of CHMP proteins into filaments
that interact laterally to produce the tube-like structures. CHMP2A-CHMP3 polymerization
increased the thermostability and protease resistance of the subunits as compared to the
monomeric proteins, suggesting that polymerization generates free energy that might be
employed for membrane remodeling. The physiological importance of the CHMP2A-CHMP3
combination is supported by observation that CHMP3 acts synergistically with CHMP2A and, to

a lesser extent, with CHMP2B during HIV-1 release. We find that CHMP4B binds ~16 fold
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more tghtly to CHMP3 than CHMP2A, supporting the idez that recruitment at the HIV-I

budding site normally follows the order CHMP4B:CHMP3:CHMP2A,

Results,

Cryo-EM analyses and 2D classification of CHMP2A-CHMP3 polymers. Tubular polymers
composed of MBP-CHMP2AAC (residues 9-161) and CHMP3 (residues 1-222) were assembled
as described (Lata et al., 2008b} and MBP was then removed by proteolysis to optimize data
quality (Figure S1). Although MBP cleavage from CHMP2AAC induced aggregation of
CHMP2AAC-CHMP3 wbes, single tubes could stll be imaged by cryo-EM (Figure 1A}, The
CHMP2AAC-CHMP3 wbes zre pleiomorphic with regard to: 1) length, 2) diameter and 3)
straight, curved or cene-shaped walls (Figure 1A), We collected three datasets, two of which
were from tubes in which MBP was completely removed from CHMP2BAAC (collected on a
FEI Tecnai G2 Polara micrescope) and one that was collected on tubes in which the MBP was
partially removed, (FEI CM200 microscope). Tube images were cut into short segments and
classified by a reference-free approach, resulting in 2 large number of two-dimensional (2D)
class averages of tubes with variable diameters between 4435 and 545 A (Figure 1B). These 2D
class averages could be sorted into two general groups that exhibited two different types of
internal striations. One group showed continuous parallel transversal striations, (termed the “line
pattern”) (Figure 1C), while the second group displayed interrupted segments perpendicular to
the wbe axis that packed in parallel to form vertical column-like featres (Figures 1C and D).
The column-like pattern predominated in two of the three data sets. Because the line-pattern
classes were only frequent in the sample in which the MBP motety had been parnally removed,

we compared the 2D class averages obtained afier reference-free classification of MBP un-
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cleaved and cleaved tubes derived from the same purification batch. Both classifications
preduced class averages that had the same column-patiern, implying that MBP removal had ne
significant effect on the structural organization of the tubes (Figure S2). This experiment
confirmed that the line- and column-patierns observed in the 2D-classes arise from genuinely

different types of CHMP2ZAAC-CHMP3 wbes.

CHMP2AAC and CHMP3 can form helical polymers of different symmetries. 2D Fourier
transformations of classes displaying the line-like and column-like patterns show layer lines at
~30.9 and 30.1 A, respectively. The small difference in their heights is most likely due the fact
that the images were tzken on different electron microscopes at different magnifications (Figures
2A and B). However, the horizontal position of the maximum amplitude of the layer line in both
Fourier transformations differed and corresponded to & Bessel function of the order n=1 for the
line-pattern and n=6 for the column-pattern. To characterize these differences further, we set up
a systematic test of helical symmetry parameters to probe which pitch of a putative helix is the
most consistent with the 2D class average (Desfosses et al;, 2011). The correlation between the
class average and the 2D projection of 2 3D model reveeled the maximum correlation for & pitch
of 30.9 A in case of the line-pattern (Figure S3A). This suggests a 1-start helix with a pitch of
30.9 A consistent with the Bessel order nw1 calculated from the 2D Fourier transform. Following
the same approach, the search for the best pitch for the 5 column-like pattern class average
{Figure 2B) showed 2 maximum correlation at 181 A and lower correlation peaks for pitches,
multiples of 30 A (Figure S4A). The correctness of the model was validated by calculating an
isosurface of the 3D model with 2 181-A-pitch and by comparing its 2D projections shown at

different out-of-plane angles with the best matching reference-free 2D class averages (Figure
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S4C). Thus, the 5 column-like pattern class average (Figure 2B) can be best described by z 6-
start helix having 2 181-A-pitch. Other 2D class averages having different diameters and
different column numbers {Figure 1D) can also be explained by an n-start helix (n is an integer)
mode! having an n-times 30-A-pitch (data not shown). In addition, the 2D projections calculated
at different out-of-plane angles of the 3D model of the 1-start helix match the ab-initio reference-
free 2D class averages representing the line-pattern (Figure S3C). In summary, CHMP2AAC
and CHMP3 can form tbes with different helical packing described by an n-start helix with a

n+30 A pitch (1 < n <7 for the data analyzed in this study).

3D reconstruction of CHMP2A-CHMP3 tubes. Cyclic symmetry of the order n around the
helical axis of the tubular structures is further corroborated by the presence of either inversion or
mirror symmetry in some 2D class averages (Figure S4D) We therefore used the fterative
Helical Real Space Reconstruction (IHRSR) algorithm (Egelman, 2007) to calculate & 3D
reconstruction on the most populated class (mean diameter of 485 A), which is best described by
a 6-start helix with a 181-A-pitch (Figure S4B). Upon testing various cyclic symmetries, only
Cé produced reliable results. IHRSR converged to 2 final solution having an axial rise per
subunit z of 6.03A and en azimuthal angle ¢ of 11.9° for a resolution of 22A at a Fourier shell
correlation (FSC) of 0.5 (Figure SSA). The 3D reconstruction shows a 6-stranded helical
structure with each filament being separated by ~ 30A and made up by 30.2 asymmetric units per
turn. The asymmetric unit is well defined and elongated in shape (Figure 3, red and green
densities). On the inside of the structure, clear grooves separate each strand (Figure 3B-D). In
between strands, there are also lower density zones (eppearing as holes at the threshold used in

the isosurface representation of Figure 3). The long axis of the asymmetric unit is tilted by ~ 45°
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with respect to the tube axis such that lateral interactions between units produce 2 tube width of
~40 A zs well as the external 40 A dimension of the asymmetric unit (Figure 3C). The surface
making up the lateral interactions between filaments is substantially smaller than that of linear
inter-monemer interactions {Figures 3C and D).

Despite the inteérmediate resolution of the crye-EM reconstruction, the CHMP3 monomer
containing helices I to 4 could be docked inside the map with the 70-A-long helical hairpin
positioned diagonzl with the tip of the helical hairpin pointing towards the inside of the tube.
This predicts that the CHMP filament is made up by head to tail interactions of successive
CHMP2A and CHMP3 monomers (Figures 4A-C). Even though the asymmetric unit appears
slightly too large for & single monomer at this resolution (Figure 3), it is not big enough to fita
CHMP dimer model (Lat et al., 2008b) without steric clashes. Thus the interpretation of the
density of the asymmetric unit (Figure 4D) might be better explained with a different CHMP
conformer model (even though the core monomer (helices 1-4) lacks ~ 20 amino acids) that
drives polymerization. Even though attemplts to calculate 2 3-D reconstruction from the data
representing the 1-start helix model (Figure S3) did not converge to & relizble model, probably
due to the limited data available for analysis, we propose that the conformation of the CHMP

filament is the same,

Molecular architecture of CHMP2A polymers. CHMP2AAC assembled into coil-like
structures as determined by negative staining electron microscopy (Figure 5A). Some of these
filaments almost close at one end by successively narrowing the coil diameter as viewed from
the top (Figures $B and C). The CHMP2A coils are ~ 30 A in width, which is similar to the

CHMP filaments observed in the CHMP2A-CHMP3 polymer, the CHMP2B membrane tubes
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{Bodon et al, 2011) as well as in CHMP4B polymers (Pires et al., 2009). This suggesis that
CHMP2A, CHMP2B, CHMP3 and CHMP4B employ similar structural principles to form linear

filaments of constant width,

ESCRT-111 CHMP2A-CHMP3 stability. Trypsin treatment of CHMP2ZAAC-CHMP3 polymers
did not reduce the size of CHMP2AAC significantly as judged from the SDS-PAGE analysis
(Figure 6A), while full length CHMP3 proteclyzed to & fragment migrating at ~ 25 kDa (Figure
6A, right panel, asterisk), which contained residues 7 to 183 as determined by mass
spectrometry. Proteinase K digestion of CHMP2AAC-CHMP3 tubes reduced the size of CHMP3
further to produce fragments corresponding to residues 2 to 168 (Figure 6A, right panel, asterisk)
and residues B to 160, (Figure 6A, right panel, triangle) while CHMP2AAC stayed largely
resistant (Figure 6A, circle). In contrast, monomeric CHMP3 and MBP-CHMP2A were
degraded by trypsin and proteinase K (Figures 6B and C), indicating that polymer formation
rendered CHMP3 and CHMP2AAC protease resistant. Trypsin-treated CHMP2AAC-CHMP3
polymers were undistinguishable from wild type polymers, suggesting that CHMP2A and
CIHMP3 helices 1 to 4 plus the connecting region to helix 5 form the core of the whular polymer.
Circular dichreism thermostability measurements showed & melting temperature (TM) of ~64°C
for MBP-CHMP2A (MBP has 2 TM of 55°C}), a TM of 60°C for CHMP3 and an increase of the
T™ to 70°C for the CHMP2AAC-CHMP3 tubular polymer. Taken together, these observations

indicate that polymer formation renders CHMP2A and CHMP3 more stable,

CHMP3 exerts a synergistic effect on CHMP2A during HIV-1 budding. Morita and

colleagues have reported that HIV-1 release from host cells requires 2 CHMP4 family member,
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together with either CHMP2A or B (Morita et al, 2011). Here we extended the siRNA
knockdown swmudy 1o double knock-downs of CHMP2A-CHMP3 and CHMP2B-CHMP3. As
expected from previous results, single knock-downs of CHMP2A, CHMP2B and CHMP3 had
only modest effects on virion release and infectivity. Knock-down of CHMP2A and CHMP3
reduced infectious units by & factor of ~1.4 and CHMP2B knock-down preduced 2 ~ 2.5-fold
reduction (Figures 7A and B). The double knock-down of CHMP2A and CHMP3 reduced
infectivity 2.6-fold, while the double knockdown of CHMP2B-CHMP3 reduced infectivity 17-
fold and the CHMP2A-CHMP2B double knockdown reduced infectivity 46 fold (Figures 7A
and B}. Detection of cellular Gag, CA, MA and GAPDH demonstrated similar protein
concentrations (Figure 7C) and efficient single and double knock-downs were verified by
western blot analyses (Figure 7D). Our datz indicate that less of CHMP3 synergizes slightly
with loss of CHMP2A in inhibiting HIV-1 release (1.9-fold reduction vs. depletion of either
CHMP3 or CHMP2A alone) but shows much greater synergy with los of CHMP2B (6.8-fold
reduction vs CHMP2B depletion alone, 12-fold reduction vs. CHMP3 depletion alone). Thus our
data suggest that during HIV-1 budding, CHMP3 synergizes more efficiently with CHMP2A

than with CHMP2B.

ESCRT-III interactions in vitro support their redundant function during HIV-1 budding. It
was shown previousty that CHMP2A can interact directly with CHMP4B, which is required for
HIV-1 budding (Morita et al., 2011). Because CHMP3 depletion synergized with CHMP2
proteins in inhibiting HIV-1 budding, we extended previous CHMP-CHMP interaction studies
(Martin-Serrano et al., 2003: von Schwedler et al., 2003) to analyze the pair-wise interactions of

CHMP4B between CHMP3, CHMP2A and CHMP2B using bicsensor analyses. Because some
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of the binding data could not be satisfactory analyzed by the Langmuir model, binding curves
were recorded until equilibrium was reached and the equilibrium data was evaluated by non-
linear least squares fitting to hyperbolic binding models. This analysis revealed a Kpof 2.4 £ 0.2
uM for CHMP2A monomer binding to immobilized CHMP4B menomers (Figure S6A). At low
concentrations, CHMP3 monomers bound to CHMP4B monomers with an approximate 16-fold
tighter Kp: of 0.15 £ 0.04 pM. At higher concentrations, a second Kpz of 69 £ 12 uM was
observed, which might indicate CHMP3 polymerization upoen saturation of the CHMPA4B binding
sites (Figure S6B). CHMP2A and CHMP3 interacted with 2 K of 3.2 £ 0.2 uM (Figure 6C),
which is in agreement with the requirement of ~ 7 uM conentrations of CHMP2A end CHMP3
for polymer formation (Bajorek et al., 2009: Lata et al., 2008b). Finally, CHMP4B and CHMP2B
interacted with a Kp of 0.56 uM and CHMP2B-CHMP3 interacted with & Kp of 1.4 uM (Figure
S6D). These data confirm that CHMP4B can directly recruit CHMP2A or CHMP2B (Morita et
al,, 2011). However, if CHMP3 is present, the higher affinity of CHMP4B for CHMP3 may
indicate that CHMP3 is preferentially recruited by CHMP4B, and can then subsequently engage

CHMP2A or CHMP2B.

Discussion

We have developed a low-resolution structural model for ESCRT-III CHMP2A-CHMP3
polymers, which form pleimorphic tube-like structures that are straight or cone-shaped and
sometimes have closed, dome-like end caps (Bajorek et al., 2009: Fabrikant et al., 2009; Lata et
al., 2008b), The variability of the tube diameters is restricted, with a full range of 44.5 1o 54.5
nm, and the majority of tubes falling into the narrow range of 47 to 51 nm. In contrast, helical

CHMP2B membrane tubes show z larger diversity, with diameters ranging from 100 to 400 nm
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{Bodon et al., 2011). Despite their variability, we were able to use 2D classification of cryo-EM
images of tube segments to isolate homogenous classes of CHMP2A-CHMP3 tubes. The 2D
classes showed two types of tube morphology, which we refer to as line pattern and column
pattern, respectively. Both patterns produced reliable layer lines 2t ~ 30A in Fourier
transformation analyses, indicating the helical pitch. The line pattern is best described by a 1-
start helix model, while the column patterns fit multiple (n) start helix models, with pitches of n
times 30 A. Because the group representing ne6 (ie., the 6-start helix model) was the most
populated among the 2-D classes, we reconstructed it to 2 model having a resolution of 22 A,
The model revealed an elongated asymmetric unit that fits the 70 A long helical hairpin structure
of CHMP3 diagonally, although some ambiguity remains about the actual content of the
asymmetric unit at this reselution. The map differs from a previous reconsiruction, which
however wes obtained at a lower 30 A resolution and employing data collected from MBP-
CHMP2AAC-CHMP3 polymers that produced limited data quality (Lata et al., 2008b). Although
the datz corresponding to the I-start helix model did not converge to a reliable structural model,
we hypothesize that the molecular interactions making up the polymer string gre the same. In
fact, it is most likely that the I-start helix is the physiologically relevant assembly, consistent
with EM tomography data of 2 potential CHMP2 polymer present at the midbody (Guizetti and
Gerlich, 2012). Furthermore, 2D classification of CHMP2B membrane tubes produced the line
pattern morphology consistent with & I-start helix model. Because the Fourier transform of the
CHMP2B data revealed a layer line at 32 A corresponding to its helical pitch (Bedon et al,
2011), we suggest that CHMP2A-CHMP3 and CHMP2B employ similar structural principles to
assemble into tubes in vitre and in vivo. The same linear assembly mode is most likely used by

CHMP4 polymers that produce ~30 A thick loose coils with no lateral interactions evident in
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vitro (Pires et al., 2009). Notably, the length of the repeating unit of the CHMP4B polymers was
estimated at 40 A (Pires et al, 2009), which is consistent with the length of the CHMP2A-
CHMP3 asymmetric unit. Similar sized CHMP4 strings have been observed in vivo (Hanson et
al., 2008), indirectly supporting the physiological relevance of the head-te-tail interaction of
ESCRT-III monomers seen in our study. We demonstrate further that CHMP2A can also form
linear strings or coils on its own in the absence of membrane, which have the same width as
CHMP2A-CHMP3, CHMP2B (Bodon et al., 2011) and CHMP4 strings (Pires et al., 2009).
These narrow coils appear to interact laterally and coenstrict to nearly closed structures as viewed
end on. In contrast larger spiral filaments were observed at the midbody, which were
hypothesized to be formed by CHMP2 (Guizetti et al,, 2011). It is also notable that there are
cther cases in which ESCRT-III filaments can have a much thicker appearance by negative
staining electron microscopy (Ghazi-Tabatzbai et al., 2008; Pires et al., 2009) and image analysis
of such yeast Vps24p filaments produced a two-stranded helical structure (CHMP3) (Ghazi-
Tabatabai et al., 2008). Such alternative assemblies might either solely reflect the general
polymerization propensities of ESCRT-III proteins or could have roles during earlier events of
mitosis such as centrosome and spindle maintenance (Morita et al., 2010) or abscission control
{Carlton et al., 2012),

Although we were able to fit the crystal structure of the CHMP3 core (helices 1 to 4} into
the asymmetric unit of our reconstruction, it is possible that the structure 15 not present in this
conformation for several reasons. First, we showed that CHMP2A and CHMP3 became protease
resistant upon polymer formation. In contrast, the docked crystal structure still exposes several
potential accessible rypsin cleavage sites in the current model. Second, CHMP2A residues such

as V59 and V62 implicated in tube formation and thus CHMP3 interaction (Bajorek et al., 2009)
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do not interact with neighboring molecules in the docked model. In addition, the cluster of basic
residues on helix 1 implicated in membrane binding (Muziol et al., 2006) are expesed, but it is
difficult to imagine how the surface of the pseude-atomic model that produced a step-like or
staggered appearance (data not shown) could mediate efficient membrane interaction. Thus both
CHMP2A and CHMP3 may undergo conformational changes that render them protease resistant
and increase their thermoswzbility when they co-polymerize. Notzbly, the increased stability
could provide free energy for membrane bending.

Protease K digestion of CHMP2A-CHMP3 tubes left CHMP2A (residues 9-163)
unchanged and trimmed CHMP3 residues 8 to 160, indicating that helices 1 to 4 including the
linker region to helix 3 form the core of the polymer. This result is consistent with the results
showing that CHMP3 residues 1 to 150 suffice 1o form tubes (Bajorek et al, 2009}, but it is
remarkable that the linker region connecting helices 4 and 3, 2 region which is disordered in the
crystal structures of CHMP3 (Bajorek et al, 2009: Muziol et al., 2006}, becomes resistant to
protease K digestion within the CHMP2A-CHMP3 polymer. This observation provides further
support for the idea that CHMP3 undergoes a conformational change upon polymerization,

The asymmetric unit expeses a rather flat surface on the tube exterior, which presumably
corresponds to the membrane binding surface. Contacts between filaments are made in the
peripheral adjacent region, but the overall contact surfzce is limited. In contrast, interactions
between asymmetric units or monomers along the filament are more extensive, This arrangement
permits wransitions to smaller tube diameters as observed in cone-shaped wbes and end-capped
dome-like structures (Bajorek et al., 2009; Lata et al, 2008b) by successively reducing the
number of monomers per turn while maintaining the minimal lateral inter-strand interactions and

requiring relatively few adjustments in the relative monomer orientations. Based on the
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similarities between images obtained for several CHMPs as well as their structural homology
{Bajorek etal., 2009; Martinelli etal, 2012; Muziol et al., 2006 Xiao et al., 2009), we conclude
that all CHMP polymers acting directly on membranes likely have the same molecular
architecture whether they form hetero-polymers such as CHMP2A-CHMP3 or CHMP2A,
CHMP2B and CHMP4 homo-polymers.

HIV-1 budding requires only one CHMP4 and one CHMP2 family member out of the 12
human ESCRT-III proteins for efficient budding (Morita et al., 2011}, in contrast to cytokinesis
{(Morita et al., 2010). Importantly, CHMP3 depletion had a minor effect and reduced virus titer
production enly two-fold (Merita et al., 2011), despite the fact that C-terminally truncated
CHMP3 and CHMP3-GFP exert potent dominant negative effects on HIV-1 budding (Muziol et
al., 2006: Strack et zl., 2003; Zamborlini et al., 2006). We extended the previous siRNA sudy 0
double knock-downs of CHMP2A, or CHMP2B and CHMP3, which confirmed that CHMP3
acts synergistically with CHMP2 proteins during HIV-1 budding. Notably, the synergy with
CHMP2A is significantly higher than that with CHHMP2B. Although a direct interaction between
CHMP4B and CHMP2A is required for budding in the absence of CHMP3 (Morita et al., 2011),
Kp measurements revealed that CHMP3 has a ~ 16-fold higher affinity for CHMP4B than does
CHMP2A, In addition, CHMP2A interacts with similar micromolar K with both CHMP3 and
CHMP4B. Thus our data indicate that when all the ESCRT-1II subunits are present, CHMP3
probably preferentially interacts with CHMP4B, which then subsequently recruits CHMP2A,
This sequence martches the sequence of yeast ESCRT-III recruitment {Teis et al., 2008). We
showed further that CHMP2B also interacts directly with both CHMP4B and CHMP3, and again
the dissociation constants are similar to the CHMP2A-CHMP4B interaction. However, we

suggest that CHMP3 may be less important for CHMP2B function than for CHMP2A function as
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supported by its lower synergistic effect in HIV-1 budding and by the higher affinity of
CHMP4B for CHMP2B (vs, CHMP2A), This is consistent with the observation that CHMP2B
membrane tube formation from the plasma membrane depends largely on CHMP4 (Bodon et al
2011). Although we showed here that CHMP2B can interact with CHMP3, CHMP3 is not
important for CHMP2B membrane tube formation in vivo. énd the two proteins did not form
hetero-polymers in vitro (Bodon et zl,, 2011), These observations are in agreement with the idea
that CHMP2A may function preferentially in combination with CHMP3, while CHMP2B
function relies much less on CHMP3. Finally, although it is clear that the structural heterogeneity
of the CHMP2A-CHMP3 polymers constituted the main limitation for cryo-EM image analysis,
this heterogeneity may be important for ESCRT-11I function. ESCRT-III polymer(s) presumably
cannot be too static; because they may need to be remodeled by VPS4, and/or slide zlong
membranes in order to remodel membranes in a process leading to fission (Elia at al., 2012).
Furthermore the CHMP4 filaments appear to be ideally suited to form loose coils whose
diameters can vary considerably and thus induce initial constriction that sets the stage for
CHMP3-CHMP2A or CHMP2B (CHMP3-CHMP2B) recruitment. These latter polymers form
more rigid structures such as dome-like end caps that may be required for the final constriction
step (Fabrikant et al, 2009; Lata et al, 2008b). The tilted, lateral interactions between
asymmetric units observed in our EM reconstruction permit the build-up of a dome-like or nearly
closed cone-like structure that can constrict a membrane bud to a small diameter of 6 nm (Figure
8). Such z dome is stabilized via lateral interactions of helical CHMP filamenis observed in
CHMP2A-CHMP3 and CHMP2B membrane tubes as well as potentially looser interfilament
interactions as present in CHMP2A polymers that suffice to spiral the filaments into a

constriction dome that can catalyze membrane fission (Fabrikant et al., 2009).
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Materials and methods

Protein expression and purification. Expression and purification of full-length CHMP3,
CHMP3AC (residues 9-183) (Muziol et al,, 2006), MBP-CHMP2AAC (residues 9-161) (Lata et
al., 2008b) and MBP-CHMP4B,¢ u5, (Pires et al, 2009) were performed as described. A final
purification step included gel filtration on a superdex 735 column (GE Healthcare) in a buffer
containing 20 mM Hepes pH 7.6, 150 mM NaCL For MBP-CHMP2AAC-CHMP3 tube
assembly, 10 to 15 pM of monomeric MBP-CHMP2AAC were mixed with 20 to 30 uM of
monomeric CHMP3 as described (Lata et al., 2008b). MBP-CHMP2AAC-CHMP3 tubes were
separated from monomeric protein by ultracentrifugation or by sucrose gradient centrifugation as
described (Lat et al., 2008b). For cryo-EM, MBP was removed from the tubes by incubation
with TEV protease at a molar ratio of 1@ 5 (TEV:MBP-CHMP2AAC). Full length CHMP2B was
cloned into the expression vector pETMI3 and expressed with a C-terminal Hisg tag. Protein
expression was induced in BL21 codon plus cells (Invitrogen}, which produced a small amount
of CHMP2B in the soluble fraction and the majority in the insoluble fraction. Cell pellets were
sonicated in a buffer containing 50 mM Tris pH 7.4, IM NaCl, IM KCI, and scluble
CHMP2BAC was purified by Ni*~ chromatography and eluted in a buffer containing S0 mM Tris
pH 7.4, 300 mM NaCl and 300 mM imidazole. Final purification of the monomeric subunits was
achieved by gel filtration on 2 superdex 75 column (GE Healthcare) in & 20 mM Hepes pH 7.4,

200 mM NaCl buffer.

