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Abréviations : 

 

AAA : ATPase associated with a variety of cellular activities 

ALIX : ALG-2-interacting protein X 

AMSH  : associated molecule with the SH3 domain of STAM 

ART : Arrestin-Related Trafficking 

BSA : bovine serum albumin 

cDNA : ADN complémentaire 

CEP55 : Centrosomal Protein of 55 KDa 

CHMP : Charged Multivesicular Body Protein 

CryoEM : Cryo Electron Microscopy 

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole 

DO : densité optique 

DUIM : Double Ubiquitin Interaction Motif 

EDC : 1-[3-(Dimethylamino)propyl]- 3-ethylcarbodiimide hydrochloride 

EGS : Ethylene glycolbis(succinimidylsuccinate) 

EIAV : Equine Infectious Anemia Virus 

ELISA : Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay 

ESCRT : Endosomal Sorting Complex required for Transport 

FYVE :  Fab1, YGL023, Vps27 and EEA1 

GAT :  GGA and Tom1 

GGA : Golgi-localized, Gamma-adaptin ear-containing, ARF-binding 

GLUE : GRAM-Like Ubiquitin in EAP45 

GUV : Giant Unilamellar Vesicles 

HRP : Horseradish Peroxidase 

HRS : Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 

IgG : Immunoglobuline de type G 
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ILV : Intralumenal Vesicles 

IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

MBP : Maltose Binding Protein 

MIM : MIT-interacting motif  

 

MIT : microtubule-interacting and transport 

MVE : Multivesicular Endosomes (=MVB) 

MVB : Multivesicular Body - Corps multivésiculaire 

NEDD : Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 

NHS : N-Hydroxysuccinimide 

NZF: Npl4-type Zinc Finger 

pb : paire de bases 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PEG : Poly Ethylène Glycol 

PEI : Poly Ethylène Imine 

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

PRD: Proline Rich Domain - Domaine riche en prolines 

rpm : rotations par minute 

SAXS: Small Angle X-Ray Scattering 

SH3 : SRC Homology 3 Domain 

SOUBA:  Solenoid of Overlapping Ubiquitin Associated domains 

SPR : Surface Plasmon Resonance 

STAM : Signal transducing adapter molecule 

TBK1 : TANK-Binding Kinase 1 

TEV: Tobacco Etch Virus 

TOM1 : Target of Myb1 

Tsg101 : Tumor susceptibility gene 101 
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UBAP1 : Ubiquitin Associated Protein 1 

UEV : Ubiquitin E2 Variant 

UIM : Ubiquitin Interaction Motif 

USP8 : Ubiquitin-specific-processing protease 8 

VHH: Variable fragment of the Heavy chain from Heavy chain-only antibodies 

VHS : Vps27, Hrs and STAM 

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 

VLP : Virus-Like Particles 

Vps : Vacuolar Protein Sorting 

WH : Winged Helix domain 

YT : Yeast extract and Tryptone 
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1. INTRODUCTION 
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1.1. Découverte de la machinerie ESCRT et importance 

au cours de l’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 où 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 à 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 l’ultrastructure 
d’une levure sauvage (A) et d’une levure 
mutante pour la machinerie ESCRT. (B) par 
microscopie électronique.  

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

 

 

Les protéines de la machinerie ESCRT font partie de la classe E. C’est précisément l’apparition 

systématique de ce phénotype chez les mutants qui rend l’analyse du rôle respectif de chacune des 

protéines ESCRT difficile. Chez l’homme comme chez la levure, il existe cinq complexes ESCRT et 

l’ensemble de la machinerie est très conservé. A l’origine, la machinerie ESCRT a été découverte pour 

son implication dans l’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 rôle de la machinerie ESCRT ne se cantonne pas au tri des cargos membranaires car elle 

se trouve au cœur 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’être vivants (Figure 2). Au sein du domaine Eucaryote, la situation est cependant 

assez hétérogène compte tenu de la diversité biologique qu’il abrite. Récemment, il a été montré 

qu’une machinerie ESCRT ancestrale existait au sein de deux règnes 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-III et VPS4) est conservée chez les Archaea et 

précède 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 règnes 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 être identifiées. Les sections manquantes 
indiquent qu’un homologue n’a pu être identifié et n’est donc probablement pas présent chez l’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 même 
fonction puissent exister au sein des autres règnes [16]. Chez certains organismes, l’absence du complexe 
ESCRT-II pourrait éventuellement être 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 très réduite. Figure d’après [16]. 

 

Qui plus est, le mécanisme d’action générale du système semble être 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 possèdent tout ou partie de la machinerie ESCRT souligne donc son rôle 
prépondérant et justifie sa très bonne conservation au cours de l’évolution. 

 

 

1.2. Les acteurs de la machinerie ESCRT 

  

La machinerie ESCRT est composée d’une cascade de cinq complexes protéiques agissant de 

concert : ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III et VPS4/VTA1 [5], [6], [7], [8], [9]. Ils agissent toujours 

de manière séquentielle dans un ordre bien précis. Selon les situations, certains de ces complexes 

peuvent être absents mais le fonctionnement global de la machinerie reste toujours le même en 

assurant le remodelage des membranes biologiques. 

 Bien qu’il existe beaucoup de données structurales disponibles sur ESCRT, le mécanisme par 

lequel l’ensemble de la machinerie fonctionne est encore mal compris. Brièvement, en amont de la 

cascade on trouve ESCRT-0 qui se charge de regrouper les cargos à envoyer vers le lysosome. Il 

recrute ESCRT-I qui interagit avec ESCRT-II pour former la vésicule lipidique dans laquelle sont 

séquestrés les cargos. Enfin, ESCRT-II recrute ESCRT-III qui se charge de libérer la vésicule dans le 

MVB en agissant de concert avec le cinquième complexe de la machinerie : VPS4/VTA1. Cette partie 

s’attache à décrire la structure et le fonctionnement de chaque complexe dans les grandes lignes afin 

de donner un aperçu de ce qui est connu à l’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 l’homme) [5]. La formation du complexe est opérée par le biais des domaines GAT qui 

interagissent de manière antiparallèle pour former un hétérodimère [19], mais des données récentes 

suggèrent également qu’ESCRT-0 puisse s’associer sous forme d’hétérotétramères [20] et il a aussi 

été montré qu’HRS pouvait former des hexamères in vitro [21].  