Bigsensor Binding Experiments. Biosensor binding experiments were performed with SPR

detection on a Biacore X instrument (GE Healthcare). Flow rates were 5 pul/min in a running
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buffer containing 20 mM Hepes pil 7.6, 150 mM NaCl, 50 pM EDTA, 0.005% P20. MBP-
CHMP2AAC and MBP-CHMP4Bac.am were brotinylated with biotin sulfo-LC-NHS (Thermo
Scientific) for 1h at 4°C at a molar ratio of 1:5 (labeling only 1/5% of the total available lysine
residues). Free biotin was removed by extensive dialysis. A CM3 chip (GE Healthcare) was
coated with streptavidin (Sigma) (0.1pg/ml) to ~ 6000-8000 response units in both flow cells,
followed by ethanelamine injection. One of the flow cells containing the streptavidin-derivatized
chip received approximately 200 RU of either biotinyiated MBP-CHMP2A or R00-1000 RU of
biotinylated MBP-CHMP4B,¢ 4. His-CHMP3 and MBP-CHMP2A analytes were dialyzed
against running buffer. 70 or 90 pl of CHMP solution dilutions (430 nM to 43 M) were injected
at the concentrations indicated (Figure S6). Global fitting of the curves using the BiaEvaluation
software package (BlAcore Inc) and 2 1:1 Langmuir mode! did not produce satisfactory fits, so
we therefore averaged the equilibrium plateau responses of the binding curves (658 1o 830
seconds for (CHMP2A-CHMP3): 1057 to 1197 seconds (CHMP4B-CHMP2A) and 1030 to 1170
seconds (CHMP4B-CHMP3)). The resulting RU values were used for non-linear least squares
analyses to determing equilibrium binding constants. Chips were regenerated by 60 seconds
washes in 20 mM Hepes pH 7.6, 1 m NaCl ata flow rate of 50ul/min.

Interactions between CHMP2B-Hisg, with MBP-CHMPA4B, ¢ 1 &nd CHMP3AC were
performed in a buffer containing 10 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005%
P20. MBP-CHMP4Bac.aux and CHMP2B-Hiss were immobilized at levels of 500 and 600 RU in
a sodium acetate buffer, pH 4.5, on an eactivated CM-5 sensor chip according to the
manufacturer’s instructions. Specific binding to the target protein was corrected for nonspecific
binding to the deactivated control channel. The flow rate was 10ptmin and dissociation was

recorded over 10 minutes. The sensor chip was regenerated with 2 M NaCl for 60 seconds at a
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flow rate of 50 pl/min. Binding Kinetics were evaluated using the BizEvaluation software

package (BlAcore, Inc.) using a Langmuir model 1:1 with no mass transfer.

HIV-1 Production from Cells Depleted of CHMP2Z and CHMP3 Proteins. SIRNA depletion
experiments followed the protocol given in Morita et al. 2011 (Morita et al, 2011), and the
following siRNAs were used: CHMP2-365A (AGGCAGAGAUCAUGGAU AUn), CHMP2B-
45 (GGAACAGAAUCGAGAGUUAM), and CHMP3-474 (GGAAGAAGCA
GAAAUGGAATL), where "it" denctes two overhanging deoxyribothymidines. Each siRNA was
used at 10nM final concentrations in 2mi cultures (i.e., 20 nM total siRNA in the co-transfection

reactions).

Cryo-EM image acquisition. 3.5 pl sample was applied on the carbon side of a quantifoil grid,
previously glow discharged for 1 min. The sample was then blotted and plunge-frozen in liquid
ethane using a vitrobot Mark 11 (FEI}. Grids were stored in a liquid nitrogen dewar untl they
were loaded either in & Philips CM200 with LaBg filament operating at 200kV or in 2 FEI Polara
with 2 FEG operating at 300kV. Images were acquired under low dose conditions at
magnifications of 39.5k for data recorded on CM200 (dataset 1), and 39k (dataset 2) or 59k
(dateset 3) for data recorded on the FEI Polara. Cryo-EM micrographs were recorded on

KODAK S0-163 Film.

Image preprocessing. Negatives were checked for drift and good spreading and tubes numbers.

Films were digitized on a Zeiss scanner at either 14 um for dataset 1 or 7 um for datasets 1 and

2, giving pixel sizes of 3.54, 1.79 and 1.19 A/pixel respectively at the specimen level. Scanned
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images were screened by evaluating their power spectra for the absence of drift or excessive
astigmatism. Segments of wbes were picked from micrographs in consecutive overlapping
{96.5% overlap) boxes of 200, 400 and 600 pixels with boxer from the EMAN package, giving
17942, 23265 and 9184 boxes for datasets 1, 2 and 3, respectively (Ludtke et al, 1999). CTF
parameters were determined for each micrograph using CTFFIND3 (Mindell and Grigorieff,
2003) and extracted images were phase-flipped with betf, bandpass filtered to 20A and
normelized with bfilter from the BSOFT package (Heymann and Belnap, 2007). The images
were made vertical by calculating the in-plane rotation angle using the coordinates of the
extremities of the tubes calculated from the boxer parameter file. A soft-edge mask was applied

prior to further processing.

2D image classification. The same method was zpplied for the 3 datasets, but datasets 2 and 3
were binned 2 and 3 times, respectively. The vertical images were initially classified in SPIDER
{Shaikh et al., 2008) by correspondence analysis, hierarchical clustering by the ward criteria, and
averaging to generate first crude classes. These classes were used as references for 2 multi-
reference alignment (Adams et al., 2009; Effantin et al., 2009: Hierro et al., 2007). An integer
value was derived from the alignment parameter file for the translation in X and applied to the
raw images to improve their centering. The same procedure of classification, multi-reference
alignment and application of X shifts was repeated a second time. The vertically centered images
were then classified in IMAGIC (van Heel et al, 1996) by multivariate staustical analysis,
classification, averaging and multi-reference zlignment. In the final round, the datasets were

classified into 150 classes.
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Helical symmetry analysis. 2D Fourier transforms were calculated with 5fff from BSOFT.
Positions (from the equator and the meridian) and phase differences (0 or 1807) of the strongest
fayer line were measured in bshow. The first maximum of the Bessel function (hence its order n
using the phase difference) was estimated according to the formula Joo, = 22R with 1@ distance
from the meridian to the first major layer line in A~ and R: real space radius in A.

To estimate the pitch of the structure, we follow 2 previously described method (Desfosses etal.;
2011). The selected 2D class average was first carefully centered, vertically aligned and a soft-
edged mask was applied. The method probes iteratively which pair of helical parameter (axial
rise per subuniv'azimuthal angle or pitch/number of subunit per pitch) gives the best match with
the class average. For pitch estimation, we fixed the number of subunits per turn to 100 and
varied only the pitch. Then, the helically related copies of the class average were generated using
the helical parameter pair to be tested, and the stack of images was used to calculate 2 3D
reconstruction. 2D projections of the 3D model were computed and compared to the original
stack of images to calculate an overall normalized correlation coefficient. The same procedure
was repeated for all the pitch value to be tested and the maximum correlation is taken as the most

likely pitch for the selected class average.

3D reconstruction, Dataset 2, being the largest, was selected for further processing. The 485 A
dizmeter group was the most populated among the dataset after 2D classification, This group was
combined with the 480 A group to give 2 4910 segment dataset that was used for 3D
reconstruction. The best 3D model derived from the pitch search described above was used as an
initial reference for a projection matching approach in SPIDER, implementing hsearch and

himpose programs from the IHRSR approach (Egeiman, 2007: Egeiman, 2010). The 3D
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reconstruction was arbitrarily chosen as right handed. Great care was taken to check that
segments belonging to the same tube had the same polarity (or else they were discarded). Raw
vertical images were used and images having an in-plane angle larger than 5% were also removed.
Consecutive segments from the same tube that matched the same reference projection were also
discarded. The distribution of the number of particles per reference was plotted at each iteration
and any over represented views were truncated. The Fourier Shell Correlation between twe
independents reconstructions was calculated at each iteration and the 3D reconstruction filtered
to the value found at FSC=0.5 before the helical symmetry search and imposition. Despite
changing the starting value for the number of subunits per turn, the IHRSR helical parameter
search converged repeatedly to an axial rise z = 6.03 A and an azimuthal angle o = 11.9°, The
final 3D reconstruction includes 2145 segments, (corresponding 1o 19274 unique asymmelric

units) for a calculated resolution of 22 A at FSC = (0.5,

Daocking. The fitting of CHMP3 core domain (residues 1-140, PDB: 2GDS5 (Pettersen et al.,
2004) was performed with CHIMERA (Pettersen et al., 2004) and the SITUS package (Wriggers
et al,, 1999). The CHMP3 monomer was cropped to residues 1 — 140 to remove the auto-
inhibitory region which was shown to prevent polymer formation and first placed semi-
automatically in the crye-EM density map using the Fit in map tool of CHIMERA. This position
was then refined in SITUS. Helically symmetric copies of the monomer were generated with the
pdbsymm command and the position of the individual copies was refined with the collage
program. The two commands were repeated 10 cycles to ensure that the position of the fitted

molecule did not change from iteration to iteration.
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Figure legends

Figure 1: Structural diversity of CHMP2AAC-CHMP3 co-polymers.

{A) Cryo-EM raw image of CHMP2AAC-CHMP3 twbes afier removal of MBP from
CHMP2AAC reveals the structural heterogeneity: () highlights 2 cone shaped structure and (*)
highlights a tube with continuous variation in dimensions.

{B) Histogram of the number of tubes with each diameter from one dataset after 2D classification
by multivariate statistical analysis,

{C) Representative 2D class averages obtained after 2D classification of one of the three datasets.
Brackets delineate classes with typical line and column patterns.

{D) Representative class averages for 2 second dataset (corresponding to the histogram shown in
B). The numbers on top of each image mark the pesition of the different columns seen in each
class. The number of columns increased with the diameter of the tubes, but could zlso vary for
classes having the same diameter, Diameters of each class are indicated on each individual

image. Scale bars in A, C and D are 400 A.

Figure 2: 2D Fourler transform provides evidence for differences in helical packing,
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(A) 2D class averages representing the line-pattern and (B) the column pattern, and their
corresponding 2D Fourier transformations. The heights of the first layer line seen in the 2D

Fourier transformations and the measured Bessel order (n} are indicated,

Figure 3: 3D reconstruction of CHMP2ZA-CHMP3 tubes (column pattern, n=é)

{A) Isosurface representation (blue) of the 3D reconstruction of 2 tube having 2 4835 A average
diameter. The raise of 1 helical turn is indicated in pink and two helically related asymmetric
units are colored green and red, respectively. (B) Same isosurface as shown in (A) rotated by 30°
provides insight inte the tube. Scale bar is 100 A.

{C-D) Close-up of the linear monomer-monomer interaction and the lateral inter-filament
contacts. C is the same view as B and D the same as A, but looking from the inside. Scale bar is

S0A

Figure 4: Docking of the CHMP3 structure (helices 1 to 4) into the crvo-EM map,

(A = D) Zoomed views on the doecked monomers inside the cryo-EM map. The cryo-EM density
5 shown as an isosurface in transparent grey color. Adjacent CHMP3 monomers are shown in
green and red ribbons. (A) Front view. (B) Same orientation as shown in (A) viewed from the
inside; the dotted lines mark the positions of grooves between consecutive strands. (C) Top view,
the curved line indicates the membrane binding surface. (D) Part of & grey-scaled 2D section
from the cryo-EM map viewed along the helical axis (corresponding to the orientation in C). One
helical asymmetric unit is highlighted (contoured line), Scale bars are respectively 50 A in panels

AtoCand 100 A in panel D.
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Figure 5: Conserved filament organization of ESCRT-111.

(A) Negative stzined image of CHMP2BAC pelymers. (B) Gallery of spiral structures formed by
CHMP2AAC obtzined by negative staining electron microscopy and cryo-EM (C). CHMP2AAC
forms 30 A-thick strings, which are similar to the width of CHMP2B and CHMP2AAC-CHMP3

filaments. Scale bars are 400 A.

Figure 6: CHMP2ZAAC-CHMP3 polymerization into tubes renders CHMP2A and CHMP3
protease resistant,

(A) Trypsin and proteinase K proteolysis of CHMP2AAC-CHMP3 tubes. Right panel: lane 1, no
rypsing lanes 2 to 4 trypsint CHMP2ZAAC-CHMP3 tube ratos of 1:70; 1:35 and 1:20 (w/w),
respectively. Right panel: lane 1, no proteinse K: lanes 2-3, proteinase K ratios of 1:500, 1:250,
1:100 and 1:50 (w/w), respectively. (CHMP2AAC (°); CHMP3 bands produced by trypsin (*)
and Proteinase K (*) digestion)

(B} Trypsin and preteinase K proteclysis of CHMP3, Right panel: lane 1, no trypsin: lanes 2-4,
wrypsin: CHMP3 ratios of 1:70, 1:35 and 1:20 (w/w), respectively.

{C) Trypsin and proteinase K proteolysis of MBP-CHMP2AAC. Lane 1, no trypsin: lanes 2 and
3 rypsinMBP-CHMP2AAC ratios of 1:100 and 1:50 (w/w}): lanes 4 and 3, proteinase KMBP-

CHMP2AAC ratios 1:100 and 1:50 (w/w). (MBP bands after proteolysis (*)).

Figure 7: ESCRT-1II CHMP3 exerts a synergistic effect on ESCRT-1II CHMP2A and
CHMP2B during HIV-1 budding.
203T cells expressing HIV-1 were treated either with control siRNAs (lanes 1 and 2) or with

siRNAs that target the indicated ESCRT-111 CHMP family members (lanes 3-8). (A} viral titers,
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n=6 titer measurements from two independent experiments: (B) western blot analyses of virion-
associated CA and MA proteins released into the cell culure supernatant: (C) western blot
analyses of intracellular viral Gag derived proteins (panels B and C, anti-MA and anti-CA Abs)
and expression levels of cellular GAPDH (loading control); (D) Western blot analyses of
endogenous cellular ESCRT-1II CHMP2A, CHMP2B and CHMP3 protein levels, corresponding

1o the designated lanes of the upper blots.

Figure 8. Model of a CHMP2A-CHMP3 dome-like polymer constricting a membrane bud,
{A) The arrangement is based on the EM reconstruction and indicates that the individual
asymetric units may induce constriction via variations in their lateral interactions. Constriction is
limited by the external length of the asymetric unit {B) View inside the polymer that shows the

long axis of the asymmetric unit perpendicular to the cone axis.
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ESCRT-1II CHMP2A and CHMP3 form variable helical polymers in vitro and act
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Figure S1: TEV protease removes MBP and the His tag efficiently from MBP-
CHMP2 AAC-His-CHMP3 tubes. Removal of MBP cleavage from MPB-CHMP2AAC by TEV
protease was monitored over a period of 4 hours by SDS PAGE analysis. The identity of each
band is lzbeled on the right and the molecular weight markers are indicated.

No significant differences in tube diameters were observed when tubes with completely removed

MBP were compared to tubes with partially (~70%) removed MBP {data not shown).

Figure S2:
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Figure S2: The presence or absence of MBP does not change the 2D class averages of

CHMP2AAC-CHMP3 tubes. Examples of five 2D class averages of CHMP2ZAAC-CHMP3
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tubes obtained after 2D classification of cryo-EM images of tubes with MBP anached to
CHMP2AAC (upper panel) and tubes in which MBP was removed by TEV protease cleavage
{lower panel). Both tube populations (uncleaved and cleaved) derived from the same purification

batch. Scale bar is 400 A,

Figure S3:

20 projection
of the model

Cul-af-plane

Matching ab-
initio 2D class
average

Figure S3: CHMP2A-CHMP3 tubes giving rise to the line-like pattern class average are
best described by a I-start helix with a 30.9-A-pitch.

{A) Correlations calculated between the 2D class average (shown in Figure 2A) and the in-plane
2D projections of 3D models as & function of the pitch of the computed 3D models. The value of

the pitch resulting in the highest correlation is indicated.
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(B} Structural model of a helical tube with a pitch of 30.9 A, producing 2 maximum correlation
{as indicated in A} is shown as an isosurface in grey: the surface of the model appears smooth as
an arbitrary 100 subunits per turn have been imposed.

{C} Examples of 2D projections of the 3D model shown in (B) calculated at different out-of-
plane angles (indicated at the bottem of each 2D projection image). Ab-initio 2D class averages
caleulated independently from the 3D model that match well with some of the out-of-plane 2D

projections are also shown to further highlight the correctness of the pitch estimated in A,

Figure S4:
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Figure S4: CHMP2A-CHMP3 tubes giving rise to the column-like pattern class average
with § columns are best described by a 6-start helix having a |8|-A-pltcll. {A) Calculated
correlations between the 2D class average (shown in Figure 2B) and the in-plane 2D projections
of 3D models as a function of the pitch of the computed 3D models. The value of the pitch
resulting in the highest correlation 15 indicated.

(B} Structural model of a helical tube with 2 pitch of 181.1 A, producing a maximum correlation
{as indicated in A) is shown as en isosurface in grey: the surface of the model appears smooth
because an arbitrary 100 subunits per turn were imposad.

{C} Examples of 2D projections of the 3D model shown in (B) calculated at different out-of-
plane angles {indicated at the bottom of each 2D projection image). Ab-initio 2D class averages
caleulated independently from the 3D model and matching well with some of its out-of-plane 2D
projections are also shown to further highlight the correctness of the pitch estimated in Figure 2.
{D) Evidence of rotaticnal symmetry of the order n (Cn) along the helical axis of the tube; 2D
class averages displaying inversion symmetry (the inversion center is represented as a dot) and

mirror symmetry (the mirror plane is represented as 2 continuous line).

Figure §5: Characteristics of 3D reconstructions of CHMP2ZAAC-CHMP3 tubes.

(A) Plot of the Fourier Shell Correlation (FSC) as a function of reselution {in log scale)
calculated between two independent 3D reconstructions. The resolution at FSCe=0.5is 224 A,
(B} In plane 2D projection of the 3D reconstruction shown in Figure 3 and its corresponding 2D
Fourier transform showing a single layer line at 30 A.

(C) Central section of the final 3D reconstruction shown in Figure 3 viewed from the top. The
half image at the left shows the structure prior to imposttion of helical symmetry {in IHRSR) and

the right half image shows the structure after impesition of helical symmetry.
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Figure S6: Biosensor analyses of binary CHMP2A, CHMP2B, CHMP3 and CHMP4B
interactions.
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(A) Left Panel: Biosensor binding analysis of the CHMP4B-CHMP2A interaction. Sensorgrams
from different CHMP2A dilutions (181 nM, 271.5 nM, 407 nM, 611 nM, 916.4 nM, 1.375 uM)
binding to immobilized CHMP4B.

Right Panel: Hyperbolic fitting of equilibrium responses from the sensograms at left resulted in a
Kpof2.43 £0.21 pM.
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(B) Left Panel: Biosensor binding analysis of the CHMP4B-CHMP3 interaction. Sensorgrams
from different CHMP3 dilutions (309 nM, 463 nM, 695 nM, 1.04 uM, 1.56 uM, 2.35 uM, 3.52
uM, 328 uM, 7.92 uM, 59 pM, 1188 pM, 17.82 puM, 263 pM and 352 uM) with
immobilized CHMP4B,

Right Panel: Hyperbolic fitting of equilibrium responses from the sensograms at left resulted in
two Kps, Kps = 0,15 £ 0.04 M and a lower affinity binding as evident from Kpz= 69 + 12 uM,
which probably reflects CHMP3 polymerization at high concentrations. Datz points
corresponding to 11.88 and 17.82 uM were removed as they were impacting strongly the

standard error values of the dissociation constants.
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(C) Left Panel: Biosensor binding analysis of the CHMP2A-CHMP3 interaction. Sensorgrams of
different CHMP3 dilutions (430 nM, 847 nM, 1.27 uM, 1.91 ¢ M, 2.87 pM, 43 uM, 6.45 pM,
G.68 UM, 14.5 uM, 21.8 uM, 32.7 uM, 43 u M} bindingto immobilized CHMP2A.

Right Panel: Hyperbolic fitting of equilibrium responses from the sensograms at left resulted in a
Kpof3.2£02 pM.
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Analyte Ligand k, (107t sty | k10t &) K, (M) ©
CHMPZE CHMPA4E B9+ 0.2 39+ 0.05 0.56 143
CHMP3AC CHWPZE 19 +0.07 2.6 £0.04 1.4 0.38

(D) Biosensor binding analvses

of the CHMP2B-CHMP4B interaction (upper panal}. The

analyte CHMP2E was injected &t increasing concentrations from 0,144, 0.5376, 0.72 to .56 pM

and the globally fitted kinetic constants are listed below.

Middle panel: SPR analysis of the CHMP2B-CHMP3AC intergction; the analyte CHMP3IAC was

injected at concentrations of 0.0975, 0.130, 0.193, 0.3%0 and 0.780 p M.

Lower panel: Table listing the kinetic constants of the interactions shown in the upper paneals.
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3.3 Développement d’anticorps spécifiques des polymeres

ESCRT-III

3.3.1. Sélection d’anticorps de lama contre les polymeéres tubulaires

CHMP2A/CHMP3 par Phage Display

3.3.1.1. Introduction

Afin d’obtenir des anticorps spécifiques dirigés contre les polyméres CHMP2A/CHMP3, j'ai été
amené a produire environ 200 ug de polyméres, de chacun des monomeres CHMP2A et CHMP3 et de

MBP pour la technique du Phage Display. J'ai ensuite utilisé la plateforme de Phage Display couplée a
I"utilisation d’anticorps de lama disponible dans le laboratoire du Dr. Theo Verrips a Utrecht (Pays
Bas) afin de sélectionner des clones intéressants que j’ai par la suite testé individuellement pour leur

spécificité envers les polyméres.

L'intérét d’utiliser des anticorps de lama est directement lié a leur structure. En effet, chez les
Camelidae, en plus des IgG que I'on retrouve communément chez les autres organismes, il existe des

C.1 Ll Vi
€2 E> o

[ &2
3 C.3
CONVENTIONAL ANTIBODY HEAVY-CHAIN ANTIBODY
Heavy and light chains Only heavy chains
Both chains required for antigen Full antigen binding capacity
binding and stability and highly stabie

Figure 34 : Comparaison d’un anticorps conventionnel avec un
anticorps de lama composé uniquement de chaines lourdes.
Contrairement a un anticorps classique, le domaine variable
fonctionnel d’un anticorps de lama (V) est issu d’une seule
chaine polypeptidique. C./V, : fragment constant/variable de la
chaine lourde ; C,/V,: fragment constant variable de la chaine
légeére (schéma d’apres : www.ablynx.com).
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immunoglobulines composées
uniquement de chaines lourdes
(Figure 34). Ces anticorps possédent
la méme aptitude a reconnaitre des
épitopes que les anticorps
conventionnels mais  présentent
I’avantage de posséder des fragments
variables  (responsable de |Ia
reconnaissance de I'antigene)
uniquement composés d’un seul
polypeptide. De cette maniére, il est
possible d’exprimer les fragments
variables (appelés VHH) comme des
domaines protéiques isolés de
maniere recombinante.

De cette maniere, I'obtention
d’un clone VHH spécifique des
polymeres  CHMP2a/CHMP3  par
Phage Display permettrait une
expression dans des cellules
transfectées de maniére a visualiser
les polyméres endogenes
directement sur des cellules vivantes.



La technique du Phage display repose sur I'utilisation de bactériophages modifiés. Le géne
correspondant au fragment variable d’un anticorps donné est inséré dans le génome du phage (on
utilise un génome viral modifié et défectif appelé phagemide comportant un géne de résistance a un
antibiotique). La particule virale affiche I'anticorps en question (couplé au géne d’une protéine de
capside) et de cette maniére le génotype est couplé au phénotype au sein méme d’une particule
virale. Pour générer une bibliotheque de phages, on extrait les lymphocytes B d’un organisme, puis
on en récupere les cDNAs des fragments variables des anticorps et ces derniers sont ensuite clonés
en phagemides. Les phagemides sont enfin transformés dans des bactéries puis convertis en phages
a I'aide d’un virus « helper » qui complémente les délétions des phagemides.

Le Phage Display permet de sélectionner et enrichir les anticorps spécifiques d’un antigéne
donné & partir d’'une bibliothéque de départ trés diversifiée (typiquement jusqu’a 10 clones
différents) (Figure 35).
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Figure 35 : Apercu du processus de sélection d’anticorps par Phage Display. A. La protéine d’intérét contre
laquelle on souhaite isoler des anticorps spécifiques est adsorbée dans des puits ou I’'on applique la bibliotheque
de phages-anticorps. B. Plusieurs lavages sont réalisés afin de ne retenir que les phages spécifiquement
accrochés a la protéine d’intérét. C. Les phages sont élués, puis mis en contact de bactéries afin de leur
transférer les phagemides. D. Les bactéries ainsi transformées sont ensuite sélectionnées puis amplifiées ; E. a
ce stade des clones peuvent étre isolés et utilisés pour I’expression d’anticorps recombinants. F. Si la spécificité
des clones ainsi isolés n’est pas satisfaisante, il est possible de les infecter avec un phage « helper » afin de
générer une nouvelle librairie enrichie et recommencer un cycle de sélection (schéma adapté de
www.utminers.utep.edu).
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Les hétéropolyméres CHMP2a/CHMP3 imposent plusieurs contraintes pour I'obtention d’un
anticorps satisfaisant par phage display :

1- Limmunisation préalable d’'un lama étant impossible en raison du faible rendement en
polymeéres a I'issue de la purification, cela impose d’utiliser une bibliothéque de phages issue
de cellules B naives. Par conséquent, les anticorps spécifiques issus de la sélection
posséderont certainement une affinité moindre pour la cible.

2- La présence de MBP en surface des polymeres nécessite de réaliser des contre sélection avec
de la MBP libre afin d’éliminer tout phage reconnaissant cette protéine.

3- Etant donné que I'on cherche a obtenir des anticorps ne reconnaissant que le polymere, tout
anticorps reconnaissant un épitope commun aux formes monomerique et polymeérique doit
étre éliminé par contre sélection avec chacun des deux monomeéres CHMP2A et CHMP3.

4- |déalement, I'anticorps devra étre utilisé en immunofluorescence sur des cellules vivantes. La
stratégie envisagée consiste a transfecter I'anticorps couplé a un tag fluorescent afin de
visualiser sa relocalisation aux sites ol les polymeéres s’assemblent dans les cellules. Pour des
raisons d’accessibilité, cela implique que I'anticorps sélectionné reconnaisse un épitope
présent a l'intérieur des polyméres coniques puisque la partie externe de ces derniers est en
interaction avec la membrane. Concrétement cela signifie que lors de la sélection par Phage
Display, les phages puissent avoir accés aux épitopes présents dans la partie interne des
polymeéres. Ceci est en théorie possible puisque les polyméres sont ouverts au moins a une
extrémité et leur diametre interne est d’environ 50 nm alors que celui des phages n’est que
de 6-9nm. Cependant, comme les phages sont tres longs, il est probable que I'entrée d’un
phage dans la partie ouverte d’un tube formé par CHMP2A/CHMP3 soit un événement rare,
surtout si I’on considére les perturbations induites par les mouvements Browniens.

5- En plus d’étre spécifique, I'anticorps devra présenter une affinité suffisante et étre
compatible avec une utilisation en immunofluorescence.

3.3.1.2. Résultats
3.3.1.2.1. Premier round de sélection :

Lors du premier round de sélection, on adsorbe différentes dilutions des hétéropolymeéres
MBP-CHMP2A/CHMP3 sur une plaque 96 puits. Etant donné que CHMP2A est également capable de
former des polymeres enforme d’anneaux seule (Figure 14B), on l'utilise également afin de
maximiser les chances d’obtenir un anticorps intéressant. En guise de contréle, un premier round est
aussi entrepris sur les monomeres CHMP2A et CHMP3. Enfin, dans le but de neutraliser les phages
capables d’interagir avec la MBP, le mélange de phages est préincubé 15 min en présence de MBP
avant d’étre mis en contact avec les protéines adsorbées.
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A C E

CHMP 2 RINGS

CHMP3 MONOMER INPUT
+MBP +MBP
5 1 0.2 0 x10*'pg 5 1 02 0 x10'pg 6
0 100 10
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-1 1077
10-1 10
10-2 10-2 10°8
103 10-3 107°
10 10'4 10-10

B D

CHMP 2/3 TUBES CHMP 2 MONOMER
+MBP + MBP

5 1 0.2 0 x10'pg 5 1 0.2 0 x10'pg
0 10°
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101 10
102 10-2
107 103
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10 10

Figure 36 : Résultats du premier round de sélection. Les dilutions des bactéries infectées par les phages issus de
la sélection sont disposées en « spots » sur gélose ampicilline. A, B, C, D, et E représentent différentes conditions
de sélection. Pour chaque condition, plus la dilution ol I'on trouve encore des colonies est grande, et plus il y a
de bactéries résistantes (c'est-a-dire plus il y a de cellules infectées ; ou encore plus il y avait de phages a I'issue
de la sélection). Les nombres a gauche en face de chaque ligne indiquent la valeur de la dilution ; les nombres
en face de chacune des colonnes indiquent la quantité de protéine adsorbée par puits lors de la sélection (en
ug). L’enrichissement relatif en phages reconnaissant spécifiquement la protéine d’intérét s’obtient par
comparaison des valeurs de la derniére dilution contenant encore des colonies entre les puits contenant de la
protéine (0,5 ; 0,1 et 0,02 ug) adsorbée et celui n’en contenant pas (0 ug). Toutes les sélections sont réalisées en
préincubant les phages avec de la MBP (+MBP) afin d’éviter de récupérer des phages reconnaissant cette
protéine a l'issue de la sélection.

A. Sélection réalisée avec les polyméres en forme d’anneaux (« Rings ») de MBP-CHMP2A.

B. Sélection réalisée avec les polyméres tubulaires («Tubes ») de MBP-CHMP2A/CHMP3.

C. Sélection réalisée avec les monomeres de la protéine CHMP3.

D. Sélection réalisée avec les monomeéres de la protéine MBP-CHMP2A.

E. Contréle sans sélection : la librairie totale est mise directement en contact de bactéries pour infection apreés
I’étape de préincubation avec la MBP.

Aprées avoir mis la bibliotheque de phages en contact avec les protéines cible, on élimine tous
les phages non accrochés spécifiquement puis on élue les phages spécifiques et les utilise pour
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infecter des bactéries. Etant donné que les phagemides contiennent le géne de résistance a
I"ampicilline, on sélectionne donc les cellules infectées et on compare ensuite des dilutions en série
(de 10 3 10™) de ces méme cellules sur gélose pour évaluer I'enrichissement relatif en phages. Pour
cela, on compare la plus grande dilution présentant encore des colonies dans chacune des conditions
aux cellules infectées par des phages issus d’un puits ne contenant pas de protéine adsorbée (Figure
36).

Les résultats du premier round indiquent que la sélection a bien fonctionné puisque d’une
part la diversité de la bibliotheque de phages a été réduite de 'ordre de dix millions (plus grandes
dilution présentant des colonies (Figure 36) : A, B, C et D: 102 - 10 contre E : 10° -10™). D’autre
part, On constate un enrichissement en phages spécifiques d’un facteur 10 dans toutes les conditions
a I'exception des polyméres MBP-CHMP2A/CHMP3 (Figure 36 A, B, C et D). En comparant le nombre
de cellules infectées entre les monomeres et les polymeres, on constate qu’il y a entre 10 et 100 fois
plus de phages spécifiques des polyméres. Ce résultat est plutét encourageant car il indique que des
phages semblent avoir reconnu les polymeéres sans reconnaitre les monomeéeres.

3.3.1.2.2. Deuxieme round de sélection :

L’enrichissement global obtenu pour chacune des conditions n’étant pas suffisant pour
commencer a essayer d’isoler des clones, un second round est entrepris. Les bactéries résistantes
issues de chacune des conditions de sélection sont infectées par des phages « helper » qui
permettent de générer une nouvelle bibliothéque, de diversité moindre, enrichie en phages
spécifiques. Une seconde sélection en plaque 96 puits est ensuite réalisée a partir de ces nouvelles
bibliotheques.

Lors du premier round effectué avec les tubes MBP-CHMP2A/CHMP3, il n’y avait pas
d’enrichissement visible (Figure 36B). Le nombre de phages spécifique était donc relativement faible
au départ.

Cette deuxieme sélection a permis un enrichissement d’un facteur 1000 a 10000 en phages
spécifiques des tubes (Figure 37A). Afin de déterminer la proportion de phages reconnaissant la MBP
ainsi que les monomeres au sein de la bibliothéque, j’ai utilisé d’autres conditions de préincubation.

Dans un premier temps, j'ai préincubé la mixture de phages avec chacun des monomeres
MBP-CHMP2A et CHMP3. Cette condition révele que sans les phages reconnaissant les monomeres,
I’enrichissement en phage spécifiques n’est que d’environ 10 a 100 fois supérieur a la méme
condition sans protéine adsorbée (Figure 37B). Cet enrichissement est suffisant pour isoler des
clones spécifiques et tend a confirmer la présence d’anticorps spécifiques d’épitopes présents au
sein des polymeres.

Au lieu d’effectuer une préincubation des phages avec de la MBP en solution, j'ai également
adsorbé de la MBP dans un puits, incubé la bibliothéque dans ce méme puits et j’ai ensuite récupéré
le surnageant (les phages non accrochés) afin de I'incuber avec un puits contenant des polymeéres.
Cette stratégie est plus efficace que la préincubation avec la MBP soluble en ce sens que les phages
s’accrochant a la MBP sont directement soustraits de la bibliothéque avant d’étre en contact avec les
polymeéres. Cette condition élimine le « bruit de fond » constitué par des interactions non spécifiques
des phages avec le puits mais n‘impacte pas I'enrichissement global en phages spécifiques (Figure
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37C). Il apparait donc que la proportion de phages reconnaissant la MBP au sein de cette
bibliotheque semble relativement faible.

- Sélection avec les tubes CHMP2a/CHMP3 :

» ¢ t INPUTS n°2
G- TUBe CHMP 2/3 TUBES (CHMP 2/3 TUBES BINDERS )
- “HBERINDERS +CHMP2/3  +MBP
505 0 x10'mg 5 05 0 xw0'ue MONOMERS
100 10° 108
10-1 10-1 107
102 10-2 10-8
1073 10-3 10
107 104 10-10
B D
CHMP 2/3 TUBES MBP
+CHMP 2/3 MONOMERS +MBP
5 05 0 xwo'yg 5 05 0 x10'ug
10° 10°
1071 10°1
102 10-2
1073 10-3
104 104

Figure 37 : Résultats du deuxieme round de sélection pour les polymeéres tubulaires MBP-CHMP2A/CHMP3. A, B,
C, D, et E représentent différentes conditions de sélection. Les nombres a gauche en face de chaque ligne
indiquent la valeur des dilutions ; les nombres en face de chacune des colonnes indiquent la quantité de
protéine adsorbée par puits lors de la sélection (en ug).

A. Sélection réalisée en préincubant les phages avec de la MBP.

B. Sélection réalisée en préincubant les phages avec chacun des monoméres MBP-CHMP2A et CHMP3.

C. Sélection réalisée en préincubant les phages dans un puits contenant de la MBP adsorbée.

D. Sélection contréle avec de la MBP adsorbées en préincubant les phages avec de la MBP.

E. Contréle sans sélection : la librairie issue du premier round est mise directement en contact de bactéries pour
infection aprés I'étape de préincubation avec la MBP ou avec les monomeére MBP-CHMP2A/CHMP3.

La sélection permettant d’isoler les phages interagissant avec la MBP (Figure 37D) confirme qu’il
existe un faible nombre de phages anti-MBP. Ce contrble permet également de mettre en évidence
que la préincubation avec la MBP soluble n’élimine pas tous les phages reconnaissant cette protéine.
Il est probable que cela soit le cas également lors de la préincubation avec les monomeres. Dans ce
cas précis, on peut percevoir que I'effet de la préincubation est moins prononcé sur la bibliotheque
totale (issue du premier round - Figure 37E).
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- Sélection avec les anneaux MBP-CHMP2a :

A C E
CHMP 2RINGS CHMP 2 RINGS INPUTS n°2
+ MBP - MBP BINDERS (CHMP 2 RINGS BINDERS )
x10* X107 +CHMP2 +MBP
5 05 0 xwo'yg 5 05 0 xwotpg Rt i
10? 10° -
10" 10" 10
10-2 10-2 101
1073 103 107 ‘
4 10°
10 10 o
B D
CHMP 2 RINGS MBP
+CHMP 2 MONOMER  + MBP
5 05 0 xi0'pe 5 05 0 xio'ug
10° 10°
1071 10-1
10-2 10-2 :
103 103
104 107

Figure 38 : Résultats du deuxieme round de sélection pour les polymeres en anneaux MBP-CHMP2A. A, B, C, D,
et E représentent différentes conditions de sélection. Les nombres a gauche en face de chaque ligne indiquent la
valeur de la dilution ; les nombres en face de chacune des colonnes indiquent la quantité de protéine adsorbée
par puits lors de la sélection (en ug). Les astérisques indiquent des colonies qui sont ignorées car
vraisemblablement dues a des contaminations.

A. Sélection réalisée en préincubant les phages avec de la MBP.

B. Sélection réalisée en préincubant les phages avec le monomére MBP-CHMP2A.

C. Sélection réalisée en préincubant les phages dans un puits contenant de la MBP adsorbée.

D. Sélection contréle avec de la MBP adsorbées en préincubant les phages avec de la MBP.

E. Contréle sans sélection : la librairie issue du premier round est mise directement en contact de bactéries pour
infection apreés I’étape de préincubation avec la MBP ou avec les monomere CHMP2A.

On applique ici la méme méthodologie que pour les polyméres MBP-CHMP2a/CHMP3.
Conformément a ce qui est attendu, I'enrichissement en phages reconnaissant la cible est supérieur
a ce qui a été obtenu durant le premier round (1000 a 10000 fois contre 10 fois pour le premier
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round - Figure 38A). La neutralisation des phages reconnaissant les monomeres ne diminue que d’un
facteur 10 I'enrichissement global (Figure 38B). La encore, la soustraction des phages se liant a la
MBP n’impacte pas significativement le taux d’enrichissement (Figure 38C). Cependant, la présence
cellule infectées jusque dans la dilution au 100°™ dans la sélection avec MBP (Figure 38D) semble
contredire cette observation. L'examen de I'effet de la préincubation de la MBP sur la bibliotheque
indique elle aussi la présence de nombreux anticorps anti MBP (Figure 38E). La détermination de la
proportion de phages dirigés contre les monomeéres est elle aussi délicate en raison de résultats
contradictoires (comparer les Figure 38A, B et E).

3.3.1.2.3. Isolement et caractérisation des clones :

Un total de 192 clones issus des différentes conditions de sélection sont isolés, puis cultivés
afin d ‘étre caractérisés. Pour avoir un apercu de la diversité des clones isolés, une analyse par
fingerprinting de chacun des clones isolés est réalisée (Figure 39A). On distingue au moins 9 patterns
différents, indiquant qu’il y a une bonne diversité d’anticorps au sein de la sélection.

Les clones sont ensuite cultivés en plaque 96 puits afin d’exprimer les anticorps de lama a
partir des phagemides. Aprés expression, les clones sont lysés et les lysats contenant les anticorps
sont utilisés pour un screening par ELISA (Figure 39B). Pour la sélection basée sur les anneaux MBP-
CHMP2A, 11 clones ont été identifiés. Aucun clone ne s’est avéré positif sur la sélection basée sur les
tubes MBP-CHMP2A/CHMP3. Il est possible que les niveaux d’expression soient insuffisant en raison
du volume de culture réduit imposé par les plaques 96 puits.

Parmi les quatre meilleurs clones issus de la sélection contre les anneaux, les deux premiers
(clones 1C9 et 1A10) sont issus de la contre sélection avec de la MBP soluble, les deux autres (clones
2C10 et 2E11) sont issus de la contre sélection avec les monomeres MBP-CHMP2A.