 

 

 

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

 

1.2.1.1. Interactions avec l’ubiquitine 

La partie N-terminale de d’HRS et STAM est riche en domaine de liaison à l’ubiquitine (Figure 3). 

Ainsi, ESCRT-0 possède en tout 5 motifs d’interaction avec l’ubiquitine via les domaines UIM, DUIM 

et VHS. En pratique, il semble que seules 4 ubiquitines puissent être liées simultanément par un 

hétérocomplexe HRS/STAM, l’affinité globale du complexe (KD apparent) étant égale à environ 300 

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

B 
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les cargos marqués à l’ubiquitine (monoubiquitine, polyubiquitine, liées Lys48 ou Lys 63) très 

efficacement [20], [23], [24], [25], [26]. Des phénomènes de coopérativité entre domaines ont 

également pu être 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 à la clathrine et cette 

dernière joue un rôle crucial dans l’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 chaînes de polyubiquitine [30]. Etant donné 

qu’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 

à la présence d’ubiquitine car il a été montré que la région C-terminale d’HRS était capable de 

reconnaître des patchs hydrophobes sur des cargos et de les cibler vers la voie endosomale en 

l’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 l’ancrage membranaire 

du complexe [33]. Le domaine SH3 de STAM interagit quand à lui avec les déubiquitinases USP8 et 

AMSH [34] ,[35]. Ces enzymes sont probablement requises pour recycler l’ubiquitine des cargos 

avant leur endocytose mais aussi pour décrocher d’éventuels complexes ESCRT-0 toujours avidement 

accrochés aux cargos lorsqu’ESCRT-I et II entrent en jeu [36]. 

Enfin, ESCRT-0 recrute ESCRT-I grâce 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]. 
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1.2.2. ESCRT-I 

 

 C’est le domaine UEV de la protéine Tsg101 qui reconnaît le motif PSAP d’ESCRT-0 [38], [39]. 

Tsg101 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 stœchiométrie de 1 : 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 (= Tsg101), Vps37 et Mvb12 ainsi qu’une tête de 5 nm de long occupée par  

Vps28 (non nécessaire à l’assemblage du complexe [47]) plus des parties flexibles (Figure 4) [45], 

[48]. 

 

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

 

1.2.2.1. Interactions avec l’ubiquitine 

 Le domaine UEV est un variant inactif des enzymes de conjugaison de l’ubiquitine, il est donc 

également responsable de l’accroche du complexe ESCRT-I aux cargos ubiquitinylés [49], [50], [51], 

[52], [53]. Tsg101 possède un rôle central au sein d’ESCRT-I puisque en plus de contribuer à la 

formation du complexe, il lui permet d’être recruté par ESCRT-0 et assure enfin un passage de relai 

en interagissant avec les cargos marqués à l’ubiquitine. La protéine UBAP1, récemment identifiée 

comme nouveau composant d’ESCRT-I, apporte un deuxième site d’interaction avec l’ubiquitine via 

son domaine SOUBA en position C-terminale [42], [54]. Il en est d’ailleurs est de même de la partie C-

terminale de Mvb12 qui peut elle aussi interagir avec l’ubiquitine et ainsi fournir un troisième point 

d’ancrage d’ESCRT-I au cargos [55]. 

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

De manière analogue à ESCRT-0 ; ESCRT-I possède un point d’attache à la membrane grâce à 

la partie N-terminale basique de Vps37 (20 premiers acides aminés) [45]. Pour ce qui est de la 

protéine Mvb12, elle est nécessaire à la formation d’ESCRT-I ainsi qu’à la conservation de son 
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intégrité structurale [46], [56], [57], [58]. Mvb12 semble également jouer un rôle dans la 

reconnaissance de certains cargos [56], [41], [57]. Vps28 assure quand à elle le recrutement de 

manière directe du complexe ESCRT-II [59], [44]. Des données de pulldown GST indiquent également 

que Vps28 pourrait recruter ESCRT-III directement (via l’homologue de CHMP6 chez la levure) [60], 

[47]. 

 

1.2.3. ESCRT-II 

 

  

 

 

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

 

1.2.3.1. Interactions avec ESCRT-I, la membrane, l’ubiquitine : importance du 

domaine GLUE 

L’interface entre ESCRT-I et ESCRT-II diffère entre l’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 diffèrent. Chez l’homme, Vps28 reconnaît le domaine GLUE 

situé en N-terminal de Vps36 [63], [61].  Ce domaine reconnaît non seulement ESCRT-I, mais aussi les 

3-phosphoinositides (avec une préférence pour le lipide PI(3)P) ainsi que l’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 l’interaction 

avec ESCRT-I alors que NZF2 interagit avec l’ubiquitine [46], [59], [64]. 
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1.2.3.2. Redondance structurale du domaine WH 

 Vps36 constitue, avec Vps22, ce que l’on peut appeler la « base » du complexe ESCRT-II. En 

effet, le complexe adopte une forme de « Y » de 12 nm au plus où chacun des deux bras est 

représenté par un exemplaire de la protéine Vps25 (Figure 5) [65], [61]. Chacune des trois protéines 

composant le complexe possède deux domaines WH (winged helix) collés l’un à l’autre [65], [61]. 

Vps36 et Vps22 possèdent également un domaine hélicoïdal (helical domain - HD) très flexible vis-à-

vis du reste de la structure (au niveau du pied du « Y ») [61]. A l’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-III s’opère grâce au domaine WH de Vps25 situé en C-terminal qui 

interagit avec la protéine CHMP6 (Vps20 chez la levure) [7], [66], [62]. Cette dernière reste au plus 

près de la membrane endosomale en partie grâce à une myristoylation en N-terminal [8]. Il est 

intéressant de constater que la structure d’ESCRT-II impose que les deux sous unités CHMP6 se 

retrouvent orientées dans des plans complètement différents (Figure 5) [62]. Qui plus est, il a été 

montré que les deux bras d’ESCRT-II sont nécessaires pour permettre un fonctionnement correct 

d’ESCRT-III [67]. Cela suggère que cette contrainte de positionnement des sous unités CHMP6 a une 

implication directe dans la manière dont ESCRT-III doit s’assembler dans l’espace pour catalyser la 

scission membranaire. 