-_ -
: o
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ANTICORPS ISSUS DE LA SELECTION AVEC LES ANNEAUX CHMP2A

0,04 | 0,045 | 0,042 0,048 | 0,078 | 0,044 | 0,106 | 0,041 | 0,047 | 0,039 | 0,041
0,04 | 0,049 | 0,049 | 0,052 | 0,049 | 0,064 | 0,047 | 0,041 | 0,046 | 0,069 | 0,039 | 0,041
0,044 | 0,045 - 0,044 | 0,076 | 0,057 | 0,043 | 0,04 | 0,038 - 0,039 | 0,039
0,04 | 0,092 | 0,062 | 0,049 | 0,044 | 0,053 | 0,05 | 0,043 | 0,043 | 0,043 | 0,04 | 0,042
0,043 | 0,042 | 0,142 | 0,04 | 0,047 | 0,043 | 0,04 | 0,039 | 0,041 | 0,049 -E
0,045 | 0,042 | 0,118 | 0,04 | 0,04 | 0,041 | 0,041 | 0,041 | 0,043 | 0,041 | 0,044 | 0,043
0,043 | 0,045 | 0,067 | 0,041 | 0,039 | 0,045 | 0,039 | 0,053 | 0,04 | 0,047 | 0,039 | 0,041
0,04 | 0,043 | 0,186 | 0,041 | 0,04 | 0,039 | 0,041 | 0,049 | 0,053 | 0,044 | 0,04 | 0,043
ANTICORPS ISSUS DE LA SELECTION AVEC LES TUBES CHMP2A/CHMP3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 @ 12

0,04 | 0,038 | 0,039 | 0,039 | 0,039 | 0,042 | 0,08 | 0,039 | 0,064 | 0,057 | 0,041 | 0,039
0,04 | 0,039 | 0,04 | 0,041 |0,045| 0,04 | 0,041 0,041 | 0,04 | 0,046 | 0,041 | 0,038
0,04 | 0,038 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,042 | 0,048 | 0,046 | 0,06 | 0,037 | 0,039 | 0,038
0,04 | 0,041 | 0,041 | 0,044 | 0,043 | 0,041 | 0,042 | 0,039 | 0,053 | 0,038 | 0,037 | 0,037
0,04 | 0,039 | 0,04 | 0,039 | 0,041 | 0,041 | 0,046 | 0,039 | 0,047 | 0,038 | 0,04 | 0,038
0,041 | 0,041 | 0,04 | 0,043 | 0,04 | 0,04 | 0,043 | 0,037 | 0,037 | 0,038 | 0,038 | 0,037
0,041 | 0,043 | 0,042 | 0,044 | 0,043 | 0,041 | 0,048 | 0,04 | 0,038 | 0,037 | 0,038 | 0,037
1,927 | 0,043 | 0,04 | 0,052 | 0,04 | 0,042 | 0,345 | 0,044 | 0,057 | 0,037 | 0,037 | 0,038
+ +

153



1C9 1A10 2C10 2E11 1H9 1E9 1F9 2A8 1D8 1A12 1Ci11

Anneaux -0,065 0,067 | 0,04 |0,072|0,039 | 0,04 0,039
Monomeéres | 0,035 | 0,035 | 0,036 | 0,036 | 0,037 | 0,036 | 0,035 | 0,066 | 0,051 | 0,043 | 0,048

MBP 0,036 | 0,036 | 0,035 | 0,034 |0,037|0,036|0,034|0,042 | 0,034 | 0,033 | 0,05
Tubes 0,04 | 0,038 | 0,037 | 0,04 |0,052|0,035|0,037 0,047
Controls: 0,039 | -

+

VHH expression

Figure 39 : Analyse des clones par fingerprinting et tests d’affinité par ELISA. A. Exemple de résultat obtenu lors
du fingerprinting pour quelques clones parmi les 192 testés. Le fingerprinting est réalisé en amplifiant par PCR
les fragments codant pour les VHH au sein de chaque phagemide, chaque amplifiat est ensuite digéré par
I’enzyme de restriction HinFl et chargés sur gel d’agarose. Des patterns de digestion différents sont clairement
visibles, indiquant la présence d’une bonne variabilité au sein des séquences d’anticorps issues de la sélection.
pb = paires de bases. B. Résultat du screening des clones par ELISA. Les cases grisées accompagnées d’un « - »
correspondent aux contréles négatifs, les cases oranges accompagnées d’un « + » correspondent aux contréles
positifs. 11 clones positifs sont identifiés sur la plaque de la sélection basée sur les polymeéres MBP-CHMP2A. Ces
clones correspondent aux identifiants 1C9; 1A10; 2C10; 2E11; 1H9; 1E9; 1F9; 2A8; 1D8; 1A12; 1C11 (du
signal le plus élevé au moins élevé). C. Test de spécificité des 11 clones isolés par ELISA. Parmis les clones
initialement identifiés, seuls 4 a 7 d’entre eux semblent réellement reconnaitre les polyméres formés par MBP-
CHMP2A. Seuls 2A8 et 1D8 semblent reconnaitre faiblement les monoméres MBP-CHMP2A. Les clones 2A8,
1A12 et 1D8 sont capables de reconnaitre les polyméres MBP-CHMP2A/CHMP3.

La spécificité des 11 clones identifiés ici est ensuite testée (Figure 39C). Seulement 4 clones
donnent un signal satisfaisant (1C9 ; 2A8 ; 1A12 ; 1D8). lIs ne réagissent pas avec la MBP. Les clones
2A8, 1D8 et 1A12 présentent "avantage de réagir avec les tubes formés par MBP-CHMP2A/CHMP3.
Ces clones permettent de pallier avantageusement |'absence de clone positif pour la sélection basée
sur les tubes.

En dépit de plusieurs tentatives pour purifier les clones 1A12 et 1D8, les niveaux d’expression
ne ce sont jamais révélés satisfaisant. Le clone 2A8 a en revanche pu étre purifié (Figure 40).
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Figure 40 : Purification du clone VHH 2A8. A. Profil de
- 2A8-PllI purification obtenu (aprés une premiére purification sur
colonne de nickel) en gel filtration avec une colonne
Superdex200. Les fractions correspondant aux différents
pics sont analysées par SDS-PAGE (2A8 est présent dans
la fraction 37). B. Western blot réalisé a partir des
-2A8 fractions purifiées afin de confirmer la présence du VHH.

a-Myc

Une fois purifié,

Le VHH seul a une taille attendue d’environ 15 kDa. La
bande visualisée dans la fraction 16 correspond a la
fusion entre VHH et la protéine de capside Plll, exprimée
elle aussi dans la bactérie (taille attendue ~60 kDal).

le clone 2A8 a été mélangé aux hétéropolymeres formés par

CHMP2A/CHMP3 et la cosédimentation du VHH avec les polyméres a été testée par gradient de

sucrose (Figure 41).
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MBP-CHMP2A - = - MBP-CHMP2A

L - MBP
CHMP3 - “ -CHMP3
W - CHMP2A
VHH - - VHH
TUBES + ctrl VHH TUBES + TEV + ctrl VHH

Figure 41 : Test d’interaction entre le clone 2A8 et les polymeres MBP-CHMP2A/CHMP3 (tubes). Apres
coincubation, les protéines présentes dans chaque mixture sont séparées par gradient de sucrose. A, B, et C.
Expériences contréle : gradients de sucrose réalisés avec les tubes, le clone 2A8, et les tubes clivés par la TEV. Le
VHH 2A8 ainsi que la MBP restent en haut du gradient alors que les polyméres sédimentent. D. Mélange des
tubes avec les le clone 2A8. Une partie du VHH 2A8 sédimente avec les tubes (astérisque) mettant ainsi en
évidence une éventuelle interaction faible entre les deux. E. Mélange des tubes clivés avec le clone 2A8. Le
fragment d’anticorps relocalise dans le haut du gradient avec la MBP. La majorité de I’anticorps ne cosédimente
pas avec les tubes ce qui indique qu’il n’y a pas d’interaction avec les protéines CHMP2A et CHMP3. F et G.
Expériences contréle réalisée avec un VHH ne liant pas les tubes. Le VHH ne cosédimente pas avec les tubes.

Les gradients de sucrose montrent qu’il n’y a pas de réelle interaction entre les protéines
CHMP2A/CHMP3 des tubes et le clone 2A8. Ces résultats sont en contradiction avec ce qui a été

156



observé en ELISA. Toutefois, les faibles niveaux d’expression des VHH isolés de méme que
I'impossibilité de visualiser une interaction claire entre 2A8 et les polymeéres appuient I'hypothése
d’un signal aspécifique en ELISA.

Compte tenu de ces problémes, j'ai entrepris de recommencer toute la procédure du Phage
Display a partir des bibliotheques générées au premier round mais en utilisant une méthode en
solution plut6t qu’avec des protéines adsorbées en plaques. Pour cela, j'ai tiré profit du fait que les
polymeéres tubulaires puissent étre culotés par une centrifugeuse de paillasse. Durant cette
procédure, j'ai donc incubé les phages avec les polyméres MBP-CHMP2A/CHMP3 en utilisant la
méme stratégie de contre sélection a la MBP utilisée précédemment. Une fois I'incubation terminée,
j’ai culoté les polyméres (et les phages qui étaient accrochés) puis j'ai infecté des bactéries apres
lavages successifs des polymeres. La encore, bien que la procédure ait fonctionné (comme en
témoigne la présence de cellules résistantes a I'ampiclline en fin de sélection), les tests d’expression
menés sur les clones VHH isolés n’ont pas permis d’identifier des clones ayant un niveau d’expression
suffisant pour permettre un screening fiable en ELISA.

3.3.1.3. Discussion

La technique du Phage Display n’a pas permis d’obtenir un anticorps satisfaisant. Un des
principaux problémes rencontrés est le niveau d’expression des VHH qui est trop faible pour donner
des résultats fiables lors d’un screening en plaque.

A l'issue de la procédure de sélection, seuls les anneaux MBP-CHMP2A ont permis |'obtention de
clones potentiellement intéressants. Ce résultat est surprenant au regard des bons niveaux
d’enrichissement obtenus avec les tubes lors du second round (Figure 37). La encore, il est possible
que les faibles niveaux d’expression diminuent artificiellement le nombre de clones détectés comme
positifs.

Les VHH sont en principe des fragments relativement stables. Qui plus est, chaque phagemide
code pour un signal de sécrétion périplasmique en N-terminal du VHH. Il devient donc difficile
d’expliquer les faibles niveaux d’expression observés en bactérie par des phénomenes de toxicité ou
des problémes de solubilité. Les défauts d’expression observés lors des tests sur des clones isolés
auraient dd impacter la procédure en limitant considérablement le nombre de phages produits lors
de la constitution des bibliotheéques enrichies, or ce n’est pas ce que I'on observe (Figure 37E et
Figure 38E). Il est donc difficile de comprendre réellement d’ou vient cette disparité entre ce que I'on
observe durant la procédure et ce que I'on observe lors de la caractérisation de clones isolés.

On notera également que le résultat du test ELISA ayant permis d’identifier les 11 clones positifs
(Figure 39B) est aussi en désaccord partiel avec le test ELISA permettant de tester la sélectivité des
clones (Figure 39C). En effet, on constate qu’au sein des 11 clones, seuls 4 ont permis d’obtenir un
signal franchement positif lors du test de spécificité dont trois d’entre eux (2A8, 1A12 et 1D8)
figuraient parmi les moins positifs des 11 clones initiaux. Le probleme de reproductibilité survient
peut étre de différences de croissance des clones. Il peut aussi étre dii au protocole d’extraction des
VHH du périplasme (par congélation - décongélation) qui peut parfois donner des rendements
inégaux.
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En dépit de ces problemes, un clone positif en ELISA a pu étre isolé : le VHH 2A8. Ce clone a pu
étre purifié et testé pour son interaction avec les tubes (comme le suggére le test ELISA de la Figure
49C). Bien que de faibles quantités d’anticorps semblent se lier aux tubes non clivés, les tubes
débarrassés de leur MBP ne semblent pas interagir avec 2A8 (Figure 41D et 41E). Ce faisant, rien
n’indique gqu’il y ait une réelle interaction entre ces polyméres et 2A8.

L’accessibilité des protéines CHMP au sein des polymeéres est grandement limitée par la présence
de MBP a I'extérieur et les phages peuvent difficilement contacter les parties intérieures des tubes
CHMP2A/CHMP3 en raison de leurs dimensions. Qui plus est, I'utilisation d’une librairie naive permet
difficilement d’obtenir suffisamment d’anticorps positifs ayant une bonne affinité pour la cible dans
ce cas. Enfin, il faut noter que la capside des phages est relativement hydrophobe. Cela engendre
probablement I'apparition de nombreux phages non spécifiques a lissue de la sélection. La
conjugaison de tous ces facteurs explique sans doute en partie les problémes rencontrés pour
identifier clairement des candidats intéressants.

3.3.2. Obtention d’un sérum polyclonal anti-CHMP4B et purification des
anticorps spécifiques

3.3.2.1. Introduction

Puisque la stratégie de sélection par phage display s’est avérée infructueuse, j'ai entrepris
d’utiliser une approche moins sophistiqué consistant a obtenir un sérum polyclonal (issu de
I'immunisation d’un lapin avec des polyméres) dans un premier temps, puis a purifier I'anticorps
d’intérét présent dans ce sérum (par colonne d’affinité) dans un second temps.

Comme cela a été souligné plus haut, les rendements protéiques obtenus lors de la purification
des hétéropolymeéres CHMP2A/CHMP3 sont difficilement compatibles avec une immunisation. Aussi,
je me suis basé sur la construction MBP-CHMP2AAC qui forme des polymeéres en forme d’anneaux
[73] ainsi que sur les travaux de Ricardo Pires (ancien thésard du laboratoire) qui a pu mettre en
évidence I'apparition de polymeéres circulaires avec une construction de la protéine CHMP4B [75].
Ces polymeres sont tres similaires a ceux visualisés in cellulo par le groupe de P. Hanson [78]. Jai
donc reproduit et purifié ces polymeres pour immuniser un lapin. J'ai ensuite purifié les anticorps
spécifiques a partir du sérum polyclonal en fabriquant des colonnes d’affinité avec de la MBP ainsi
gu’avec les polymeres CHMP4B. Enfin j'ai controlé la qualité de I'anticorps purifié par diverses
techniques.
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3.3.2.2. Résultats

Les constructions MBP-CHMP4B et MBP-CHMP2AAC possedent un tag MBP en N-terminal. La
présence du tag est nécessaire pour aider a solubiliser les protéines. La construction MBP-CHMP4B
correspond en fait a la version full length de la protéine dans laquelle la partie contenant I’hélice a5
(responsable de I'autoinhibition) a été remplacée par un linker [75]. La protéine MBP-CHMP2AAC est
elle aussi constitutivement active car sa queue C-terminale autoinhibitrice est absente, de cette
maniere, les deux constructions forment des polyméres spontanément. La MBP est ensuite éliminée
apres purification (grace a la protéase TEV) afin d’éviter de générer des anticorps anti-MBP lors de
I'immunisation.

3.3.2.2.1. Obtention des polyméres CHMP2AAC purifiés :

Les polymeres CHMP2A éluent dans le volume mort d’une colonne de gel filtration (Figure
32A et 32B). lls peuvent également étre générés a partir des monomeres en concentrant la protéine.
Les polymeéres forment des anneaux de 25 nm de diametre environ qui sont constitués d’un filament
fin de quelques nanomeétres de diametre enroulé sur lui-méme. Ce filament n’est pas visible tant que
la MBP est encore présente (Figure 42C). Une fois la MBP éliminée, les filaments agregent entre eux
et il devient rapidement difficile de distinguer les filaments. La formation d’agrégats diminue
fortement I'efficacité de la TEV et empéche ainsi d’obtenir un clivage satisfaisant sur les polymeres.
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Figure 42 : Obtention des polymeres CHMP2AAC A. Profil d’élution de MBP-CHMP2AAC sur une colonne
Superdex 75. B. SDS-PAGE montrant le contenu de chacune des fractions issues de la gel filtration. C.
Visualisation des polymeéres MBP-CHMP2AAC (panneau supérieur) et CHMP2AAC (panneau inférieur) par
microscopie électronique (coloration négative).

Dans le but de stabiliser les polymeéres clivés I'influence de la concentration en sel, du pH,
ainsi que de la présence d’additifs ont été testés (Figure 43A et 43B). Le tampon de départ contient
20 Mm de tampon Hepes a pH 7,6 avec 300 mM de NaCl. Plusieurs tampons stabilisant les polyméres
clivés ont pu étre identifiés ; ils présentent tous une forte concentration en sel (300 mM NaCl ; 300
mM KCl).

Pour obtenir des niveaux de clivage important, il est nécessaire d’ajouter de la TEV jusqu’a un
ratio en masse de 1:1! Ceci s’explique au moins partiellement par la perte d’activité de cette
derniere a forte concentration en sel. Afin de pallier ce probléme, jai tiré profit de la résistance des
polyméres aux protéases (voir section 3.1.2.2.1.) en utilisant de la trypsine ainsi que de la protéinase
K pour éliminer la MBP (Figure 43C). Les polymeéres sont enfin purifiés par gradient de sucrose pour

séparer la MBP libre des polyméres puisque ils sont seuls a étre présents dans le culot apres
centrifugation.

- MBP-CHMP2ADC

— —— — — | - MBP

S e e s e -TEV
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Figure 43 : Stabilisation des polyméres CHMP2ADC clivés. A. Visualisation de I'effet stabilisateur de différents
tampons sur les polymeéres clivés CHMP2ADC.

: tampon initial ; 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl

: 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl

: 20 mM Bicine pH 9,2 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCI

: 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 0,05% Triton X-100

: 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 0,4 M arginine ; 0,4 M glutamate

: 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 15% glycerol

. SDS-PAGE montrant le taux de clivage des polyméres dans différents tampons avec un ratio en masse de TEV
d’environ 1:1.

C. Protéolyse des polymeres pour cliver efficacement la MBP. Les ratios de protéase sont indiqués en masse. Le
matériel clivé est toujours sous forme de filaments apres traitement aux protéases.
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3.3.2.2.2. Obtention des polyméres CHMP4B purifiés :

Les polymeres CHMP4B affichent un comportement comparable a ceux formés par CHMP2A.
lls forment eux aussi des anneaux, bien qu’ils soient moins compacts (environ 50 nm de diameétre).
Les polymeres sont également présents dans le volume mort d’une colonne de filtration sur gel
Superdex 75 (Figure 44A et 44B). En présence de TEV, les polymeéres sont stabilisés avec le méme
tampon que pour les polymeres CHMP2A (20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCI). Un
ratio en masse de TEV de 1:10 est nécessaire pour cliver les polymeéres efficacement. Une fois la MBP
éliminée, les anneaux CHMP4B apparaissent comme des filaments fins organisés en structures
circulaires (Figure 44C).
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Figure 44 : Obtention des polyméres CHMP4B A. Profil d’élution de MBP-CHMP4B sur une colonne Superdex 75.
B. SDS-PAGE montrant le contenu de chacune des fractions issues de la gel filtration. C. Visualisation des
polyméres MBP-CHMP4B (panneau supérieur) et CHMP4B (panneau inférieur) par microscopie électronique
(coloration négative).

La construction MBP-CHMP4B posséde un tag histidine en N-terminal qui permet de séparer la MBP
des polymeres plus aisément que pour CHMP2A. En sortie d’'une colonne de nickel, on récupeére ainsi
les polymeres CHMP4B purs ; ils ne sont pas retenus pas la résine contrairement a la MBP et la TEV
(Figure 45).
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LAVAGE _ELUTION
- MBP Figure 45 : Purification des polymeres CHMP4B. Apres
clivage de la MIBP avec la protéase TEV (ratio 1:10), les
polymeres sont chargés sur une colonne de nickel afin
. - CHMP4B 5 i
s IE‘V 48 de les séparer de la MBP libre et de la TEV.

A. SDS-PAGE des fractions issues de la colonne de
nickel. Les polyméres CHMP4B ne sont par retenus
sur la colonne et sont récupérés lors du lavage. La
MBP et la TEV sont ensuite éluées avec 350 mM
d’imidazole.

B. \Visualisation des polyméres purifiés  par
microscopie électronique (coloration négative). Les
polymeres apparaissent sous la forme de filaments
circulaires fins.

3.3.2.2.3. Purification et caractérisation de I’anticorps anti-CHMP4B :

Bien que j’'ai pu établir un protocole pour purifier les polyméres CHMP2A. L’étape finale de
centrifugation dans un gradient de sucrose (pour séparer les polyméres de la MBP) conduit a
concentrer les polyméres dans le culot et a la formation d’agrégats ou I'on ne distingue plus les
filaments. La présence d’agrégats n’est en soi pas nécessairement négative car elle peut stimuler le
systeme immunitaire, cependant il est possible que les polyméres soient dénaturés dans ces
structures.

Etant donné que les polymeres CHMP4B ont pu étre obtenus trées purs et
morphologiquement intacts, ils sont préférés a CHMP2A pour immuniser un lapin. Le protocole
d’immunisation de départ consiste en 3 injections de 50 pg d’antigéne (protocole s’étalant sur 53
jours). Les tests que j'ai effectué sur un échantillon de sérum (prélevé au jour 49) ont révélé que ce
dernier présentait une importante activité anti-MBP (Figure 46A et 46B).

A B s MBP  CHMP4B
Dilution anticorps : | 1:1000 | 1 :2500 | 1 :5000 | 1 :7500 | 1 :10000 g
PBS 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 13
MBP 0,13 0,14 0,10 50 - £
MBP-CHMP4B 0,16 0,18 0,15 37- -
CHMP4B 0,15

25-

eme

Figure 46 : Test du sérum polyclonal au 39" jour. A. ELISA réalisé avec le sérum polyclonal. Environ 250 ng des
protéines MBP, MBP-CHMP4B et CHMP4B ont été adsorbés dans chaque puits (excepté pour la ligne « PBS » ou
seul du tampon a été ajouté). B. Western blot réalisé avec une dilution au 2500°™ du sérum polyclonal.
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Afin d’augmenter le titre en anticorps, une quatriéme et derniére injection a été entreprise
avant de sacrifier I'animal (au 64°me jour). Le sérum final a lui aussi été testé ; il est lui aussi capable
de reconnaitre a la fois la MBP et CHMP4B. Puisque le sérum n’est pas pur, j'ai entrepris d’éliminer
les anticorps anti-MBP ainsi que tous les autres anticorps présents dans le sérum susceptibles de
produire des réactions croisées ou aspécifiques lors d’une utilisation ultérieure. Pour cela, j’ai purifié
de la MBP afin de fabriquer une résine avec cette protéine. Aprés avoir répétés plusieurs cycles de
déplétion-élution des anticorps anti-MBP avec la colonne, les anti-MBP sont éliminés avec succes

(Figure 47).
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Figure 47 : Soustraction des anticorps anti-MBP du sérum polyclonal final (jour 64). Analyse par western blot de
Iactivité anti-MBP dans le sérum polyclonal au cours des différentes étapes de purification du sérum (dilution
du sérum : 1:2500)

S0 : sérum initial (avant purification)

51 : sérum passé une fois sur une colonne MBP

S2 : sérum passé deux fois sur une colonne MBP

S3 : sérum passé trois fois sur une colonne MBP

E : anticorps anti-MBP élués de la colonne MBP

Une fois cette étape réalisée avec succes, il est possible de fabriquer une seconde résine avec
les polyméres MBP-CHMP4B qui peuvent étre obtenus facilement en quantité suffisante
(contrairement aux polyméres CHMP4B sans MBP). Aprés passage sur cette seconde colonne, on ne
récupere donc que les anticorps anti-CHMP4B dans I’éluat - tous les autres anticorps présents dans le
sérum étant éliminés lors du lavage de la colonne (Figure 48).
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1:500 1:1000 112000 113000 1:4000 1:5000 110000

0,473 0,422 0,369 0,191 |CHMP4b monomére
0,433 0,396 0,341 0,200 |CHMP4b polymere
0,051 0,041 0,049 0,056 0,052 0,052 0,038 |CHMP3

0,061 0,053 0,045 0,050 0,056 0,052 0,043 [nvBP

CONTROLES:

pasd'anticorps
primaire Rabbit ant-CHMP4 (1:500) anti-MBF purifié (1:500)

CHMP4b monomére -M BP

CMP4b polymeére
0,043 |CHMP3

0,043 |CHMP4b monomeére
0,050|CMP4b polymére
0,048|CHMP3

0,047|MBP

Figure 49 : Test de I’anticorps anti-CHMP4B purifié dans les cellules HEK293T transfectées avec CHMP4B. A et B.
L’anticorps anti-CHMP4B présente un marquage ponctiforme intracytoplasmique. C et D. Localisation
subcellulaire de CHMP4B dans des cellules COS-7 (d’aprés [158]). CHMP4 full length présente un marquage
cytoplasmique homogéne (C.) alors qu’une troncation C-terminale (1-150 ; D.) est distribuée au sein de puncta.
E. Test par ELISA de la spécificité de I'anti-CHMP4B purifié. Les contrdles positifs ont été réalisés avec un
anticorps polyclonal anti-CHMP4B non purifié ansi qu’avec I'anticorps anti-MBP purifié précédemment (Figure
47).
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J'ai enfin testé I'anticorps purifié dans des cellules HEK293T afin de visualiser la présence
ainsi que la localisation de CHMP4B (Figure 49). Le marquage obtenu est ponctiforme et semble
indiquer une localisation au sein de structures endosomales. Bien que cela reste a confirmer, sur la
base de ce résultat, il semble que I'anti-CHMP4B développé ici soit capable de reconnaitre des
structures polymériques dans les cellules. Les données issues d’un test ELISA montrent que
I'anticorps interagit avec les polymeéres et les monomeéres, ce qui est attendu étant donné que
I'anticorps fonctionne en western blot et reconnait donc au moins un épitope séquentiel (Figure
49E). En revanche, il n’y a pas de réaction croisée avec la protéine CHMP3 et I'anticorps purifié ne
reconnait plus la MBP, ce qui confirme que la purification a bien fonctionné.