Bien que l’on ait longtemps supposé que seul ESCRT-III pouvait déformer la membrane 

lipidique, des données in vitro ont récemment montré que l’action du supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-

II ne se limitait en réalité pas à rassembler les cargos ubiquitinylés [23]. Dans cette étude, des 

concentrations très faibles d’ESCRT-I et ESCRT-II recombinants suffisent à 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 très complètes ; mais il reste toutefois difficile de concevoir 

comment le supercomplexe peut parvenir à déformer la membrane. A l’heure actuelle, il n’existe 

qu’un modèle basé sur des expériences in vitro de déformation de vésicules  qui explique de manière 

très imparfaite comment ce processus puisse être 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 cytocinèse [70], [71] (bien que Vps22 soit présent au niveau de 

l’équivalent des centrosomes chez la levure [72]). Si l’on suppose que le rôle 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 cytocinèse. Cette 

constatation semble donc appuyer un tel rôle pour ESCRT-II. 
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1.2.4. ESCRT-III 

 

L’étape finale du processus, consiste à 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 polymères et modèle d’interaction avec la membrane 

 Les protéines CHMP ont la faculté de s’assembler en polymères in vitro [73], [74], [75], [76]. 

Ces polymères peuvent également s’assembler sur les membranes lipidiques afin de les déformer 

[77], [78], [79]. Chez l’homme, il existe 12 protéines CHMP différentes (7 chez la levure). On 

considère 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 modèle actuel, 

CHMP6 assure le lien entre ESCRT-II et le reste d’ESCRT-III 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 première étape a pour but de 

rétrécir considérablement le diamètre du col membranaire qui relie la vésicule au reste de la 

membrane ainsi que de permettre l’assemblage du deuxième 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 

même type de structures [81]. Des simulations ont permis de montrer que la courbure des dômes 

ainsi formés pouvait induire des contraintes mécaniques suffisantes pour générer un clivage 

spontané de la membrane [82].  

Il existe d’autres modèles pouvant expliquer la fission membranaire mais tous reposent 

globalement sur le même 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 : Modèle d’assemblage séquentiel des polymères ESCRT-III. Images de microscopie électronique : A. 
Polymères de la protéine CHMP4 visionnés sur la membrane plasmique de cellules (diamètre extérieur ~200 
nm). B. Hétéropolymères CHMP2A/CHMP3 obtenus in vitro (diamètre ~50 nm). C. Dans le modèle actuel, 
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CHMP4 sert de base à l’assemblage de la structure en dôme CHMP2a/CHMP3 qui  « ferme » le col membranaire 
et libère la vésicule lipidique. Figures A d’après [78] et B, C d’après [82]. 

 

1.2.4.2. Régulation de l’assemblage du complexe 

 La polymérisation des protéines CHMP doit nécessairement être un événement très régulé 

dans la cellule. Bien que l’on comprenne encore mal comment l’activation des protéines CHMP ait 

lieu, il a été montré que leur queue C-terminale joue un rôle d’autoinhibition en interagissant avec la 

partie N-terminale (Figure 7C) [85], [80], [86], [76]. Une étude systématique menée sur le rôle de la 

partie C-terminale de CHMP6, 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 

qu’ayant une structure primaire assez différente, les protéines CHMP partagent toutes la même 

structure tridimensionnelle globale (Figure 7A, B) [87], [76]. Les résidus impliqués dans l’activation 

des homologues de levure des protéines CHMP4 et CHMP3 confirment la participation de l’hélice α5, 

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 possède un cœur N-terminal composé de deux longues hélices α (α1 
et α2) suivies de deux autres hélices plus courtes (α3 et α4). La queue C-terminale, impliquée dans 
l’autoinhibition ainsi que dans le recrutement d’autres protéines, est généralement composée de deux hélices α. 
B. Structure tridimensionnelle de la protéine CHMP3. Les hélices α1 et α2 forment une structure en épingle à 
cheveu (hairpin) sur laquelle reposent les hélices α3 et α4. C. Mise en évidence au niveau structural du 
phénomène 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 cœur basique 
de la protéine. D. Répartition des résidus impliqués dans la polymérisation (marqués en vert), dans l’activation 
(en bleu) et le ciblage à la membrane (en orange) pour les homologues de CHMP3 (Vps24) et de CHMP4 (Snf7) 
chez la levure. Figure A d’après [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 hétéropolymère d’autre part [8], [73].  En revanche, il n’existe à l’heure actuelle aucun 

consensus sur la manière dont les protéines CHMP interagissent entre elles pour former un polymère 

sur le plan structural. Plusieurs zones d’interaction ont pu être identifiées notamment au niveau des 

hélices α2 et α4 (Figure 7D) mais elles ne permettent pas de comprendre comment le polymère peut 

être formé. Les troncations de la queue C-terminale de CHMP3 sont capables de dimériser en 

solution et les structures cristallographiques de CHMP3 révèlent la présence d’une interface de 

dimérisation à la pointe de l’épingle formé par α1 et α2 [87], [76]. D’autres patchs d’acides aminés 

ont également été identifiés : CHMP1B reconnaît la jonction entre α2 et α5 dans la conformation 

fermée d’IST1 [76] ; CHMP4B interagit avec trois arginines situées sur l’hélice α1 de CHMP2a alors 

que cette dernière s’associe avec CHMP4B au niveau de la boucle située entre α2 et α3 [88]. 

L’interaction entre CHMP4 et CHMP6 semble elle aussi faire intervenir l’hélice α2 ainsi que la boucle 

entre α1 et α2 sur CHMP4 [77]. 

 De toute évidence, ces données sont incomplètes et ne permettent pas d’établir avec 

précision la façon 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 polymère ESCRT-III. 

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

Dans le modèle actuel, CHMP6 n’est présente qu’en amont pour activer la polymérisation de 

CHMP4 [8], [77]. CHMP4 permet quand à 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 très semblables [78] alors que CHMP4C semble 

ralentir la polymérisation d’ESCRT lors de la cytocinèse 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 modèle, 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 systèmes capables de catalyser cet événement.  

L’apparition du compartiment de classe E chez les mutants ESCRT-III rend difficile l’analyse du 

rôle des différents composants d’ESCRT-III. En revanche, des données basées sur l’utilisation de 

siRNAs lors du bourgeonnement du VIH ont permis d’avoir une compréhension plus fine de l’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 CHM4A puisse, dans une moindre mesure, impacter le 

processus. CHMP4C en revanche ne semble jouer aucun rôle dans la réaction. Les protéines CHMP2A 

et CHMP2B sont toutes deux capables de réaliser la réaction, les données indiquent d’ailleurs que 

leur rôle est au moins partiellement redondant. Ceci est en accord avec les similarités structurales 

que présentent leurs polymères respectifs [73], [81]. 
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 Le mode d’action global d’ESCRT-III lors du bourgeonnement du VIH, de la cytocinèse et de la 

formation du MVB doit être 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 polymère ont été observé dans les deux processus [90], [88]. Cependant, il 

faut noter que dans le cas de la cytocinèse, toutes les protéines ESCRT-III ont été identifiées comme 

étant requises pour permettre la division des cellules [91]. Le bourgeonnement viral fait donc appel à 

une machinerie ESCRT-III plus réduite. 

Le rôle 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 suggère l’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-III puisse 

permettre de réguler très finement la cinétique de polymérisation comme avec CHMP4C lors de la 

cytocinèse. Il paraît également vraisemblable que certaines sous unités ne soient requises que lors 

de l’accomplissement d’un des nombreux processus cellulaires nécessitant ESCRT-III. Le fait qu’il 

existe 12 sous unités au sein du complexe montre en tout cas la richesse des interactions pouvant 

potentiellement avoir lieu dans le polymère. Chacune des sous unité peut recruter des partenaires 

protéiques différents et cela souligne la complexité des régulations qui doivent exister pour contrôler 

ESCRT-III chez l’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 dodécamère en présence d’ATP [9], [92], [93]. 

 

 

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de 
l’ATPase VPS4. La forme active de l’ATPase 
s’oligomérise en dodécamère constitué de 
deux anneaux hexamérique assemblés 
« dos à dos ». Figure d’après [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-III (Figure 7A) [84], [95], [96]. VTA1 possède également deux 

domaines MIT en N-terminal qui sont notamment capables d’interagir avec CHMP5 et CHMP1 [97]. 

Ainsi, lors de l’assemblage du polymère ESCRT-III, un grand nombre de motifs MIM (MIT 

interaction motif) devient disponible pour recruter VPS4 et VTA1. Cette concentration locale des 

deux protéines active la fonction ATPase de VPS4  en favorisant l’assemblage du dodécamère. Il faut 

toutefois nuancer cette vision car IST1, bien que recrutant VPS4 au niveau des complexe ESCRT-III 

(grâce à son interaction avec CHMP1), a été identifié comme régulateur négatif de l’assemblage du 

dodécamère en formant un hétérodimère 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 première hypothèse, 

l’ATPase ne jouerait pas un rôle actif dans la libération de la vésicule. Dans ce cas, VPS4 ne servirait 

qu’à désassembler le polymère au niveau de la membrane afin de permettre le recyclage des sous 

unités composant ESCRT-III. Dans une deuxième hypothèse 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 polymère. Certains travaux menés sur la cinétique 

d’assemblage d’ESCRT-III et VPS4 lors de la cytocinèse et lors du bourgeonnement du VIH semblent 

toutefois accréditer la deuxième hypothèse qui attribue un rôle actif à 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 l’interaction avec TSG101 (ESCRT-I) ainsi que de 

l’autoinhibition de la protéine [106], [107], [108], [109]. Ainsi, chez l’homme ALIX est capable de 

créer un lien entre ESCRT-I et ESCRT-III alors que chez la levure, l’homologue de CHMP6 interagit 

directement avec ESCRT-I [60].  

Le dimère ALIX présente une analogie structurale frappante avec le complexe ESCRT-II ; il 

pourrait donc remplacer ce dernier lors du bourgeonnement viral (où ESCRT-II n’est pas nécessaire) 

[75], [101], [110]. ALIX joue également un rôle encore mal compris au niveau du corps 

multivésiculaire et de la cytocinèse [104], [111], [70], [71]. 
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Figure 9 : Structure de la protéine ALIX. A. Enveloppes SAXS montrant que le dimère ALIX adopte une forme de 
croissant par dimérisation du domaine V. B. Chaque bras du dimère est terminé par le domaine BRO 
responsable de l’interaction avec CHMP4. C. Structure cristallographique d’ALIX (Bro & V domains). D. 
Polymères de CHMP4B incubés avec ALIX et visualisés par microscopie électronique en coloration négative 
(barre d’échelle : 100 nm). Les filaments produits par CHMP4B sont interconnectés par deux de manière très 
nette grâce à ALIX (sur l’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’après [75], figure C d’après [112]. 

 

1.2.5.3. AMSH 

AMSH est une protéine chargée d’éliminer l’ubiquitine des cargos avant qu’ils soient internalisés 

dans les ILVs (tout comme UBPY), elle est spécifique de l’ubiquitine liée K63 [113]. AMSH est recrutée 

par STAM (ESCRT-0) et CHMP3 notamment grâce à son domaine MIT [35], [114].  

 

 Les protéines associées aux complexes ESCRT permettent d’interconnecter certains 

complexes de la machinerie et jouent probablement un rôle dans la régulation de l’assemblage 

d’ESCRT. Certaines protéines comme VPS4 semblent avoir une participation directe dans le processus 

catalysé par ESCRT-III alors que d’autres comme ALIX semblent avoir un rôle plus spécifique comme 

pour le bourgeonnement du VIH. Il reste encore probablement de nombreux facteurs protéiques 

impliqués dans la régulation d’ESCRT à identifier et l’analyse systématique de leur fonction exacte au 

sein de la machinerie permettra certainement de mieux comprendre comment ESCRT fonctionne. 

 

 

1.3. Rôles de la machinerie ESCRT 

  

 En fonction du contexte dans la cellule, la machinerie ESCRT peut être responsable ou non de 

la vésiculation des membranes biologique mais son but principal est l’activation des complexes 

ESCRT-III 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 l’ATPase VPS4 désassemble le polymère. 

 Le modèle de fonctionnement d’ESCRT-III est encore débattu. On distingue deux modèles qui 

attribuent des contributions différentes aux protéines CHMP4, CHMP3 et CHMP2 notamment (Figure 

10 - iv-v). 