3.3.2.3. Discussion

Jai pu mettre au point un protocole permettant de purifier des polymeres filamenteux de
CHMP2A et CHMP4B. J'ai également développé un anticorps reconnaissant spécifiqguement CHMP4B.

Les polyméres de CHMP2A et CHMP4B sont morphologiquement trés similaires. Les
polyméres obtenus ici apres purification ressemblent beaucoup a ceux observés avec CHMP4B in
cellulo [78]. Les structures polymériques sont peu solubles et agrégent rapidement en I'absence de
MBP. La concentration en sel joue un role prépondérant dans la stabilisation des polymeres. En effet,
pour une concentration en sel relativement basse (300 mM inclus), les filaments sont instables
(Figure 43). En revanche, au-dela de 500 mM, les filaments peuvent étre maintenus. Les protéines
CHMP étant trés chargées, en |'absence de suffisamment d’ions et sans la présence de MBP pour
assurer un encombrement stérique, ces interactions sont probablement trés favorisées et les
polymeéres se regroupent dans des agrégats massifs. Il est intéressant de constater qu’'un phénoméne
semblable s’observe avec les hétéropolymeéres CHMP2A/CHMP3. Dans ce dernier cas, I’élimination
de la MBP permet de découvrir une surface d’interaction forte avec les phospholipides (voir section
3.1.2.2.3.), ce qui semble accréditer I’hypothéese d’un réle actif des charges présentes en surface des
polyméres dans le processus de formation spontanée d’agrégats protéiques.

L'anticorps anti CHMP4B obtenu ici marque des points dans le cytoplasme des cellules
HEK293T. Ce marquage correspond a ce que I'on observe avec une troncation constitutivement
active de CHMP4B (Figure 49D) [80], [158]. Ainsi, I'anticorps semble capable de reconnaitre les
structures polymériques de CHMP4B dans les cellules. Le test ELISA confirme par ailleurs que cet
anticorps réagit avec les polyméres CHMP4B obtenus in vitro.

Une caractérisation plus poussée sera nécessaire pour déterminer exactement la spécificité de
cet anticorps polyclonal pour les polyméres endogénes dans les cellules. Par la suite, des expériences
d’immunogold sur des cellules exprimant des pseudo particules rétrovirales permettraient de mettre
en évidence la présence de polyméres de CHMP4B au niveau du site de bourgeonnement.
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3.4. Test de modeles de polymérisation

3.4.1.1. Introduction

Afin de tenter de comprendre comment les protéines CHMP interagissent entre elles au sein des
polyméres, plusieurs modeles susceptibles d’expliquer la fagon de former les polymeres ont été
développés dans le laboratoire. Ces modeles se basent sur la structure de la protéine CHMP3 [87] qui
posséde quatre hélices alpha (voir Figure 7).

Pour former un filament tel gu’il en existe dans les polymeres CHMP obtenus in vitro, il doit y
avoir au minimum deux patchs d’interaction distincts par monomere. La plupart des filaments
visualisés par microscopie électronique sont fins (3 nm environ) et flexibles. La structure compacte
du monomere CHMP3 ne permettant pas d’expliquer cette flexibilité, il est probable que les
monomeres subissent un changement conformationnel pour polymériser. Une des manieres les plus
simples d’expliquer le processus implique un échange d’hélices entre monomeéres. Cette hypothése
permet d’expliquer la flexibilité des polymeéres (Figure 50).

al -
A ad a3 a2
ad al ’
a3 a2 \ 4
B ad -

a3 a2

Figure 50 : Modéles d’assemblage des protéines CHMP. La structure des monomeres CHMP explique
difficilement la relative flexibilité de certains polymeéres. Une hypothése pouvant résoudre cette contradiction
implique I'échange d’hélices alpha entre monomeéres. Dans cette hypothese, la flexibilité est apportée par les
régions non structurées. A. Une premiere possibilité implique une interaction entre a3/a4 d’une part et al/a2
du monomeére suivant d’autre part. B. La deuxieme possibilité implique des interactions latérales entre al et a2
de monoméres CHMP différents. Ces deux possibilités ne sont pas exclusives.

La queue C-terminale des protéines CHMP joue un rdle autoinhibiteur qui verrouille la protéine
dans une conformation inactive. Cela a été notamment démontré a l'aide de troncations N-
terminales et C-terminales par le biais de pulldowns [85]. Lorsque cette inhibition est supprimée, il
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est alors possible pour le monomere d’adopter une conformation ouverte permettant la formation
de polymeres.

Pour tester ce modele, jai donc entrepris de tester différentes troncations des protéines
CHMP2A et CHMP3 et de mélanger différentes combinaisons de constructions afin d’essayer
d’obtenir un complexe entre les hélices qui soit présent dans le polymére. Cette stratégie s’inspire de
celle utilisée pourt caractériser I'autoinhibition car elle s’est avérée efficace [85].

3.4.1.2. Résultats

CHMP2A et CHMP3 interagissent pour former des hétéropolymeres tubulaires. Je me suis donc
focalisé sur ces deux protéines afin d’isoler un dimére minimal. La structure cristallographique de ce
dimeére pourrait alors étre modélisée au sein de I'unité asymétrique de la structure basse résolution
des tubes obtenue par cryo-microscopie électronique.

Jai tout d’abord testé les interactions putatives entre la partie a3/a4 et la partie al/a2. La
premiére combinaison testée contient la boucle formée par al/a2 de CHMP3 avec les hélices
a3/a4/a5 (Figure 51A). Bien que les niveaux d’expression soient trés bas, les deux protéines ont été
copurifiées en quantité suffisante pour effectuer des tests d’interaction. A I'issue d’'une colonne gel
filtration, on observe un décalage entre les pics correspondant a chacune des deux troncations. Ceci
indique que s’il y a un complexe formé, I'affinité n’est pas assez forte pour résister en gel filtration
(Figure 51B et 51C).

Un cross-linking chimique a été tenté sur le mélange ainsi qu’un gel natif (Figure 51D et 51E). Le
cross linking n’a permis de mettre en évidence aucun complexe. De plus, la bande majoritaire sur le
gel natif a été analysée sur gel SDS-PAGE et elle ne contient que la partie N-terminale de CHMP3. Ces
résultats indiquent que ces deux constructions n’interagissent pas.

J’ai ensuite entrepris de tester la combinaison inverse a savoir CHMP2ANt (1-108) et CHMP3Ct
(105-161). Cette fois -ci I'hélice a5 dans la troncation C-terminale n’a pas été incluse dans la
construction car il est possible qu’elle inhibe la formation du complexe. Malheureusement, il a été
impossible d’exprimer la troncation N-terminale. Pour tenter de contourner ce probléme de toxicité
de la partie N-terminale, j'ai tenté de coexprimer les partie N-terminale (1-102) et C-terminale (103-
159) de CHMP2A puisqu’elle peut former des polymeres seule. Cette stratégie n’a cependant pas
permis d’augmenter les niveaux d’expression.

Des travaux ayant montré que les neuf premiers acides aminés de CHMP2B semblent impliqués
dans l'interaction avec la membrane [81], j'ai réessayé de coexprimer les deux fragments CHMP2A

éme

mais en commencant cette fois au 10°™ résidu pour la troncation N-terminale ; cela n’a donné aucun
résultat. J’ai également cloné des troncations afin de tester la formation d’éventuels complexes entre
ol et a2 de la protéine CHMP2A mais cette fois ci, bien que les deux protéines soient exprimées, la

partie comprenant a2 est complétement insoluble, y compris avec un tag GST.
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Figure 51 : Purification et test d’interaction des constructions CHMP3Nt et CHMP2ACt. A. CHMP3Nt comprend
les deux premiéres hélices alpha de CHMP3 (résidus 1-103; 15,1 kDa). CHMP2ACt correspond aux hélices
a3/a4/a5 (résidus 104-181; 11,2 kDa). B et C. Purification des troncations par colonne de nickel et
chromatographie d’exclusion de taille. Les deux protéines ne coéluent par sur gel filtration. D. Expérience de
cross-linking chimique. Ni le glutaraldéhyde ni I'EGS ne permettent d’obtenir un complexe lié de maniere
covalente (taille attendue 26 kDa). E. Gel natif réalisé sur le mélange protéique ; la bande intense observé

contient uniquement CHMP3Nt.

Troncation 1

Troncation 2

Probléme rencontré

His-MBP-CHMP2A 1-53 +

His-MBP-CHMP2A 10-53 +

His-CHMP2A 1-102 +
His-CHMP2A 10-102 +
His-CHMP3 1-103 +
His-CHMP3 1-103 +
His-CHMP2A 1-118 +

His-GST-CHMP2A 1-118 +

His-GST-CHMP2A 54-103

His-GST-CHMP2A 54-103

CHMP2A 103-159

CHMP2A 103-159

His-CHMP2A 104-181

His-CHMP2A 115-161

His-GST-CHMP3 105-161

His-MBP-CHMP3 105-161

Troncation 2 insoluble
Troncation 2 insoluble
Aucune expression
Aucune expression
Tres faible expression
Troncation 1 peu exprimée
Troncation 1 non exprimée

Troncation 1 insoluble

Tableau 2 : Liste des combinaisons de constructions testées.
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Etant donné les nombreux problémes d’expression/solubilité rencontrés, une stratégie
alternative basée sur le verrouillage controlé de la protéine CHMP3 a été mise au point. Ce
verrouillage est opéré en remplacant des résidus se faisant face dans la structure de CHMP3 par des
cystéines. De cette maniére, il est possible de créer un pont disulfure entre deux hélices alpha
choisies pour verrouiller la structure. Deux types de mutants cystéine ont été testés: un mutant
verrouillé entre al et a2 et un autre entre a2 et a3. Les deux mutants ont été testés pour leur
aptitude a former des polymeéres tubulaires avec CHMP2A. Les résultats indiquent que les mutants
sont tous deux capables de former des tubes, indépendamment de la présence d’agent réducteur
(Figure 52). Cette stratégie alternative ne permet donc pas non plus de déterminer si les hypotheses
de départ sont correctes. D’ailleurs, si 'on admet que le monomere est effectivement verrouillé
(dans la condition sans agent réducteur) dans une conformation semblable a celle du cristal CHMP3,
alors cela signifie qu’un changement conformationnel n’est pas requis pour former les tubes. On ne
peut cependant pas exclure que le pont disulfure ne se forme pas correctement sans agent

réducteur.
A % sucrose B
0 0 .
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MBP -
37
CHMP3Cys - 25
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Figure 52 : Essais de polymérisation avec le mutant CHMP3Cys comportant un pont disulfure potentiel entre a2
et a3. A. Gradient de sucrose réalisé en mélangeant un large excés de mutant CHMP3Cys avec la protéine MBP-
CHMP2A : bien que peu visibles, les deux protéines sont présentes en bas du gradient (astérisques). B. image de
microscopie électronique (coloration négative) de la fraction 60% sucrose : des tubes sont effectivement
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présents. C. Gradient de sucrose réalisé en mélangeant un large excés de mutant CHMP3Cys avec la protéine
MBP-CHMP2A en présence de 10 mM de B-mercaptoéthanol : les deux protéines sont présentes en bas du
gradient (astérisques). D. image de microscopie électronique (coloration négative) de la fraction 60% sucrose en
présence de 10 mM de B-mercaptoéthanol : la encore, il y a formation de polyméres. Le mutant comportant un
pont disulfure entre les hélices al et a2 affiche un comportement similaire.

3.4.1.3. Discussion

En dépit du fait d’avoir utilisé différentes approches pour tenter de percer le mécanisme de
polymérisation des protéines CHMP, il n’a pas été possible d’apporter de nouveaux éléments sur
cette question. Les nombreux probléemes de purification ont empéché une analyse systématique des
parties requises pour l'interaction entre les protéines CHMP2A et CHMP3. Les travaux menés sur
I’autoinhibition utilisaient des troncations dans la queue C-terminale (non impliquée dans la
polymérisation) et un cceur al-4 intact [85]. La déstabilisation du coeur N-etrminal apparait donc
comme la source des problemes rencontrés ici. La région minimale commune a toutes les troncations
ayant posé probléme est I’hélice a2. Cette hélice semble présenter une certaine toxicité pour les
bactéries, possiblement par une association forte avec la membrane plasmique. La présence d’un tag
MBP ou GST en N-terminal permet d’exprimer les troncations, toutefois celles-ci restent
complétement insolubles. La coexpression d’a2 avec al n’a pas permis de contourner le probléme de
toxicité. Il doit donc y avoir une action concertée d’al-2 et a3-4 dans le processus de stabilisation du
monomere. De ce fait, il semble difficile de pouvoir disséquer le mécanisme de polymérisation en
utilisant des fragments d’hélice isolés car leur comportement en solution n’a plus rien a voir avec le
monomere al-4.

L'utilisation des mutants cystéine n’a pas non plus permis de trouver le mécanisme bloquant la
polymérisation. Le fait que les mutants soient capables de former des tubes semble méme indiquer
gu’il n’y ait pas de changement conformationnel. Ces données sont cependant trop partielles pour
pouvoir clairement trancher en défaveur du modele de départ d’autant plus que les données
structurales obtenues sur les polymeéres CHMP2A/CHMP3 suggérent elles aussi la présence d’un
changement conformationnel. Enfin, il faudrait confirmer que les mutants forment effectivement un
pont disulfure en utilisant par exemple des réactifs spécifiques des thiols libres.
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4.Discussion et perspectives

La structure des tubes CHMP2A/CHMP3 a 22,4 A révéle la présence d’une surface externe lisse
permettant I'interaction avec les lipides (Figures 22 et 23). Cette observation confirme de précédents
travaux réalisés avec ces polymeres [73]. Cette surface d’interaction spécifique des lipides confere
aux tubes CHMP2A/CHMP3 la capacité de catalyser des réactions de fission/fusion membranaire
(Figure 22) [82]. Une des particularités des polyméres tubulaires CHMP2A/CHMP3 (partagée avec les
homopolymeres CHMP2B [81]) est leur remarquable plasticité d’assemblage qui autorise la
formation de structures ordonnées en forme de dome. Cette caractéristique apparait fondamentale
pour permettre un rétrécissement efficace du col membranaire dans un contexte fonctionnel in
cellulo [82], [124]. L’analyse des polymeres par cryo-microscopie électronique a non seulement
permis de confirmer l'aptitude des protéines CHMP2A/CHMP3 a former des structures aussi
complexes que les domes, mais aussi a lever le voile sur une diversité insoupconnée dans le
mécanisme d’assemblage des polymeéres. En effet, il apparalt que des polyméres a priori
morphologiqguement indistincts peuvent étre issus d’assemblages hélicoidaux trés différents (Figure
17C). Il n"est pas exclu que cette impressionnante flexibilité dans I'assemblage ait des implications
fonctionnelles ou puisse étre régulée afin de moduler la cinétique et I'efficacité de la réaction
catalysée par ESCRT-IIl. Malgré ces variations, les polyméres CHMP2A/CHMP3, CHMP2A et CHMP4B
semblent constitués du méme filament de base (Figures 18, 19 et 44C) dont la largeur se situe autour
de 3 nm [160] [75]. Les similarités morphologiques présentées par les filaments circulaires que ces
protéines peuvent former tendent a montrer que les protéines ESCRT-IlIl polymérisent selon un
modele unique. De maniére tout a fait intéressante, les données de SPR mettent en évidence la
présence de deux modes d’interaction entre protéines CHMP (Figure 33). Il est tentant d’attribuer a
la premiere interface de forte affinité la constitution du filament et a la seconde interface le
repliement du filament sur lui-méme et son organisation spatiale. Cette seconde interface étant par
ailleurs de plus faible affinité, on peut supposer qu’elle autorise |'apparition de structures
alternatives comme cela existe pour les tubes CHMP2A/CHMP3.

La grande stabilité des structures polymériques constatée ici (Figures 20, 21 et 43C)
s’explique tres bien par la multiplicité des zones de contact observables dans la structure
tridimensionnelle des tubes CHMP2A/CHMP3 (Figure 18). L’effet stabilisateur de la polymérisation
explique également que (i) la réaction d’assemblage des monomeéres CHMP soit spontanée et que (ii)
il soit nécessaire d’apporter une grande quantité d’énergie (au travers de I’ATPase VPS4) pour défaire
de telles structures [9], [73]. Cette impressionnante solidité des polyméres, conjuguée a leur forte
affinité pour les membranes lipidiques, leur autorise de déformer les structures membranaires ainsi
qgue de les maintenir dans des formes énergétiquement défavorables afin de permettre la réaction
de fission de se produire [82].

Seule la partie N-terminale des protéines CHMP2A et CHMP3 (hélices al - a4) est impliquée
dans la formation du polymere (Figure 21). C’est cette partie des protéines CHMP qui est responsable
de leur activité de polymérisation [80], [85], [76]. La maniere dont les monomeéres s’assemblent pour
former un filament reste obscure. Au sein des cristaux de la protéine CHMP3, des contacts
hydrophobes au niveau de la pointe formée par les hélices al et a2 sont susceptibles d’exister dans

173



le polymeére [87], [76]. Cette interface positionne chacun des deux monomeéres CHMP3 dans une
orientation inverse par rapport a l'autre. Si une telle interface est effectivement présente dans le
polymeére, il doit en exister au moins une autre afin de former une chaine pour produire un filament.
Les résidus hydrophobes impliqués dans cette interface supposée sont normalement exposés au
solvant et certain d’entre eux (valines 59 et 62 sur CHMP3) sont nécessaires a l'interaction avec
CHMP2A ainsi qu’a la polymérisation [76]. Les problemes de toxicité rencontrés avec les troncations
peuvent étre dus a une plus forte exposition de ces résidus hydrophobes au solvant conduisant a la
déstabilisation du peptide. L'isolement de chacune des hélices au sein de troncations rompt les
contacts stabilisant I'ensemble formant le monomere CHMP, il n’est donc pas exclu que les
constructions testées dans ce travail ne soient pas correctement repliées, méme lorsqu’elles se
trouvent couplées a la GST ou la MBP. Toutes les constructions posant probléme avaient en commun
de comporter I'hélice a2 qui contient précisément une partie de ces résidus hydrophobes impliqués
dans la formation des tubes CHMP2A/CHMP3. Des problémes similaires mais moins importants sont
rencontrés pour |'expression de |’hélice al. Ainsi, les dix premiers acides aminés semblent
importants pour l'interaction avec la membrane comme cela a été montré pour CHMP2B [81] et
peuvent donc poser des problémes d’expression et/ou de solubilité. En revanche, aucun probléme de
solubilité ne s’est présenté pour les parties a3 et a4 (du moins lorsqu’elles sont fusionnées a la
GST/MBP). Le réle des hélices a3 et a4 est en effet moins clair, des données ayant montré qu’une
construction N-terminale de CHMP4A ne comportant pas a4 (résidus 1-116) est capable de former
des polymeres ainsi que de déformer les membranes lipidiques dans les cellules [78]. Ces polymeéres
étant toutefois de dimensions plus modestes que ceux générés de la méme maniére avec la protéine
entiere. Il est possible que la formation du filament requiert les hélices al et a2 (ce qui correspond
vraisemblablement a l'interface de forte affinité identifiée par SPR) et que les hélices a3 et a4 ne
soient nécessaires que pour la formation de lien entre filaments (interface de faible affinité). Il serait
intéressant de développer des approches a base de mutants pour chacune des 4 hélices N-terminales
afin d’identifier plus clairement la contribution de chaque partie du monomeére dans les interfaces
identifiées par SPR.

Une interaction tres forte a été identifiée en SPR entre les polyméeres CHMP4B et la protéine
CHMP2A (monomérique). L'interaction entre ces deux protéines est documentée, elle implique au
moins en partie des résidus chargés et hydrophobes situés entre les hélices a2 et a3 de la protéine
CHMP4B (E104, V105, L106 et K107) d’une part et des résidus basiques de I’'hélice al de CHMP2A
(R24, R27 et R31) d’autre part [88]. Cela ne permet toutefois pas de comprendre comment les deux
protéines interagissent. Il est probable que le mode d’interaction entre CHMP2A et CHMP4B différe
selon que CHMP4B est monomérique ou présente sous forme de polymeres. Les données de SPR
tendent a aller dans le sens de cette hypothése (comparer les figures 29 et 31) ; des phénomeénes
d’avidité ainsi que de changements conformationnels dans le polymeére pouvant alors expliquer ces
différences. Le role clef des protéines CHMP4 et CHMP2 au sein d’ESCRT-III est bien établi, il semble
en effet que ces deux protéines constituent I'essentiel du polymere dans certains contextes (comme
le bourgeonnement viral) et que CHMP2A agisse en aval de CHMP4 [8], [79], [88].

On voit clairement qu’une concentration de seulement 300 nM de CHMP2A est suffisante
pour provoquer son assemblage en présence de polyméres de CHMP4B (Figure 31A). Ceci n’est pas
constaté avec les monomeres CHMP4B et il semble donc que les polymeéres CHMP4B jouent un réle
d’activateurs, potentiellement en induisant sur CHMP2A I'adoption d’une conformation permettant
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la polymérisation. Cette trés forte interaction détectée entre CHMP2A et les polyméres CHMP4B n’a
pas pu étre reproduite biochimiquement. Cela pose la question de la réalité de ce qui est enregistré
par SPR entre ces deux protéines. Méme si cette affinité n’est probablement pas aussi forte que 5
nM ; il parait difficile de considérer le phénomene d’activation détecté uniquement en présence des
polyméres comme un artefact. Il serait intéressant d’effectuer I'expérience inverse avec des
polyméres CHMP2A et des monomeéres CHMP4B afin d’observer si I'on constate le méme
phénomeéne d’activation.

Si 'on met a part cette interaction, les affinités déterminées par SPR montrent que CHMP4B
(monomeére et polymére) et CHMP3 interagissent assez fortement avec une affinité de I'ordre du
dixieme de micromolaire (Figures 30 et 32). Cette affinité se démarque des autres interactions qui
sont toutes mesurées autour du micromolaire. Cela tend a montrer que CHMP3 serait le premier a
arriver au site de polymérisation aprés CHMP4B puis il recruterait CHMP2A. Cet ordre d’arrivée au
site de polymérisation est en accord avec les données disponibles sur ESCRT-1II [8], [79], [157]. Il est
toutefois difficile d’établir une séquence précise d’assemblage des protéines CHMP sur la seule base
des affinités déterminées en SPR. En effet, les valeurs des constantes de dissociation ne sont que peu
différentes et il doit exister des facteurs externes régulant I'arrivée d’une protéine CHMP donnée au
sein du polymére durant I'assemblage d’ESCRT-Ill a la membrane.

Ainsi, le phénomeéne d’activation constaté entre les polymeres CHMP4B et les monomeéres
CHMP2A ne se retrouve pas avec CHMP3 (Figure 32). L’homologue de CHMP3 chez la levure peut
former des homopolyméres [74]. De méme, CHMP3 peut former des structures polymériques en
anneaux. Cependant, ces structures n’apparaissent qu’en concentrant la protéine (>10 mg/mL), ce
qui n’est pas le cas de CHMP2A qui forme des polyméres beaucoup plus facilement sans que I'on ait
a forcer la réaction. Or sur les profils de chromatographie d’exclusion de taille de CHMP3, il n’y a pas
de pic correspondant a une forme polymérique (Figures 14A et 25B) ; il n’est donc pas surprenant
que méme en présence de polymeres CHMP4B, CHMP3 affiche la méme affinité qu’avec les
monomeres (Figures 30 et 32). La protéine CHMP3 possede une affinité d’environ 3-4 uM pour
CHMP2A (Figure 27), cette valeur est également correlée avec ce qui a été décrit sur l'interaction
entre ces deux protéines [73]. La queue C-terminale autoinhibitrice de CHMP3 et CHMP2A ont été
identifiés comme freins a la formation de polymeéres [73], [76]. Cependant, la formation de tubes
reste possible avec une construction full-length de CHMP3 (voir section 2.1.1.) et la présence des
hélices a5 et a6 sur cette derniére n’'empéche pas l'interaction avec CHMP2A (Figures 27 et 28). Cela
confirme que la régulation de CHMP3 par sa queue C-terminale est moins stricte que pour une
protéine comme CHMP2A, comme cela avait été observé précédemment [73], [86].

En dépit des similarités structurales existant entre protéines CHMP, chaque membre
d’ESCRT-IIl semble exercer une fonction bien précise [157]. En se basant sur les données disponibles
ainsi que sur les résultats obtenus ici ; il est possible de présenter un modeéle de fonctionnement d’un
complexe ESCRT-lll minimal tel qu’il doit exister lors du bourgeonnement viral (Figure 53). Aprés
intervention des facteurs agissant en amont d’ESCRT-III, il y a formation d’un large col membranaire
rattachant la vésicule a la membrane (Figure 53A, B). Ce col ne peut se résoudre par scission sans
rapprochement des membranes. L’activation d’ESCRT-IIl conduit donc a la formation de polymeres
circulaires CHMP4 qui rétrécissent le diameétre du col membranaire [78], [75] (Figure 53 C). Lorsque
les polymeres CHMP4 sont assemblés, il y a recrutement de la protéine CHMP3 qui a son tour recrute
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CHMP2A (Figure 53D). La séquence d’apparition des trois protéines est dictée au moins en partie par
la force des affinités respectives existant entre les différents partenaires. CHMP3 et CHMP2A
forment ensuite un hétéropolymeére en forme de dome qui interagit fortement avec la membrane. La
grande stabilité du polymere permet de fournir I'énergie nécessaire a la fermeture du col
membranaire ainsi qu’a son maintient de la contrainte exercée a ce niveau (Figure 53E). La derniére
étape du processus conduit a la fission membranaire apres intervention de I’ATPase VPS4 qui fournit
I’énergie nécessaire a la déstabilisation de la structure ainsi formée par désassemblage du polymeére
(Figure 53F).
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Figure 53 : Modeéle de formation d’ESCRT-III basé sur les données bibliographiques et sur les résultats présentés
dans ce manuscrit. A. Membrane lipidique avant déformation. B. Vésiculation provoquée par la machinerie
ESCRT ou Gag dans le cas du bourgeonnement viral. C. Rétrécissement du col membranaire provoqué par
Iactivation d’ESCRT-Ill. La protéine CHMP4 assure le maintien et le rétrécissement du col membranaire qui
rattache la vésicule (ou le virion) en formation en formant des polymeres circulaires. D. Une fois le polymére
CHMP4 formé, la protéine CHMP3 est recrutée ; elle amorce alors la formation d’un hétéropolymére avec
CHMP2A. E. Le polymére CHMP3/CHMP2A forme une structure tubulaire se terminant par un déme. La surface
externe de cette structure interagit fortement avec la membrane et referme ainsi le col membranaire. F.
L’arrivée de I'’ATPase VPS4 permet le recyclage et la libération du la vésicule/du virion en désassemblant le
polymere ainsi formé. Aprés désassemblage complet, la vésicule est libérée et la membrane reprend sa forme

(A.).
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Les travaux visant a obtenir un anticorps spécifique des polyméres ESCRT-IIl se basent sur la
présence d’un épitope présent dans le polymeére uniquement. Idéalement, I'anticorps ne doit pas
produire de réaction croisée avec les monomeéres. De tels épitopes doivent étre présents dans les
polyméres a l'interface entre protéines CHMP ou encore dans des conformations spécifiques de ces
protéines, comme le suggére la reconstruction tridimensionnelle des polyméres CHMP2A/CHMP3
(section 3.1.1.2.2.). Cependant, ces épitopes sont peut étre masqués dans le polymere et ils doivent
certainement coexister avec d’autres épitopes structuralement redondants avec les monomeres
CHMP. C’est ce qui semble expliquer au moins en partie I'absence de clones franchement positifs en
Phage Display. La localisation intracellulaire de I'anti CHMP4B obtenu dans ce travail suggére une
forte interaction avec des structures polymériques. Des travaux menés sur les protéines CHMP et
plus particulierement CHMP4 montrent que les monomeéres ont une distribution homogene dans le
cytoplasme. A l'inverse, les protéines activées (délétions C-terminales) affichent un marquage
ponctiforme hétérogéne [80], [84]. C'est précisément ce type de marquage qui est observé avec
I’anti-CHMP4B purifié ici (Figures 49 A et B). Bien que la construction CHMP4B utilisée soit couplée a
la protéine fluorescente DsRed, il n’a pas été possible de colocaliser son signal avec les puncta ciblés
par l'anticorps. Cependant, le méme type de marquage a été observé sur des cellules non
transfectées ce qui tend a montrer que I'anti-CHMP4B obtenu ici reconnait la protéine CHMP4B
endogéne. Bien qu’une caractérisation plus poussée de I'anticorps soit nécessaire afin d’éliminer
toute possibilité de réaction croisée avec d’autres protéines cellulaires, les résultats obtenus en
immunofluorescence avec cet anticorps concordent avec ce qui a été décrit dans la littérature pour
CHMPA4. En utilisant une colonne basée sur les monoméres CHMP4B, il est aussi possible de
poursuivre la purification de cet anticorps polyclonal afin de ne sélectionner que ce qui interagit avec
les polymeres. Cet anticorps pourra enfin étre utilisé pour purifier les polymeéres ESCRT-IIl endogénes
et les comparer aux polymeres obtenus in vitro afin de mieux comprendre la composition et la
formation d’ESCRT-III dans les cellules. Ce type d’expérience devrait permettre a terme de valider ou
d’infirmer le modele présenté en figure 53.

Ce travail a permis de poser des bases structurales pour la compréhension du mécanisme de
polymérisation des protéines CHMP. Les polyméres sont tres stables en raison des multiples contacts
visibles dans la structure des tubes. Les interfaces entre monomeres présentent des affinités bien
distinctes pour permettre un assemblage ordonné. Les polyméres CHMP2A/CHMP3 forment des
filaments hélicoidaux qui peuvent s’associer ensemble pour former différents types d’hélices et cette
grande plasticité d’assemblage est certainement nécessaire pour former des structures coniques
(dont la structure varie a chaque tour d’hélice). Cette étude a également permis de lever le voile sur
une partie du mécanisme de formation d’ESCRT-IIl. Bien que I'utilisation de troncations se soit
révélée infructueuse, la puissance de la technique SPR a permis de disséquer en détails I'interaction
entre plusieurs protéines CHMP. Le protocole développé ici devrait permettre d’établir une véritable
carte des interactions au sein d’ESCRT-IIl. En étendant ce type d’analyse aux autres protéines CHMP,
il sera possible de mieux comprendre le mécanisme de formation d’ESCRT-III. Enfin, la conception de
mutants incapables d’utiliser I'une ou l'autre des deux interfaces de polymérisation identifiées ici
permettra de mieux cerner quelle partie des protéines CHMP est requise pour les interactions
interfilament et intrafilament.
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Cette étude fournit des méthodes pour la production, la purification ainsi que la caractérisation
de polymeres ESCRT-III et les données structurales et biophysiques obtenues ici tendent a montrer
que les protéines CHMP partagent un mécanisme de polymérisation commun.
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5. Annexes

5.1. Article 2: CC2D1A is a regulator of ESCRT-III
CHMPA4B.

Martinelli N*, Hartlieb B*, Usami Y, Sabin C, Dordor A, Miguet N, Avilov
SV, Ribeiro EA Jr, Gottlinger H, Weissenhorn W.

J Mol Biol. 2012 May 25;419 (1-2):75-88.

* 1 la contribution des auteurs est similaire.

- Résumé de I’article: Il a été montré que les protéines CHMP4B et CC2D1A interagissent
[159]. En revanche, le r6le de CC2D1A reste obscur, notamment son implication dans le
fonctionnement d’ESCRT. L’article confirme qu’il y a une interaction directe entre CC2D1A
et CHMP4B et délimite les régions impliquées dans cette interaction. Un mutant CHMP4B
incapable d’interagir avec CC2D1A est identifié et une troncation C-terminale de ce mutant
s’avere incapable d’afficher un effet dominant négatif sur le bourgeonnement du VIH.
Enfin, il est montré que CC2D1A impacte négativement la formation des polymeres
CHMP4B in vitro.

- Contribution personnelle: J'ai purifié la protéine CHMP4B et j’ai conduis les tests de
polymérisation de CHMP4B en présence de CC2D1A présentés en figure 4 de I'article.
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Endosomal sorting complexes required for transport (ESCRTs) late
diverse processes ranging from receptor sorting at endosomes to distinct
steps in cell division and budding of some enveloped viruses. Common to
all processes is the membrane recruitment of ESCRT-II that leads to
membrane fission. Here, we show that CC2D1A is a novel regulator of
ESCRT-1I1 CHMP4B furction. We demonstrate that CHMP4B interacts
directly with CC2D1A and CC2D1B with nanomolar affinity by forming a
1:1 complex. Deletion mapping revealed a minimal CC2D1A-CHMP4B
hinding construct, which includes a short linear sequence within the third

Edited by E. O. Freed

Keyworids: DM14 domain of CC2D1A. The CC2D1A binding site on CHMP4B was
CC2D14A; mapped to the N-terminal helical hairpin. Based on a crystal structure of the
Freud-1; CHIMPA4B helical hairpin, two surface patches were identified that interfere
Aki-1; with CC2D1A interaction as determined by surface plasmon resonance.
Lgd; Introducing these mutations into a C-terminal truncation of CHMP4B that
ESCRT exerts a potent dominant negative effect on human immunodeficiency virus

type 1 budding revealed that one of the mutants lost this effect completely.
This suggests that the identified CC2D1A binding surface might be required
for CHMP4B polymerization, which is consistent with the finding that
CC2D1A binding to CHMP4B prevents CHMP4B polymerization i1 vitro,
Thus, CC2D1A might act as a negative regulator of CHMP4B function.
©2012 Published by Elsevier Ltd.
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Introduction

The coiled-coil- and C2-domain-containing pro-
teins A and B (CC2D1A, CC2D1B) are evolutionary
conserved proteins that contain four Drosophtiia
melanogastér 14 domains (DM14) of unknown
function followed by a C2 domain. CC2D1A and
CC2D1B are also known as Akt kinase interacting
protein 1 (Aki-1), Five prime REpressor Under Dual
repression binding protein 1 (Freud-1 and 2) and
Tank-binding kinase 1 (TBK-1)-associated protein in
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endolysosomes. The emerging picture for CC2D1
function suggests that it acts as a scaffold protein
that touches and/or connects several distinct cellu-
lar functions. CC2DIA was initially reported to
function as activator of nuclear factor «B' and as
transcriptional repressor of the serotonin-1A recep-
tor gene;>” its deregulation was associated with
major depressive disorder.* Furthermore, a C-
terminal deletion in the CC2D1A gene has been
linked to nonsyndromic mental retardation.’

Besides transcriptional regulation, CC2D1A
(TBK-1-associated protein in endolysosomes, Aki-
1) has been implicated in different signaling
pathways including the TBK-1, nuclear factor kB
and extracellular-signal-regulated kinase pathways
that regulate immunity, inflammation and cell
survival™” and the PDK1/Akt (phosphatidylinosi-
tol-2-OH/3-phosphoinosite-dependent protein ki-
rase 1-Akt) pathway in epidermal growth factor
signaling® associated with cell survival and cell
cycle progression.

A direct role in cell division is suggested by the
CC2D1A (Aki-1) association with centrosomes and
regulation of centriole cohesion.” Its function durin%
mitosis is further controlled by phosphorylation.”
Consistent with a role in cell division, CC2D1A (Akil)
depletion caused the formation of multipolar
spindles.”’’ Interestingly, a similar phenotype was
observed upon depletion of some endosomal sorting
complex required for transport g—ZSC RT) components
including ESCRT-III CHMP4B.

ESCRT complexes 0, [, II and Il and the VP54
complex catalyze multivesicular body biogenesis,
leading to plasma membrane receptor down-
regulation, **5 and some ESCRTs arerecruited during
cytokinesis and enveloped virus budding.’®™® The
function of ESCRT-IIT and VPS4 is common to all three
processes and required for membrane fission. ™% A
direct link between ESCRT function and CC2D1A was
proposed by the yeast two-hybrid interaction of
CC2D1A and CHMP4.?" Further evidence of an
ESCRT-CC2D1A, CC2D1B connection originates
from studies with the Drosophila homologue Lethal
giant discs (Lgd) of CC2D1A, which is implicated in
Notch receptor signaling. In [gd mutant cells, Notch
and other transmembrane proteins accumulate in
enlarged endosomal compartments positive for Rab5,
Rab 7 and the ESCRT-0 factor Hrs. This indicated that
Lgd f&ugtions inendosomal trafficking downstream of
e 2>

In order to test the connection of CC2D1A and
ESCRT-III, we set out to analyze the structural basis
of the CC2D1A interaction with ESCRT-III CHMP4.
We show that only one DM14 domain is required for
the interaction with C-terminally truncated
CHMP4B and identify the interaction surface by
site-directed mutagenesis. CC2D1A co-purification
with truncated forms of CHMP4B identified the
requirement of the helical hairpin of CHMP4B for

interaction. Isothermal titration calorimetry (ITC) of
CHMP4B deletion constructs and CC2D1A mapped
the binding site to the N-terminal end of the
CHMP4B hairpin, whose structure was determined
to 1.8 A resolution. Mutagenesis of the CHMP4B
hairpin fragment confirmed this region as CC2D1A
interaction site as tested by surface plasmon
resonance (SPR) analyses. Furthermore, we provide
evidence that the CC2D1A interaction surface is
important for CHMP4B polymerization and re-
quired to exert a dominant negative effect on
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
budding. Because the CC2D1A-CHMP4B interac-
tion inhibited CHMP4 polymerization in vitro, our
data suggest further that CC2D1A might thus act as
a regulator of CHMP4 polymerization.

Results

CC2D1A recruits CHMP4B in vitro

A yeast two-hybrid screen identified CC2D1A and
CC2D1B as potential binding partners of CHMP4A,
CHMP4B and CHMP4C.*" In order to confirm the
yeast two-hybrid results, we set out to determine the
direct interaction of CC2DIA or CC2D1B and
CHMP4B. Although attempts to express full-length
CC2D1A or CC2D1B in Escherichia coli failed, a C-
terminal deletion of CC2D1B, which lacks the C2
domain, CC2D1B(1-601) (Fig. 1a and b) could be
expressed and co-purified with maltose binding
protein (MBP) fused to CHMP4BAC.* Both proteins
eluted in the same peak from a size-exclusion
chromatography (SEC) column (data not shown).
However, removal of MBP from CHMP4BAC by
tobacco etch virus (TEV) protease cleavage induced
aggregation of the complex. The same construct
corresponding to CC2D1A was poorly expressed
and not soluble. For enhancement of the solubility of
the complex, a smaller CHMP4B fragment containing
residues 7-110 was identified by limited proteolysis
with trypsin, and MBP-CHMP4B(7-110) was cloned
and expressed. MBP-CHMP4B(7-110) formed a
complex with CC2D1B(1-601), which stayed mono-
disperse after removal of MBP. SEC in combination
with multi-angle laser light-scattering (MALLS)
analysis indicated a 1:1 binding stoichiometry based
on the ~ 80-kDa molecular mass of the complex (Fig.
1¢), which is close to the calculated molecular mass of
76.4 kDa for a 1:1 complex [the calculated molecular
mass of CC2D1B(1-601) is 64.6 kDa, and that of
CHMP4B(7-110) is 12 kDa]. The 1:1 stoichiometry
was further confirmed by ITC, which revealed a K of
382 nM for the CC2D1B(1-601)-MBP-CHMP4B(7-
110) interaction (Fig. S1 and Table 1).

In order to further define the CHMP4B interaction
site on CC2D1A, we designed several deletion
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Fig.1. CC2D1Binteracts with CHMP4B in vitro. (a) Schematic drawing of the domain organization of CC2D1 isoforms.
Both isoforms contain four DM14 domains followed by a C2 domain, (b) Schematic drawing of the CC2D1A and CC2D1B
constructs tested for CHMP4B interaction by SEC and ITC. Complex formation is indicated with a +. (c) SEC (5200
column) in combination with RI (refractive index) and MALLS analyses of CC2D1B(1-601) in complex with CHMP4B(7-
105) reveals a 1:1 complex. The inset shows the complex eluted from the SEC column [upper band, CC2D1B(1-601); lower
band, CHMP4B(7-105)]. (d) MALLS (S-75 column) analysis of the CC2D1A(346—455)-CHMP4B(23-97) complex shows a
molecular mass of 18.2 kDa. The calculated molecular mass of the complex is 20.9 kDa. (e) Pull down of CC2D1A(346-455)
wild type and mutant (mut; CQ2D1A_n4) by MBP-CHMP4B(7-105) shows that the CC2D1A mutations abrogate
CHMP4B binding. Lane 1 and 2 input of CC2D1A(346—455) wild type and mutant, respectively; lane 3 pull down of
CC2D1A(346-455) wild type and lane 4 of the mutant; lanes 5-7 show the controls, MBP-CHMP4B(7-105) alone,
CC2D1A(346—455) and mutant alone. Molecular mass markers are indicated.

constructs of CC2D1A (Fig. 1) and tested the
interaction with CHMP4B(7-110) by SEC (data not
shown), ITC or MALLS (Figs. S1 and S2). This
demonstrated that the third DM14 domain and the
region connecting to the fourth DM14 domain are
required for interaction. ITC and MALLS confirmed
the 1:1 stoichiometry for CHMP4B binding to the
minimal binding construct CC2D1A(346-455) (Fig.
1d and Fig. S1). However, ITC also indicated small
differences regarding the individual Ky values.
CC2D1A(309-494) produced a Ky of 351 nM,
which is comparable to CHMP4B(7-110) binding
to CC2D1B(1-601) (K4=382 nM). Shortening the N-
terminus further as in CC2D1A(346-494) increased
the K 2-fold to 719 nM. In contrast, the C-terminal
truncation of CC2D1A(346-494) to CC2D1A(346—-
455) produced a similar Ky as observed for

CC2D1A(346—494) (Table 1). Further truncations
such as CC2D1A(291-416), which is short of the
region C-terminal of the third DM14 domain, and
CC2D1A(416-455), which lacks the third DM14
domain, did not produce complexes as analyzed
by SEC and ITC (data not shown). We conclude
from these experiments that amino acids 346455,
which include the third DM14 domain, contain the
main binding site for C-terminally truncated
CHMP4B.