 

Figure 10 : Modèle de formation et libération de vésicules lipidiques par la machinerie ESCRT. Les cargos 
ubiquitinylés recrutent les complexes ESCRT-0, ESCRT-I et ESCRT-II au niveau de la membrane (i). Le 
supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-II amorce la vésiculation et recrute ESCRT-III (ii). Après que l’ubiquitine sur les 
cargos ait été éliminée (iii), le polymère ESCRT-III se forme sur la membrane et rétrécit le cou membranaire 
connectant la vésicule selon un modèle encore débattu. Le premier modèle implique la formation d’un polymère 
majoritairement composé de Snf7 (homologue de CHMP4, en vert sur le schéma), CHMP2 et CHMP3 (violet) ne 
jouant un rôle que dans le recrutement de l’ATPase VPS4 (iv). Le second modèle stipule que CHMP4 polymérise 
pour contracter le col membranaire puis recrute CHMP2A et CHMP3 afin de former une structure en dôme qui 
ferme encore plus le col (v). Finalement, la vésicule est libérée suite à l’action de VPS4 (en rouge) qui 
désassemble le polymère (vi). Figure d’après [115]. 
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La machinerie ESCRT répond à un besoin cellulaire fondamental : être 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 très grand nombre de situations et il requiert une 

machinerie dédiée hautement spécifique. Comme on nous allons le voir, l’importance que revêt le 

système 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 être le rôle des complexes ESCRT dans le tri des cargos 

protéiques membranaires, il est nécessaire d’avoir une vision d’ensemble du processus cellulaire 

qu’est la voie endo-lysosomale (Figure 11). 

Dans la plupart des cas, l’ubiquitine agit comme un signal favorisant l’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 la 

suite, les vésicules contenant les cargos fusionnent avec une structure membranaire particulière : 

l’endosome précoce. Cette structure sert de plateforme d’adressage pour les cargos. Ils peuvent être 

recyclés ou détruits. C’est là que la machinerie ESCRT intervient ; elle agit au niveau des endosomes 

précoces afin de regrouper les cargos à éliminer et les internalise dans des vésicules lipidiques 

libérées dans le lumen des endosomes (vésicules intralumenales ou ILVs) [119], [120]. Suite à l’action 

de tri répétée de la machinerie ESCRT, l’endosome précoce mature en corps multivésiculaire (MVB) 

riche en ILVs [6], [9], [8], [7]. 

Il est important de garder présent à l’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 rôle 

important dans la signalisation cellulaire puisque de nombreux récepteurs activés continuent à 

transmettre un signal tout au long la voie endosomale jusqu’à leur incorporation dans les ILVs [121]. 

C’est à ce moment seulement qu’ils se retrouvent séparés physiquement du cytoplasme, c'est-à-dire 

de leurs partenaires de signalisation. Qui plus est, la participation d’ESCRT dans la signalisation ne 

s’arrête pas là. En effet, les complexes ESCRT interviennent de manière active dans la libération 

d’exosomes (impliqués dans la commmunication intercellulaire) soit indirectement lorsque le MVB 

libère les ILVs dans le milieu extérieur après fusion avec la membrane plasmique [122], soit 

directement en permettant le relargages de vésicules à 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 à 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 l’avenir de chaque protéine (appelées cargos à 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 
l’endosome (voie 3 uniquement), conduisant ainsi à la formation de l’endosome multivésiculaire (MVE ou MVB). 
La maturation des MVBs conduit à la formation de l’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. Cytocinèse 

La cytocinèse représente le processus de séparation des cellules filles durant la division 

cellulaire. Plus spécifiquement elle correspond à une division du cytoplasme en individualisant 

chaque cellule fille. Cette opération s’amorce en fin de mitose/méiose, durant la télophase, où 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 à un rétrécissement progressif du pont 

cytoplasmique au niveau du sillon reliant les cellules filles. L’actine à 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 siège 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 : Modèle de constriction et clivage du pont intercytoplasmique (midbody) par la machinerie ESCRT 
lors de la cytocinèse. A. Images de microscopie électronique du midbody de cellules de mammifère 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 l’abscission, on distingue deux zones de constriction qui correspondent aux endroits 
précis où la séparation a lieu. B. La fission fait intervenir les complexes ESCRT-I et ESCRT-III qui forment une 
spirale au contact de la membrane plasmique. Cette structure réalise à la fois la constriction ainsi que le clivage 
final séparant les cellules filles. Figure A d’après [103], et B d’après [124] 

  

 La machinerie ESCRT intervient donc dans la phase finale de la division cellulaire en séparant 

les cellules filles. Son rôle semble cependant être plus large dans le processus puisque certains 

composants d’ESCRT-III peuvent prévenir l’apparition de dommages génétiques lors de la division 

[91], [89]. Enfin, ESCRT-III se charge du recrutement de la spastine qui désassemble le faisceau de 

microtubules traversant le midbody pour permettre à la constriction et à la fission d’avoir lieu [125], 

[90]. 

 

1.3.3. Autophagie et régulation de la transcription 

L’autophagie est un processus cellulaire qui permet l’élimination de sections entières du 

cytoplasme. Cela permet par exemple aux cellules de récupérer de l’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 à 

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 l’autophagie a commencé à être établi lors d’expériences 

visant à bloquer le fonctionnement d’ESCRT dans lesquelles les autophagosomes s’accumulaient de 

manière anormale [128], [129], [130]. Ce phénotype peut être expliqué soit par une induction accrue 

de l’autophagie en l’absence d’ESCRT ou alors par un blocage de la fusion des autophagosomes. Quoi 

qu’il en soit, le mécanisme par lequel ESCRT intervient dans ce processus est inconnu à l’heure 

actuelle. Une hypothèse séduisante est que la machinerie ESCRT soit nécessaire à la fermeture du 
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phagophore (la fermeture de l’autophagosome par jonction des membranes) car il se trouve que le 

mécanisme serait alors topologiquement similaire à ce que l’on trouve pour les autres fonctions 

cellulaires d’ESCRT [131]. Enfin, il a été montré que des protéines cytosoliques étaient 

spécifiquement incorporées à l’intérieur des ILVs en formation dans un processus dépendant d’ESCRT 

appelé microautophagie [132]. Il semble donc que les connections entre ESCRT et l’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 l’expression des gènes [133], [80], [134], [135], [136]. Dans ce cas, 

les partenaires protéiques sont très 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-III [134] ont été identifiées comme étant impliquées dans cette régulation de la 

transcription des gènes. Là 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 à 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 à 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 à ADN tels que les virus de l’Hépatite B, 

l’Herpes simplex ou encore l’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 possède 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-à-vis d’ESCRT [144]. Le recrutement d’ESCRT se 

produit très rapidement après le début de l’assemblage de Gag au niveau de la membrane plasmique 

et l’action de la machinerie se termine avant que l’assemblage soit terminé [145]. Deux motifs ont 

été identifiés au niveau de p6 ; le motif PTAP qui recrute Tsg101 (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 rôle 

d’ALIX soit moins important qu’ESCRT-I dans le processus [112], [147]. L’assemblage à la membrane 

et la libération du virion nécessitent environ 10 min [148], [101]. Il a été montré que la vitesse à 

laquelle se déroule le bourgeonnement dépendant du motif PTAP est régulée par la kinase TBK1 

selon un mécanisme où TBK1 interagit avec Vps37 (ESCRT-I). 