In order to map the CHMP4 binding site on
CC2D1A, we compared sequences from different
species of CC2D1A and CC2D1B comprising the
minimal CHMP4 binding region (residues 346-455)
as determined by SEC and ITC. Because both
CC2D1A and CC2D1B bind to CHMP4B, we
designed a mutant of CC2D1A(346-455) based on
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Table 1. ITC of the CC2D1 interaction with CHMP4

Cell (uM) Syringe (1M) N AH (keal /mol) Ks nMal)
CC2D1B{1-401) 10 MBPF-CHMP4AB({7-110) 85 1020007 -13710=1233 3R=24
MBP-CHMP4B{7-110) 10 QD1 AG09-84) 253 0540006 —738126758 5122
MBP-CHMP4B(7-110) 9 CCADIA(346-84) 145 10320009 -8164 29152 719=41
MBE-CHMPB4B{7-110) 9 CCD1A{346-65) 117 090=0.007 -B193=5449 680 =34
MBP-CHMP4B(23-97) 14 CCAD1A(346-65) 200 090=0019 14 A00£166 89 5495=118

The standard error sssociated with the values for N, AH and K i derived from the nonlinesr least-squares fitting of the curves shownin

Rg. 81.

sequence conservation. CC2D1A mut has seven
conserved residues chan to Ala (Fig. S3). The
mutant protein was soluble, and the interaction was
tested with MBP-CHMP4B(7-15). While wild-type
CC2D1A(346-455) was able to pull down
CHMP4B(7-105) as expected from the ITC measure-
ments, CC2D1A_mut did not interact with CC2D1A
in this assay (Fig. 2e). We corclude from these
experiments that the linear sequence within
CC2D1A residues 374-393 (Fig. S3) is important,
implicating the third DM14 domain in CHMP4B
binding.

We tested next whether truncations of both
helices of the CHMP4B helical hairpin to residues
23-97 affect CC2D1A binding. CHMP4B{23-97)
still interacted with CC2D1A(346—455) as deter-
mined by SEC (data not shown). However, ITC
measurements indicated an ~10-fold higher K of
5.5 uM (Fig. S1 and Table 1). This suggests that the
N- and C-terminal ends of the CHMP4B hairpin
are important either for CC2D1A interaction or for
the stability of the helical hairpin.

Crystal structure of CHMP4B(23-97)

We tested all complexes formed between CC2D1A
o CC2D1Band IP4Bin crystallization trials but
failed to obtain crystals of the complex. However, in
one of the crystallization trials performed with the
complex of CC2D1A(346—455) and CHMP4B(23-97),
CHMP4B(23-97) crystallized on its own. The struc-
ture wag solved from a selenomethione-substituted
crystal using the single-wavelength anomalo
dispersion method and diffraction data to 1.8
resolution (Table 2), which resulted in a readily
interpretable electron density map (Fig. 2a). The
asymmetric unit contained four molecules forming
idéntical ~ 64-A-long helical hairpins composed of
al residues 23-58 and a2 residues 61-97 (Fig. 2b). C*
superpositioning of the main-chain atoms of
CHMP4B with the main chain of CHMP3 results in
anr.m.s.d. of 2.68 A (Fig. 2¢) and with the main chain
of IST1, in an rms.d of 3.32 A (Fig, 3d). Likewise,
part of o helix 1 from yeast Vps20 (CHMPS) fits al
from CHMP4 withanr.m.s.d. of 0.68 A (Fig. 2d). This
corroborates the structural similarity of CHMP
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proteins despite their low sequence conservation
(Fig. 34).

Mapping of the CC2D1A binding site on
CHMP4B

We focused our mutational analyses to map the
CC2D1 A binding site to the N-and C-terminal ends of
the helical hairpin for the following reasons. First,
deletion of the N-and C-terminal ends of CHMP4B(7-
110) that produced CHMP4B(23-97) induced a 10-
fold reduction in affinity for CC2D1A. Second, all
CHMP4B-CC2D1A complexes were disrupted by
high-salt treatment, indicating a potential role for
charged interactions. Third, charged residues for
rmutagenesis were further chosen based on sequence
cnservation, taking into account that only CHMP4
isoforms interact with CC2D1A or CC2DI1B (Fig. 34).
Ffth, mapping of the charged residues on the helical
hairpin structure revealed one side of the molecule
that contains a cluster of acidic and basic residues at
the N- and Ceterminal ends of the hairpin, while the
opposite side is largely uncharged (Fig. 3a). Based on
these observations, we designed three sets of mutants
of CHMP4B(7-105): one containing amino acid
changes within al, CHMP4B,,,,, (R28A, R30A,
D3IR, E33R); one with amino acid changes within
a2, CHMP4B,,.1» (E90R, E94R, E97R); and the double
mutant CHMP4B.,.,; 2. Co-purification of
CC2D1A(346-455) and wild-type or mutant (mutl,
mut?, mutl.2) MBP-CHMP4B(7-105) demonstrated
that both wild-type and mutant MBP-CHMP4B(7-
105)mun pulled down CC2D1 A(346-455). In contrast,
MBP-CHMP4B(7-105) pu2 and MBP-CHMP4B(7-
105)mun2 o longer interacted with CC2D1A(346~
455) (Fig. 3b). This interaction pattern was confirmed
by SPR. Wild-type CHMP4B(7-105) produced a K; of
320 nM (Table 3 and Fig. S5) similar to the affinity
measured by ITC (Table 1). In contrast, CHMP4B({7-
105)n 11 showed only an ~45-fold reduced K4, while
CHMP4B(7-105 )2 and CHMP4B(7-105)pun2 1O
longer interacted with CC2D1A (Table 3 and Fig. S5).
We conclude that a charged surface patch ona helix 2
(E90, E34 and E97) is important for binding and that
neighboring charged residues within helix 1 (R28,
R30, D31, E33) contribute to CC2D1A interaction.
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CC2D1A binding to CHMP4B prevents CHMP4B
polymerization in vitro

We have previously shown that C-terminally
truncated CHMP4B, MBP-CHMP4B y¢_ 1:x, can
form polymers in vitro.** For testing of whether
CC2D1A interferes with CHMP4B polymerization,
MBP-CHMP4B ;¢ a1:1x alone and MBP-CHMP4B .
avix In complex with CC2D1A(346-455) were
cleaved with TEV protease and analyzed by sucrose
gradient density centrifugation. This showed that
CC2D1A alone is found in the upper fractions of the

adient (Fig. 4a), while MBP-CHMP4B ¢ aix alone
orms monomers and high-molecular-weight poly-

185

Fig. 2. Crystal structure of the
helical hairpin of CHMP4B. (a)
Stereo image of the electron density
map calculated based on the single-
wavelength anomalous diffraction
phases without density modifica-
ton, (b) Ribbon diagram of the
CHMP4B helical hairpin containing
residues 23-97. Note that the crys-
tallized construct contained four
extra residues at the N-terminus,
which are in a helical conformation.
(c) Stereo images of CHMP4B (blue)
and CHMP3 (salmon) [Protein Data
Bank (PDB) ID 3FRT] based on
superpositioning of the C* atoms.
(d) Stereo images of CHMP4B
(blue) and, IST1 (cyan) (PDB ID
3FRR) based on superpositioning of
the C* atoms. (e) Superpositioning
of the C* atoms of CHMP4B (blue)
and Vps20 (gray) (CHMP6) (PDB
ID 3HTU); the CHMP4B residues
affecting CC2D1A interaction are
labeled in red, and the Vps20
residues involved in ESCRT-II
Vps25 interaction are shown in
yellow.

mers present in the lower fraction (Fig. 4b). When
MBP-CHMP4B ¢ sy« 15 cleaved with TEV protease,
the monomers shift into the polymer fraction (Fig.
4¢). However, if MBP-CHMP4B ;- ;i is incubated
with CC2D1A(346-455) prior to TEV protease
cleavage, approximately half of monomeric
CHMP4B ¢4 Stays monomeric and floats togeth-
er with CC2D1A(346-455) in the upper fraction of
the gradient, while the other half of CHMP4B.c aiix
polymerizes and is found in the bottom of the
gradient (Fig. 4d). When the same experiment is
performed with CC2D1A_,,,, that no longer in-
teracts with CHMP4B (Fig. le), monomeric
CHMP4B . asix is no longer rescued by CC2D1A,
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Table 2. Data collection and refinement statistics

CHMP4 (SeMet)
Data collection
Space group P2,2,2,
1l dimensions a, b, ¢ (A) 3759, 7143, 123.68
Wavelength (A) 0.9795

Resolution 41.23-1.80 /(1.90=1.80)
Rrrerge 0.074 (0.414)
Lol 16.3 (4.4)
Comp!ctmess %) 99.7 (100.0)
Multiplicity 7.0(7.1)
Anomalous mmplctcne&s 99.6 (100.0)
Anomalous multiplicity 3.6 (3.6)
Total observations 220,642 (32,311)
Unique reflections 31,659 (4520)
Wilson B-factor (A?) 233
Refinement
Resolution (A) 1.80
Ryork (number of reflections) 0.227 (30,007)
Riee (number of reflections) 0.285 (1588)
Number of atoms

Protein 2693

Water 137
B-factors (Az]

Protein 16.78

Water 276
rm.s.d

Bond lengths (A) 0018

Bond angles (%) 0.884

Values in parentheses are for highest-resolution shell.
SeMet, selenomethionine.

and all of cleaved CHMP4B y¢_ 4y, i found in the
bottom fraction of the gradient (Fig. 4e). Because
CC2D1A is never found in the bottom fraction
together with CHMP4B,c anx polymers, it indicates
that CC2D1A does not interact with CHMP4B
polymers. We confirmed this by incubating
CC2D1A(309-494), which migrates in the upper
fraction of a sucrose gradient (Fig. 4f), with
CHMP4B, ¢ a4« polymers. Again, CC2D1A is not
found in the bottom fraction, indicating that it does
not interact with CHMP4B polymers (Fig. 4g). These
results indicate that the CC2D1A binding site is not
accessible on CHMP4 filaments and that CC2D1A
prevents CHMP4B polymerization in vifro.

The CHMP4B mutations affect HIV-1 budding

In order to test whether the mutation of the
(QC2D1A binding site on CHMP4B affects HIV-1
budding, we introduced the CHMP4B mutations
(mutl, mut2, mutl.2) into CHMP4B(1-153)-flag,
which was shown to exert a dominant negative
effect on HIV-1 budding when expressed in HIV-1-
producing 293T cells. As expected, wild-type
CHMP4B(1-153)-flag inhibited HIV-1 release effi-
ciently in comparison to the vector control (Fig. 5a).
Similarly, expression of CHMP4B,,1 (mutl; R284,
R30A, D31R, E33R) is still dominant negative, albeit
slightly reduced (Fig. 5a), while CHMP4B ;>
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(mutation 2, E90R, E94R, E97R) has lost its dominant
negative effect completely (Fig. 5a). As expected, the
double mutant CHMP4Bn:1.2 behaved like
CHMP4B 2 and is no longer dominant negative
(Fig. 5a). Consistent with the release pattern, wild-
tvpe CHMP4B(1-153) and CHMP4B,,,, revealed
the intracellular accumulation of the Gag cleavage
intermediates CAp2 and p41 (Fig. 5b, left panel,
lanes 1 and 2), which are characteristic for late
assembly defects.”*?” These results indicate that the
acidic Mut2 patch on helix 2 is required for the
dominant negative effect of CHMP4, while the
surface patch of Mutl seems to be less important.
We next compared the cellular localization of
CHMP4B(1-153)-flag and its mutated forms in order
to test whether localization correlates with the
propensity to block HIV-1 budding. Confocal
microscopy imaging revealed that approximately
80% of CHMP4B(1-153)-flag, 64% ofCHMP4B,,,,;
and 79% of CHMP4Bur2 localize along the plasma
membrane (Fig. 6a— and Fig. S7). In contrast,
CHMP4B,,;; > reveals dramatically reduced plasma

(b) MBP-CHMP4B(7-105)

ot mut!  mut2  mutt.2

CHMP4B

Fig. 3. CC2D1A binds to the N-terminal end of the
CHMP4B helical hairpin. (a) The molecular surface of
CHMP4 is shown in two orientations, and charged
residues are indicated. The two patches affecting
CC2D1A interaction are circled in green; CHMP4Bnuy
carries the R28A, R30A, D31R and E33R mutations, and
CHMP4B,,> has E90R, E94R and E97R mutated. (b) Co-
purification of CC2D1A(346-455) and wild-type or mu-
tant MBP-CHMP4B(7-105); lane 1, wild-type MBP-
CHMP4B(7-105); lane 2, MBP-CHMP4B(7-105)m.t1; lane
3, MBP-CHMP4B(7-105),,,42; and lane 4, MBP-
CHMP4B(7-105)mut 2-
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Table 3. SPR analyses of the CHMP4B and CC2D1A interaction
ks ks K4

Ligand Analyte (10° M~1s7) (1073 s7Y) (nMol) Chi?
CC2DI1A(346=455) MBP-CHMP4 B(7-105) 25+2 792028 320 0.244
CC2D1A(346=455) MBP-CHMP4B(7=105)mu1 1.2:013 172012 1400 116
CC2D1A(346=455) MBP-CHMP4B(7=105) a2 - - - -
CC2D1A(346-455) MBP-CHMP4B(7=105) st 2 - - - -

The standard errors (SE) are derived from four measurements.

membrane (19%) wversus 81% cytosolic localization
(Fig. 6d and Fig. S6). This indicates that the mut2
mutation still allows plasma membrane localization,
while the double mutant {(mutl.2) surface has
largely lost its ability to be targeted to the plasma
membrane. Because mutants mut2 and mut1.2 act
no longer dominant negative during HIV-1 budding
(Fig. 5), we speculate that this might be due to a
defect in polymerization rather than membrane
association. To test the effect of the mut1.2 surface

TOP e £:0 TTOM

(a)

1 CC2D1A(346-455)

(b) 7 — 1. MBP-CHMP4B, ¢ 5
3 -MBP
(c) & = . mBP
N e * e CHMP4B,c i
(d) s -MBP
2 - - CHMP4B sc.ajix
20-
15-
R -CC2D1A(348-455)

- CC2D1A(309-494)
25
50-— — - MBP.

(9) "="=== ~ JCC2D1A(309-494)
Zal - + = CHMP4B ¢ pux

Fig. 4. CC2D1A prevents CHMP4B polymerization.
Sucrose gradient analyses of MBP-CHMP4Byc_alixw
CHMP4B,c.a1ix and CC2D1A. (a) CC2D1A(346-455); (b)
MBP-CHMP4B ¢ 45 (¢) MBP-CHMPAB ¢ 4y after TEV
protease cleavage; (d) MBP-CHMP4Byc_a1ix was incubat-
ed with CC2D1A(346-455) and then subjected to TEV
protease cleavage; (&) MBP-CHMP4B sc_ajix was incubat-
ed with CQ2D1A_..+ and then subjected to TEV protease
cleavage. (f) CC2D1A(309-4%4) and (g) CHMP4B,¢ 4
polymers were incubated with CC2D1A(309-494).
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patch on polymerization, we mutated the surface of
MBP-CHMP4B ¢ ajix, Which forms polymers in
vitro.** Sucrose gradient analyses of wild-type
MBP-CHMP4B ¢ 4;ix and the mutated form
(mutl.2) demonstrate that the wild type forms
monomers detected in the top fraction of the

(a) CHMP4B, 5:FLAG CHMP4B, 4s,FLAG
— —
s -~ § -
§c332 s 2
- —_ — - —Pr55
- At
a-CA
- a— - - ch
1.2 3 4 1.2 3
Virions Virions
(b) ' ————— P55
“————— ———— D41
a-CA
- P2
1.2 3 TeA
12 3 4
Cells Cells
GFLAG e | CHMP4B,.,5,FLAG
1.2 3 4 1.2 3
Cells Cells

Fig. 5. Mutations in CHMP4B annul the dominant
negative effect of C-terminally truncated CHMP4B, (a)
(Left panel) Expression of wild-type CHMP4B1-153FLAG
exerts a strong dominant negative effect on HIV-1
budding (lane 2) as compared to the vector control (lane
1). Expression of CHMP4B1-1531,; shows that it is still
dominant negative (lane 3), while CHMP4B1-153 .. lost
the dominant negative effect (lane 4). (Right panel) Lane 1
vector only control; lane 2, expression of wild-type
CHMP4B1-153FLAG exerts a strong dominant negative
effect; and lane 3, the double mutant CHMP4B1-153 .0 2
is no longer dominant negative. (b) Western blot revealing
the intracellular Gag processing corresponding to the
panels shown in (a). (Lower panel) Western blot showing
the expression levels of the CHMP4B constructs.
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(a) CHMP4B(1-153)-flag wt

(b) CHMP4Bmut1

(C) CHMP4Bmut2 (d) CHMP4Bmut1 2

() 1or  —— oTTOM

50— ——
37-
50- i e G—  ——

37- —

gradient and polymers detected m the bottom
fraction of the gradient as expected** (Fig. 6e). In
contrast, the mutated form of MBP-CHMP4B, i
is monomeric and only found in the upper fraction
of the gradient (Fig. 6e). We thus conclude from the
immune localization data and the in vitro polymer-
ization of CHMP4B that the surface patch of mut1.2
plays a role in CHMP4B polymerization.

Discussion

CC2D1A and CC2D1B have been linked to a
wide variety of cellular processes including tran-
scriptional Lontrol % slgnalmg paﬂm ays 5 cen-
triole regu]anon, cell division®*? and endosomal
sorting.2’-> Here, we show that CC2D1A and
QC2D1B serve as adaptor proteins for ESCRT-III
CHMP4B as previously indicated by yeast two-
hybrid analyses.?® A direct interaction was con-
firmed in vitro emplo_\ ing recombinant CC2D1A and
QC2D1B and CHMP4B. CHMP4 interaction requires
the third DM14 repeat to form a 1:1 complex with
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W |- MBP-CHMPAB, ;.

- MBP-CHMPAB, . so;mut1 2

Fig. 6. The mutl.2 surface patch
is important for plasma membrane
localization and polymerization of
CHMP4B in vitro. Confocal micros-
copy of CHMP4B(1-153)-flag local-
ization in HEK293 cells
CHMP4B(1-153)-flag wild ty
(b) CHMP4B(1-153)-flag carry mg
the mutl, (¢) the mut2 and (d) the
mutl.2 surface patch mutations.
Individual confocal Z-sections are
shown. Nuclei have been stained
with 4',6-diamidino-2-phenylin-
dole. The scale bar represents
10 pm. (e) Sucrose gfadlen ana-
lyses of recombinant wild-type
MBP-CHMP4B yc.arix (top panel)
and MBP-CHMP4B sc.aLix carrying
the mutl.2 surface patch mutations
(bottom panel). Molecular mass
markers are indicated.

nanomolar affinity. Although CC2DI1A has four
DM14 repeats, only one interacts efficiently with C-
terminally truncated CHMP4B in vitro. We identified
residues within the third DM14 domain that are
essential for interaction. Notably, sequence align-
ment of all four DM14 domains from human
CC2DI1A indicates that the seven residues mutated
in the third DM14 domain are not strictly conserved.
DM14-1 has five residues, DM14-2 has two residues
and DM14-4 has four residues out of the seven
mutated residues conserved (Fig. S7). This thus
suggests that the other domains might provide
adaptor function in different pathways.

‘Stmctural analysis of a CHMP4B fragment shows
that the conformation of the helical hairpin of
CHMP4B is very similar to the corresponding
structural fragments of CHMP3 and [ST1.29-31
Structure-based mutagenesis analyses demonstrate
further that the CC2D1A interaction site on
CHMP4B is confined to a charged patch at one
end of the helical hairpin formed mostly by « helix 2
and some contribution from helix 1. Thus, CC2D1A
and CC2D1B are the first CHMP4B ligands that bind
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to the conserved N-terminal core. Other CHMP4
ligands such as Alix and VPS4 bind to peptide
motifs present at the extreme C-terminus.’>?
CHMP proteins exist in a cytosolic closed confor-
mation, and membrane targeting is thought to
activate them,®?*?* leading to polymer formation
in vivo and in vitro.***3 ¥ Modeling CHMP4B
onto IST1 shows that the CC2DIA interaction
surface is accessible (Fig. 2d). Noteworthy, yeast
ESCRT-III Vps20 (CHMP6) employs a neighboring
surface to interact with ESCRT-II \/13525‘h (Fig. 2e).

CHMP interaction with cellular ligands via their
C-termini ®**** does not affect CHMP polymeriza-
tion. On the other hand, CC2D1A interaction with
the helical hairpin of CHMP4B prevents CHMP4B
polymerization in vitro. Our results indicate further
that the charged surface patch at the base of the
hairpin is required for CHMP4B polymerization in
vitro and in vivo. One simple explanation is that
CC2D1A binding sterically hinders the formation of
CHMP4B polymers in vifro. In the context of ESCRT-
IIT assembly, CC2D1A (or CC2D1B) could then be
considered as a negative regulator of CHMP4
function.

However, we cannot exclude that CC2D1A or
CC2D1B associates with one end of CHMP4 poly-
mers, mimicking the Vps25-Vps20 (CHMP6) interac-
tion that leads to Snf7 (CHMP4) polymerization.“’"‘g
In the context of ESCRT assembly, CC2DIA (or
CC2D1B) could then be considered as a positive
regulator of CHMP4 function. Although CC2D1A or
CC2D1B has not yet been directly implicated in
endosomal sorting, the Drosophila homologue Lgd
was found at endosomes to regulate Notch receptor
trafficking.”"*® Interestingly, lgd mutants are in-
volved in the ligand-independent activation of the
receptor Notch, a process that is disturbed in ESCRT
knockdowns. ** One model was proposed where the
persistence of internalized Notch at the membrane of
the endosomes, prior to internalization into intralum-
inal vesicles, was responsible for an aberrant activa-
tion. Therefore, it is tempting to speculate that a lack
of recruitment and /or activation of CHMP4 in the Igd
mutant would impair proper internalization of Notch
into intraluminal vesicles and thus be responsible for
the observed Igd phenotype.