La protéine ALIX joue un rôle important lors du bourgeonnement du VIH et des données récentes 

suggèrent 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 BroI 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 

que pour la fraction d’ALIX localisée à la membrane [151]. Contrairement à ESCRT-III et VPS4, ALIX 

n’est pas recyclée après le bourgeonnement et reste à 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 

question de la manière 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 BroI et que cette interaction 

génère la forme autoinhibée de la protéine [108]. Or le dimère 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 Tsg101 au site de bourgeonnement provoque la formation de dimères ALIX actifs qui 

pourraient ensuite coordonner l’assemblage de deux polymères 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 à bien des égards. En effet, il a été démontré que Nedd4-1  est capable de 

complémenter l’absence de bourgeonnement chez les virions dont le motif PTAP est absent et cet 

effet est indépendant de Tsg101 [152]. De plus, lors de ces expériences, le sauvetage des virions 

nécessitait l’interaction entre ALIX et Gag. Cette interdépendance fonctionnelle repose sur 

l’ubiquitination d’ALIX par Nedd4-1 [152]. Chez d’autres rétrovirus comme le MLV (Murine Leukemia 

Virus) ou l’HTLV-1 (Human T-cell Leukemia Virus type-1), l’accès à 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 rôle 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 l’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 l’ubiquitine, cet action est indépendante de Tsg101 [152]. Par ailleurs, 

les données disponibles actuellement sur l’ASV (Avian Sarcoma Virus) suggèrent que Tsg101 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 à la membrane plasmique (Figure 13) [106], [107], [88]. Il semble que le 

bourgeonnement viral fasse appel à une machinerie ESCRT réduite. Parmi les protéines composant 

ESCRT-III, CHMP4B, CHMP2 et CHMP1 semblent jouer un rôle majeur dans le processus [101], [88]. 

La présence des protéines ESCRT-III CHMP2 et CHMP4 est primordiale pour la libération des virions 

[88]. Ces dernières forment un polymère 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 possède de multiples voies d’accès à la machinerie ESCRT et le rôle exact de chacun des 

composants est là encore mal connu. Dans le modèle exposé en figure 13, ALIX et ESCRT-I 

permettent l’assemblage des filaments CHMP4 qui rétrécissent le col membranaire et permettent 
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ensuite l’activation et l’assemblage du polymère CHMP2. Une fois ce polymère ESCRT-III assemblé, 

l’ATPase VPS4 désassemble la structure et le virion et libéré.  

 

 

Figure 13 : Modèle 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-III intervient (protéines CHMP4 et CHMP2 sur le schéma) en formant une 
structure spirale à la base du col membranaire afin d’en rétrécir le diamètre pour rendre la fission possible. E et 
F. L’ATPase VPS4 désassemble le complexe ESCRT-III et le virion est libéré. Figure d’après [110]. 

 

 

 

L’ensemble de la machinerie ESCRT constitue le centre névralgique d’une multitude de 

fonctions cellulaires fondamentales très 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, Göttlinger H, Weissenhorn W. 

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

 

- Résumé de l’article: Cet article de review dresse l’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 rôle dans le bourgeonnement viral. L’article propose un modèle intégré du 

bourgeonnement du VIH catalysé par ESCRT ainsi que des pistes sur le rôle des différents 

acteurs de la machinerie. 

 

- Contribution personnelle: J’ai participé activement à l’écriture de l’article et j’ai réalisé la 

totalité des figures. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Dordor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Poudevigne%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=G%C3%B6ttlinger%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Weissenhorn%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004035


31 

 



32 

 



33 

 



34 

 



35 

 



36 

 



37 

 



38 

 



39 

 



40 

 



41 

 



42 

 

 



43 

 

1.5. Objectifs du travail de thèse 

 

- 1 Caractérisation biochimique et structurale des polymères ESCRT-III 

 

CONTEXTE : Il a été montré que les protéines CHMP2a et CHMP3 forment un hétéropolymère 

conique in vitro potentiellement responsable de l’activité de clivage membranaire catalysé par 

ESCRT-III [73], [82]. La capacité de ces polymères à remodeler les membranes reste cependant à 

démontrer. De plus, la structure adoptée par CHMP2a et CHMP3 au sein de ce polymère 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 polymères 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 polymères ESCRT-III 

 

CONTEXTE : Les protéines ESCRT-III sont capables de former différents types de polymères in vitro. 

Cependant, il existe peu de preuves directes de l’existence de ces polymères dans les cellules. 

OBJECTIF : Développer un anticorps reconnaissant uniquement les structures polymériques afin de 

pouvoir visualiser et éventuellement purifier les polymères ESCRT présents dans les cellules 

humaines. 

 

- 3 Etude des interactions entre protéines CHMP 

 

CONTEXTE : Il n’existe à l’heure aucun modèle clair permettant de comprendre comment les 

protéines CHMP interagissent entre elles au sein d’ESCRT-III. Les quelques données structurales sur 

les interactions entre protéines CHMP ne donnent aucun indice sur la manière dont les polymères 

sont formés mais semblent indiquer un mécanisme d’assemblage commun. 

OBJECTIF : Identifier et obtenir la structure du dimère constituant la sous unité minimale présente au 

sein des polymères CHMP2A/CHMP3. 
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2.  MATERIEL ET METHODES 
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2.1. Structure des polymères CHMP2A/CHMP3 par 

cryo-microscopie électronique 

Constructions plasmidiques utilisées :  

Vecteur Insert Provenance 

pMAL C2G modifié (site 

thrombine remplacé par TEV) 

CHMP2A (9-161) [73] 

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 à 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 1 mM final d’IPTG durant 3h à 37°C. Les 

cellules sont ensuite centrifugées 15 min à 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS600 

(20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl) puis lysées par sonication durant 10 min sur la 

glace. Le lysat est ensuite centrifugé durant 25 min à 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 HBS150 ; 10 mM imidazole (CHMP3) ou HBS600 (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 KCl (pour la purification de CHMP3 ces tampons contiennent également 20 

mM d’imidazole). Pour CHMP3, un dernier lavage dans le tampon HBS150, puis HBS150 50 mM 

imidazole précède l’élution dans le même tampon contenant 350 mM d’imidazole. La protéine 

CHMP2A est lavée dans le tampon HBS600 puis éluées dans ce tampon avec 10 mM de maltose.  Enfin, 

CHMP2A et CHMP3 sont purifiées par filtration sur gel à l’aide d’une colonne Superdex 200 (GE 

Healthcare) dans le tampon HBS150 (CHMP3) ou HBS600 (CHMP2A). 

Production et purification des polymères tubulaires CHMP2A/CHMP3 : Afin de produire des 

polymères, environ 4 à 10 µM de monomères CHMP2A sont mélangés à un excès de la protéine 

CHMP3 (généralement 30-80 µM). Le mélange est incubé sur la nuit à 4°C. Les polymères sont 

ensuite séparés des monomères par gradient de sucrose dans le tampon HBS150 contenant divers 

pourcentage de sucrose. Le gradient est constitué en superposant des fractions de 60, 40, 30, 20, 15 

et 5% de sucrose ; l’échantillon est chargé en haut du gradient (sur la fraction 5% sucrose) puis 

centrifugé 6h à 152000 x g. Après centrifugation, la fraction de 60% de sucrose contenant les 

polymères 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 polymères, le 

mélange de CHMP2A/CHMP3 est concentré environ 4 fois et incubé sur la nuit à 4°C. Les polymères 

sont ensuite purifiés par centrifugation 10 min à 12000 x g puis resuspendus dans le tampon HBS150. 

Cette opération est répétée 4 fois. Les polymères sont ensuite mis en présence de la protéase TEV 
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avec un ratio en masse de 1:5 durant 4h à 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 µL d’échantillon ont été appliqués sur le carbone d’une 

grille de cryo-microscopie électronique (Quantifoil) puis transférés et congelés dans de l’éthane 

liquide grâce à un appareil Vitrobot Mark II (FEI). Les grilles ont été stockées dans l’azote liquide 

jusqu’à leur utilisation sur un microscope Philips CM200 opérant à 200 kV ou sur un microscope FEI 

Polara opérant à 300 kV. Les images sont acquises à 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 polymères : voir section 3.1.1.2.2 . 

 

2.2. Propriétés biochimiques des polymères 

CHMP2A/CHMP3 

Constructions plasmidiques utilisées : Voir section 2.1 

Purification des protéines CHMP2A et CHMP3 : Voir section 2.1 

Production et purification des polymères tubulaires CHMP2A/CHMP3 : Afin de produire des 

polymères, environ 4 à 10 µM de monomères CHMP2A sont mélangés à un excès de la protéine 

CHMP3 (généralement 30-80 µM), le mélange de CHMP2A/CHMP3 est concentré environ 4 fois et 

incubé sur la nuit à 4°C. Les polymères sont ensuite purifiés par centrifugation 10 min à 12000 x g 

puis resuspendus dans le tampon HBS150. Cette opération est répétée 4 fois. Lorsque cela est 

nécessaire, les polymères sont mis en présence de la protéase TEV avec un ratio en masse de 1:5 

durant 4h à température ambiante. La MBP libre est finalement éliminée en répétant le protocole de 

purification par centrifugation/resuspension ci-dessus. 

Dichroïsme circulaire : Toutes les expériences sont conduites sur un spectropolarimètre Jasco J-810 à 

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 à 190 nm. Un scan basé sur le tampon seul permet 

de contrôler la contribution du tampon dans la valeur du signal. Les courbes de dénaturation sont 

enregistrées dans le tampon HBS150 avec un pas de 1°C et un temps d’équilibration de 30 sec de 20°c 

à 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 à 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 HBS150 pour obtenir une concentration finale de 2,5 mg/mL. Les lipides sont enfin extrudés à 

travers un filtre ayant des pores de 200 nm de diamètre (Avanti). La taille moyenne des liposomes, 

de l’ordre de 400-500 nm, est obtenue par diffusion dynamique de lumière. 

Interaction avec les lipides : Environ 10 µg de polymères en présence de TEV à un ratio 1:5 sont 

mélangés à 100 µg de liposomes à température ambiante. Les réactions sont observées à 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 HBS150 ; 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 HBS150 puis les gradients sont centrifugés durant 6h à 152000 x g. Les fractions sont ensuite 

récupérées et analysées par gel SDS-PAGE. 

 

2.3. Etude des interactions entre protéines CHMP par 

SPR 

Constructions plasmidiques utilisées :  

Vecteur Insert Provenance 

pBADM41 CHMP6 full length (1-201) Dr. Bettina 

Hartlieb 

pBADM41 CHMP4B  1-175-SNSASDDASASASADEDASS-

(204-224) 

[75] 

pMAL C2G modifié (site 

thrombine remplacé par TEV) 

CHMP2A (9-161) [73] 

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 à 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 à 37°C. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min à 

8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS150 (20 mM Hepes pH 7,6 ; 150 mM NaCl - 

CHMP6)  ou HBS150 ; 10 mM imidazole (CHMP3) ou HBS600 (20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 

mM KCl - CHMP2A, CHMP4B) puis lysées par sonication durant 10 min sur la glace. Les lysats sont 

ensuite centrifugés durant 25 min à 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 HBS150 (CHMP6) ou HBS150 ; 10 mM imidazole 

(CHMP3) ou HBS600 (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 HBS150 ; 20 mM imidazole, puis HBS150 50 mM imidazole précède l’élution dans le 

même tampon contenant 350 mM d’imidazole. Les protéines CHMP2A et CHMP4B sont lavées dans 

le tampon HBS600 puis éluées dans ce tampon avec 10 mM de maltose. La protéine CHMP6 est lavée 

avec le tampon HBS150 et éluée dans ce même tampon avec 10 mM de maltose.  Les protéines sont 

enfin purifiées par filtration sur gel à l’aide d’une colonne Superdex75 (GE Healthcare) dans le 

tampon HBS150. 