Among other processes, CHMP4 interaction
might be required during CC2D1A's function at
the centrosome and during cell division. Notably,
depletion of CC2D1A or CC2D1B from cells leads to
multipolar spindles,”"* and the same phenotype is
observed upon CHMP4B clepletion.‘2 However, the
exact role of ESCRTs during cell division steps other
than membrane abscission®™ > has yet to be
defined. ~

As HIV-1 budding relies on ESCRTs, #45¢ HIV-1
budding assays have been used to uncover new
aspects of ESCRT function. 1618543557 Therefore, we
used HIV-1 to test whether the CC2D1A binding site
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was important for the CHMP4B function in vivo.
CHMP4 and CHMP2 isoforms are the essential
ESCRT-III players in HIV-1 release™ and recruited
late during assembly.”™ Thus, not surprisingly,
dominant negative CHMP4B is a potent inhibitor
of HIV-1 budding.®*? The helical hairpin of
CHMP4B is required to exert a dominant negative
effect, and we show that the charged surface patch
on helix 2 plays an essential role in this process.
Notably, the helix 2 patch in CHMP4B (E90, E94,
E97) is distinct from the recently reported patch
EVLK;g4 197> which is involved in CHMP2A
binding. Moreover, CHMP4A residue 1-116 over-
expression leads to the formation of polymers in
COS7 cells,® which implies that such a fragment
represents a minimal region for polymerization.
Because there is no evidence that CC2D1A or
CC2D1B is recruited during HIV-1 budding, we
speculate that the helix 2 mutation that abrogates
the dominant negative effect as well as CC2D1A
binding affects mainly CHMP4B polymerization
during HIV-1 budding rather than plasma mem-
brane localization. It thus remains to be determined
how CC2D1A or CC2D1B influences or controls
CHMP4B polymerization during other ESCRT-
catalyzed cellular processes. In summary, we
characterized CC2DIA in vitro as a novel adaptor
molecule for ESCRT-III CHMP4, which will help to
elucidate the function of the complex during diverse
cellular processes in vivo.

Materials and Methods

Expression constructs

DNAs encoding CHMP4B(7-105), CHMP4B(7-110)
and CHMP4B(23-97) were cloned into expression vector
pBADM41, and CHMP4B mutants 1 and 2 (mutl, R28A,
R30A and D31R; mut2, E90R, E94R and E97R) were cloned
into PETM41. CC2D1B_1-601 was cloned into expression
vector pProEx-Htb (Invitrogen), and all other truncated
CC2D1A constructs were cloned into the expression
vector PET28-his_TEV (kindly provided from N. Tarbour-
iech). The CC2D1A(346—455) mutant (K374A, R376A,
R380A, K383A, D387A, R390A, K393A) was cloned in
pProEx-Htb (Invitrogen), and ¢cDNAs carrying the
CC2D1A mutations were synthesized by Genscript Inc.

Protein purification

MBP-CHMP4B,c.a1ix was produced as described
previously.® The monomeric protein was separated
from polymeric CHMP4B by gel filtration on a Superdex
200 column (GE Healthcare) in a buffer containing 20 mM
Tris, pH 74, and 100 mM NaCl

MBP-CHMP4B(7-105) constructs (mutant and wild
type) were transformed into BL21 cells and grown at
37 °C to an OD of 0.6, and protein expression was induced
with 1 mM IPTG. Cultures were grown for 1 h and
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centrifuged, and the pellet was resuspended in lysis buffer
A [50 mM Tris (pH 74), 150 mM NaCl and ethylenedia-
minetetraacetic acid (EDTA )-free protease inhibitors] before
sonication. After a second step of centrifugation, the
supernatant was filtered and loaded onto an amylose
column. The resin was washed with lysis buffer containin
1M NaCl and 1 MKCl and eluted in 50 mM Tris (pH 7.4),
350 mM NaCl and 10 mM maltose. Further purification was
achieved on a Superdex 200 column (GE Healthcare) in
buffer B, 25 mM Tris, pH 7.4, and 100 mM NaCl
CC2D1A constructs were expressed in BL21, induced
with 1 mM IPTG and grown for 3 h at 37 °C. The pellet
was resuspended in buffer A and sonicated, and the
supernatant was filtered and loaded onto a Ni-NTA
(Qiagen) resin. The column was washed with buffer A
supplemented with 1 M NaCl and subsequently with
buffer C, 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl and 50 mM
imidazole. The protein was eluted in 50 mM Tris (pH 7.4),
150 mM NaCl and 250 mM imidazole. The 6x-histidine tag
was removed with TEV protease at a ratio of 2 pg for 1 mg
of protein overnight at 4 °C. The processed protein was
dialyzed against 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl and
2) mM imidazole and loaded on a Ni-NTA resin, and the
flow-through was collected. CC2D1A was further purified
on a Superdex 75 column (GE Healthcare) in buffer B.

Complex formation of CC2D1A/B with CHMMP4B

CHMP4B(7-105), CHMP4B(23-97) or CHMP4B(7-110)
was transformed into BL21 cells and grown from 1 -1 flasks
at 37 °C until an OD of 0.6 was reached and induced with
0.2% (w/v) arabinose. Cultures were grown for 1 h and
centrifuged, and the pellet was resuspended in lysis buffer
D [50 mM Tris (pH 74), 150 mM NaCl, 3 mM p-
mercaptoethanol (3-ME) and EDTA-free protease inhibi-
tors] before sonication. After centrifugation, the supemna-
tant was filtered and loaded on a Ni-NTA resin and
washed with buffer E (buffer D supplemented with 1 M
NaCl- and 1 M KCl) and buffer D plus 50 mM imidazole.
The purified CC2D1A or CC2D1B proteins were loaded
onto the Niresin containing MBP-CHMP4B. Unbound
QC2D1A/B protein was washed off from the column in
buffer D, and the complex was eluted with buffer D plus
250 mM imidazole. MBP was removed from CHMP4B by
TEV protease cleavage ata ratio of 2 pg for 1 mg of protein
overnight at 4 °C. The complex was dialyzed against
50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl and 3 mM B-ME and
loaded on a Ni-NTA resin connected to an amylose
column. The CC2D1A /B-CHMP4B complex was in the
flow-through and purified on a Superdex 75 (GE Health-
care) column in buffer C. Further purification of the
QC2D1A/B and CHMP4B complexes on an S Sepharose
column in buffer E (25 mM NaCitrate, pH 5.5, and 50 mM
NaCl) and elution in buffer E supplemented with 1 M NaCl
dissociated the complex, and both CC2D1A/B and
CHMP4B proteins eluted in separate peaks.

Co-purification experiments

Constructs corresponding to wild-type and mutant
(mutl, mut2, mutl.2) MBP-CHMP4B(7-105) were trans-
formed into BL21 cells and grown from 1-I flasks at 37 °C
untilan ODof (1.6 was reached and induced with 0.2% (w/v)
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arabinose (for the wild-type construct) or 1 mM IPTG for
the mutants. Cultures were grown for 2 h and centrifuged,
and the pellet was resuspended in lysis buffer [20 mM Tris
(pH 7.4), 100 mM NaCl and 1 mM PMSF] before
sonication. After centrifugation, the supernatant was
filtered and loaded on an amylose column. The resin
was washed with 5 column volumes of washing buffer
(20 mM Tris, pH 74, and 1 M NaCl) and then equilibrated
with the running buffer (20 mM Tris, pH 74, and 100 mM
NaCl). CC2D1A(346—455) was purified separately on a
Ni-NTA column as described above. His-tagged
CC2D1A(346-455) (3 mg) was incubated with wild-type
and mutant MBP-CHMP4B(7-105) bound to the amylose
resin for 30 min and washed with 5 column volumes of
running buffer, MBP-CHMP4B(7-105) wild type and
mutants were eluted with a buffer containing 20 mM
Tris (pH 7.4), 100 mM NaCl and 20 mM maltose, and the
presence of CC2D1A(346-455) was confirmed by SDS-
PAGE.

MBP pull-down experiments

Amylose resin (30 upl; New England Biolabs) was
incubated with an excess of monomeric MBP-
CHMP4B(7-105) for 30 min at room temperature, except
for controls. Unbound MBP-CHMP4B was removed with
three washing steps with buffer (25 mM Tris, pH 74, and
100 mM NaCl). The matrices were incubated with similar
amounts of CC2D1A(346-455) wild type and mutant, in 5-
fold molar excess for 1 h at room temperature. Unbound
CC2D1A was removed by five washing steps in buffer.
Bound proteins on matrix were resuspended in SDS-
loading buffer; a third of each sample was analyzed by
SDS-PAGE, and bands were detected by Coomassie Blue
staining.

Sedimentation experiments

Monomeric MBP-CHMPA4B - 45, (1.5 pM) was concen-
trated to a final concentration of 15 pMin the presence of a
5-molar excess of CC2D1A wild type or mutant; subse-
quently, MBP was removed by TEV protease cleavage
overnight at 4 °C at a ratio of 1:10 (w/w) to induce
polymerization. The protein(s) was then separated on
sucrose gradients in HBS buffer (0.01 M Hepes, pH 74,
and 0.15 M NaCl), by overlaying sucrose solutions of 60%
(65 pl), 40%, 30%, 20% and 5% (85 pl each). Centrifugation
was performed in a Beckman SW55 rotor at 40,000 rpm for
6hat4 °C. Fractions from the gradients were analyzed on
a 15% SDS-PAGE, and bands were detected with
Coomassie Blue staining.

Isothermal titration calorimetry

Calorimetric measurements were carried out at 25 °C
wsing a VP-ITC instrument with a cell volume of 14569 ml
(MicroCal, LLC). CC2D1B(1-601), CC2D1A- constructs
and CHMP4B(7-107) or CHMP4B(23-97) were exchanged
in the same batch of buffer [50 mM citrate (pH 6), 100 mM
NaCl and 1 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine] by exten-
sive dialysis. The same batch of buffer was used for further
dilutions of the proteins. The protein concentrations used
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in the cell or in the syringe are indicated in Table 2. The
solution in the cell was stirred at 286 rpm to ensure rapid
mixing. The interaction isotherms were analyzed using
Origin software package supplied by MicroCal. An
interaction model assuming # independent and equivalent
binding sites was applied, and the stoichiometry #,change
in enthalpy AH and binding constant Ky were iteratively
fitted.

SEC-MALLS

SEC combined with detection by MALLS and refrac-
tometry: SEC was performed with a Superdex 575 or 5200
column as indicated (GE Healthcare) equilibrated in a
buffer containing 25 mM Tris (pH 7.5), 100 mM NaCl and
3 mM B-ME. Separations were performed at 20 °C with a
flow rate of 0.5 ml/min. The complexes (50 pl) as
indicated were injected at a concentration of 4 mg/ml.
MALLS detection and data analysis were performed as
described previously.®

Surface plasmon resonance

BlAcore measurements were performed with the
Biacore X instrument (BlAcore, Inc.) at 25 °C in running
buffer [10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl, 34 mM EDTA
and 0.005% surfactant P20]. A CM5 chip was coated with
CC2D1A(346-455) to a target of ~ 100 response units. The
analytes MBP-CHMP4B(7-105) wild type and mutants (in
running buffer) were passed over the chip surface at
concentrations ranging, respectively, from 047 uM to
0.062 pM and 1.4 uM to 0.525 pM for 5 min at a flow rate of
10 pl/min, and dissociation was recorded for 10 min. The
chip was regenerated with 10 pl of 1 M NaCl at 50 pl/min.
Binding kinetics were evaluated using the BiaEvaluation
software package (BlAcore, Inc.) using a Langmuir model
1:1 with no mass transfer but corrected for a drifting
baseline when necessary.

Crystallization and structure solution of
CHMP4(23-97)

CHMP4B(23-97) crystals were obtained by the vapor
diffusion method in hanging drops mixing equal volumes
of complex and reservoir solution {0.1 M 2-[bis(2-hydro-
xyethyl)amino]-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol
(pH 5.5), 0.2 M KCL and 19% polyethylene glycol 3350
(w/v)). The crystal was cryo-cooled at 100 K in reservoir
buffer containing 25% (v/v) glycerol. The selenomethio-
nine-substituted CHMP4B(23-97) was crystallized under
the same conditions. A complete data set was collected at
the European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble,
France) beam line ID14-4. Data were processed and scaled
with MOSFLM®™ and SCALA.%®®® The crystals belong to
space group P2;2;2; with unit cell dimensions of
a=3759 A, b=7144 A, c=12364 A and contain four
molecules per asymmetric unit. The structure was solved
by the single anomalous dispersion method employing
the data set collected at the peak wavelength and using
the SAS protocol of Auto-Rickshaw.”” FA values were
calculated using the program SHELXC.* All four heavy-
atom positions were localized using the program
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SHELXD,* and the correct hand for the substructure
was determined using the programs ABS™® and
SHELXE.”" Initial phases were calculated after density
modification using the program SHELXE.”' The initial
phases were improved using density modification and
phase extension to 1.80 A resolution using the program
RESOLVE.” An initial model was build with ARP/
WARP” and completed by several cycles of manual
model building with Coot’* and refinement with
REFMAC™ wsing data to 1.8 A resolution to an R-factor
of 022 and Rge. of 028 (Table 1). The final model
containg chain A residues 19-97, chain B residues 19-97,
chain C residues 19-9% and chain D residues 21-97
(residues 19, 20, 21 and 22 derive from the expression
vector), Of the residues, 99.6% are within the most
favored and allowed regions of a Ramachandran plot.*
Molecular graphic figures were generated with PyMOL
(W. Delano}), and sequence alignments, with ESPript.”
Coordinates and structure factures have been deposited
in the Protein Data Bank with accession 1D 4abm.

Mammalian expression and immunolocalization

CHMP4B(1-153)-flag and mutated forms carrying the
mutl, mut2 and mutl2 surface patch mutations were
expressed in HEK293 cells. Fifteen hours after transfec-
ton, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and
stained with a polyclonal anti-flag AB (Sigma) followed by
an anti-rabbit Alexa-594-labeled (Invitrogen) antibody.
After antibody incubation, slides were washed with
phosphate-buffered saline, mounted in Mowiol and
analyzed by confocal microscopy. Microscopy was per-
formed using the TCS SP2 AOBS confocal laser scanning
microscope (Leica Microsystems, Germany), with HCX
Plan-Apochromat 63x 1.4 oil immersion objective; exci-
tation and emission were set at 405 and 420-470 nm for
4' p-diamidino-2-phenylindole staining and at 488 and
500-550 nm for Alexa 488 antibody staining. Signals in
different color channels were acquired sequentially.
Brightness and contrast of raw images were optimized
for presentation purpose.

HIV budding

293T cells (1.2x10°) were seeded into T25 flasks and
transfected 24 h later using a calcium phosphate pre-
cipitation technique. The cultures were transfected with
1 pg HXBH10, which encodes wild type HIV-1, together
with CHMP4B1-153FLAG wild type or mutants
CHMP4B,,,.;, CHMP4B,,,» and CHMP4B,,,,; » (100 ng
each). The total amount of transfected DNA was
brought to 8 pg with carrier DNA (pTZ18U). Twenty-
four hours t-transfection, the cells were lysed in
RIPA buffer (140 mM NaCl, 8 mM Na,HPQ,, 2 mM
NaH,PQ,, 1% Nonidet P40, 0.5% sodium deoxycholate
and 0.05% SDS), and the culture supernatants were
clarified by low-speed centrifugation and passed
through 0.45-pm filters. Virions released into the
medium were pelleted through 20% sucrose cushions
and analyzed by SDS-PAGE and Western blotting with

$http://www.pymol.org
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anti-HIV CA antibody 183-H12-5C.” Proteins in the cell
lysates were detected by Western blotting with anti-HIV
CA or anti-FLAG antibody M2 (Sigma).
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Figure S1. Isothermal titration calorimetry of MBP-CHMP4B(7-110) and MBP-
CHMP4B(23-97) and CC2DIB and CC2DI1A constructs as indicated. Details of the
measurement are listed in table 1.
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Figure S2. SEC (S-200 column, left panel and S-75 column, right panel) in combination with
RI (refractive index) and MALLS (Multi Angle Laser Light Scattering) analyses reveal 1:1
complexes for CC2D1A(291-547)-CHMP4B(23-97) (left panel) and CC2DI1A(346-494)-
CHMP4B(23-97) (right panel). The molecular weight of a 1:1 complex of CC2DIA(291-
547)-CHMP4B(23-97) derived from MALLS is 38 kDa compared to the calculated molecular
weight of 41.7 kDa. The MALLS derived molecular weight of a 1:1 complex of
CC2D1A(346-494)-CHMP4B(23-97) is 21.5 kDa compared to the calculated molecular
weight of 25.5 kDa.
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Figure S3. Sequence alignment of residues 346 to 454 of human CC2DIA (NP_060191.3)
with human CC2DIB (CAII12284.1), cow CC2DIA (NP_001092424.1), rat CC2DIA
(NP_001013891.1) and drosophila Lgd (NP_609488.1). Because all isoforms bind CHMP4B,
strictly conserved residues were chosen for mutagenesis as indicated by orange dots: K374,
R376, R380, K383, D387, R390 and K394. The prediction of the 3rd DM14 domain is
outlined.

196



cxl
CHMP4B Q

CHMP4B 23 . .QERAIIQR[LR DTEEMLSKKQE EK IEQELTA KKHGT . KNK
CHMP4C 23 . .QE LVR|LRETEEMLIGKKQE
CHMP4A 20 . IQKLKETEKIILIKKQEF

ENRIQREIALAKKHGT. .QNK
EQKIQQELQTAKKYGT. . KNK
CHMP6 15 EQD ILQLKOQORDKLIROQYQKRIAQQOLIERER . .f.|. . . .o oo v
IST1 7 KAERLRVNLRLVINR[LKLLEKKKTEL| QKARKE ADYLAAG.KD
CHMP3 15 LVNEWSLKIRKEMRY DRQIRDIQREEEKVKRS|VKDAAKKG. QK

o2
CHMP4B £000000000000000000000000000000000

CHMP4B 63 RAALQALKRKKRYEKQLAQIDGTLSTIEFQREALENANTNTE
CHMP4C 63 RAALQALKRKKRFEKQLTQIDGTLSTIEFQREALENSHTNTE
CHMP4A 60 RAALQALRRKKRFEQQLAQTDGTLSTLEFQREAIENATTNAE
CHMPG:  coweaslebacssslsbissinide e iy ey e e e
IST1 50 ERARIRVIEHIIREDYLVEAMEILELYCDLLLARFGLIQSMKE|
CHMP3 58 DVCIVLRKEMIRSRKAVISKLYASKAHMNSVLMGMKNQLAVLR

Figure S4. Structure based sequence alignment of CHMP4A, B, C, CHMP6, CHMP3 and
IST1 regions comprising o helices 1 and 2.
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Figure S5. SPR analyses of CC2D1A(346-455) binding to MBP-CHMP4B(7-105) wild type
(upper panel) and MBP-CHMP4B(7-105)my (lower panel).
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Figure 86. Quantification of the IF images representing cells expressing CHMP4B(1-153)-
flag and the mutants mutl, mut2 and mutl.2 as shown in figures 6a-d. Cells were classified
based on CHMP4B distribution in the cytoplasm: 24 to 50 cells/condition were examined.
Black bars, percentage of cells with CHMP4B plasma membrane association; gray bars,
percentage of cells with CHMP4B uniformly distributed in the cytoplasm.

CC2D1A-Human-DM14-X
CC2D1A-Human-DM14-IX
CC2D1A-Human-DM14-IIX
CC2D1A-Human-DM14 -1V

CC2D1A-Human-DM14-I
CC2D1A~Human-DM14-IX
CC2D1A-Human-DM14-IXIT
CC2D1A-Human-DM14 -IV

Figure 87. Sequence alignment of all four human CC2DIA DM 14 domains. The amino acids
changed within the third DM14 domain that affect CHMP4B binding are labeled by orange
dots.
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RESUME :

La machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) est impliquée
dans plusieurs processus cellulaires fondamentaux faisant intervenir le remodelage de structures
membranaires comme la séparation des cellules filles lors de la division cellulaire ou le tri des
protéines cargo vers le lysosome. Cette machinerie est détournée par de nombreux virus enveloppés
comme le VIH pour assurer le bourgeonnement des virions.

Le complexe ESCRT-III (constitué des protéines CHMP) est responsable de I'activité de fission
membranaire de la machinerie en formant des structures polymériques qui exercent des contraintes
mécaniques au niveau des membranes biologiques.

Pour comprendre comment ces polyméres peuvent étre formés, la structure des
hétéropolymeres CHMP2A/CHMP3 a été obtenue par cryo-microscopie électronique a 22,4 A de
résolution. Des détails sur le mécanisme d’interaction entre les protéines CHMP2A, CHMP3 et
CHMP4B ont également pu étre obtenus, notamment par le biais de la technique SPR.

Enfin, dans le but de visualiser les polymeres ESCRT-IIl in cellulo, plusieurs méthodes ont été
employées pour obtenir un anticorps spécifique des polymeéres. La technique du Phage Display a été
utilisée et en paralléle un anticorps anti-CHMP4B a pu étre développé.

L'ensemble des résultats obtenus ici sont en accord avec les données disponibles dans la
littérature et ont permis d’établir un modeéle de polymérisation du complexe ESCRT-III.

ABSTRACT:

The ESCRT machinery (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) is involved in
several fundamental cellular processes requiring a membrane remodeling activity such as separation
of daughter cells during cytokinesis or cargo protein sorting to the lysosome. This machinery is also
hijacked by many enveloped viruses such as HIV to terminate budding.

The ESCRT-lll complex (composed of CHMP proteins) catalyzes the membrane severing
reaction by forming polymers at the membrane neck. In order to understand how those polymers are
formed, the cryo-electron microscopy structure of CHMP2A/CHMP3 heteropolymers has been solved
at a resolution of 22.4 A. Details regarding the interaction mechanism between CHMP2A, CHMP3 and
CHMP4B have also been obtained, notably by means of the SPR technique.

Finally, to visualize ESCRT-IIl polymers in cells, several methods including Phage Display have
been employed to get a polymer-specific antibody. This work enabled to obtain an anti-CHMP4B
antibody.

Overall, the results presented in this manuscript are in good agreement with the existing
literature and allow to generate a polymerization model of the ESCRT-IIl complex.