Résonance plasmonique de surface (SPR) : Toutes les expériences ont été réalisées avec l’instrument 

Biacore X (GE Healthcare) dans le tampon de course suivant : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 150 mM NaCl ; 

50 µM 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 à immobiliser (RUligand) sont estimées sur la base de la formule :  

 

 
 

MW : masse moléculaire en kDa 

Rmax : valeur de la réponse maximale que l’on veut fixer 

Pour l’analyse cinétique, les protéines ont été immobilisées directement sur la puce dans une des 

deux cellules après activation avec un mélange d’EDC/NHS (Sigma). Les protéines à immobiliser sont 

diluées dans le tampon de couplage (10 mM acétate de sodium pH 4,5) puis injectées jusqu’à 

l’obtention des niveaux de réponse requis. La puce est ensuite désactivée avec 0.1M éthanolamine-

HCl. Les mesures sont réalisées à un flux de 25 µL/min en injectant 50 µL de chacune des dilutions 

contenant l’analyte et en laissant la dissociation se produire durant 600 secondes. Les courbes ont 

ensuite été analysées à l’aide du logiciel BiaEval (version 4.1 ; Biacore).  

Pour l’analyse à l’équilibre, les deux cellules de chaque puce ont été saturées avec 0,1 µg/mL  

streptavidine (dans le tampon de couplage) après activation. Les protéines à immobiliser ont été 

mises en présence de biotine sulfo-LC-NHS (Thermo Scientific) 1h à 4°C  à un ratio molaire de 1:5, 

puis dialysées dans le tampon HBS150 afin d’éliminer la biotine libre. Les protéines sont ensuite 

ajoutées dans une des deux cellules de chaque puce. Les courbes sont enregistrées à un flux de 5 

µL/min en injectant 90 µL de chacune des dilutions d’analyte (sauf pour le jeu de données 

CHMP2A/CHMPP3 full length où le volume d’injection est de 70 µL) et en laissant un délai de 600 

secondes par mesure en fin d’injection. Les valeurs  à l’équilibre ont été calculées en moyennant le 

signal correspondant approximativement aux 140 dernières 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 à l’aide du logiciel Sigma Plot 

(version 11.4 ; Systat). 
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2.4. Sélection d’anticorps de lama contre les polymères 

tubulaires CHMP2A/CHMP3 par Phage Display 

Constructions plasmidiques utilisées :  

Vecteur Insert Provenance 

pMAL C2G modifié (site 

thrombine remplacé par TEV) 

CHMP2A (9-161) [73] 

pProEx HTb CHMP3 (9-183) [73] 

phagemide pUR5071 PelBleader—VHH—His6—MYC—pIII T. Verrips lab. 

Utrecht, Pays Bas 

 

Phage Display :  

Protocole standard - Les protéines servant à la sélection ont été adsorbées en plaque Maxisorp 96 

puits (Nunc) sur la nuit à 4°C dans du tampon PBS. Les puits sont bloqués à l’aide de PBS 

supplémenté de 5% de lait 1h à température ambiante. La bibliothèque de phages est ensuite mise 

en contact des puits dans le même tampon durant 2h à température ambiante sous agitation. Les 

puits sont par la suite lavés 5 fois avec du PBS tween 0,05% à raison de 10 min par lavage sous 

agitation, puis 3 lavage dans du PBS. Les phages retenus sont enfin élués avec de la trypsine à 1 

mg/mL dans du PBS durant 20 min à 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 µL de milieu 2x YT durant 30 min à 37°C 

sans agitation. Les infections sont ensuite dilués en série de pas 10 jusqu’à la dilution 10-10 en plaque 

96 puits. 5 µL de chacune des dilutions sont déposés sur gélose 2x YT ampicilline 2% glucose et mis 

en culture  sur la nuit à 37°C afin d’évaluer les taux d’enrichissement à l’issue du premier round. En 

parallèle, le reste des infections (non diluées) est incubé dans 5 mL de milieu LB ampicilline 2% 

glucose sur la nuit à 37°C. Après culture, les infections sont diluées 100 fois dans du milieu LB 

ampicilline 2% glucose durant 2h à 37°C. Afin de générer une bibliothèque enrichie pour un 

deuxième round de sélection, les bactéries sont ensuite infectées par le phage M13 helper durant 30 

min à 37°C sans agitation puis centrifugées 10 min à 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 à 37°C. Après culture, les infections sont centrifugées 10 min à 4600 rpm. On 

précipite les phages en mélangeant 40 mL de surnageant à 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 à 4600 rpm et 

resuspendus dans 1mL de PBS. On répète l’opération (avec 250 µL de PEG) afin de laver les phages. 

Pour la sélection, on utilise 1 µL 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 après ajout de glycérol (concentration finale 15%) pour un 

stockage à -80°C. 

Protocole en solution - Les bactéries E. coli souche TG1 en phase exponentielle issues de la première 

sélection avec les polymères CHMP (tubes) sont infectées par un phage M13 helper 30 min à 37°C 

sans agitation. Les bactéries sont ensuite centrifugées 10 min à 4600 rpm et resuspendues dans 50 

mL de milieu LB ampicilline kanamycine pour être cultivées sur la nuit à 37°C. La culture est 

centrifugée 15 min à 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 à 4600 rpm et resuspendus dans 1 mL de PBS 5% lait. La sélection est réalisée en 

mélangeant les phages avec environ 10 µg de tubes MBP-CHMP2A/CHMP3 et en incubant le mélange 

sous agitation 30 min à température ambiante. Les polymères sont ensuite culotés par centrifugation 

20 min à 12000 rpm et lavés au PBS, cette opération est répétée 3 fois. Les phages copurifiés avec les 

polymères sont ensuite mis en présence de cellules TG1 en phase exponentielle de croissance pour 

infection durant 30 min à 37°C sans agitation. Les bactéries sont enfin centrifugées 10 min à 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 µL LB ampicilline puis induits avec de 

l’IPTG sur la nuit à 37°C ou (ii) en cultivant le mélange de cellules infectées à l’issue de la sélection 

puis en l’induisant à l’IPTG sur la nuit à 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 à l’aide des amorces MPE25 (5’- 

TTTCTGTATGGGGTTTTGCTA-3’) et M13R (5’-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’), l’amplification des 

VHH (~750 pb) est effectuée selon le protocole suivant : 30 sec à 98°C ; 35 sec à 55°C ; 25 sec à 72°C 

(30 cycles).Les fragments amplifiés sont digérés à l’aide de l’enzyme HinFI 2h à 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 à 18°C avec 1 mM final d’IPTG lorsque les bactéries ont atteint une DO à 600 nm de 

0,5. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min à 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon 

HBS150 (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 à 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 

HBS150, 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. L’élution, précédée dans lavage avec le tampon HBS150 50 mM 

imidazole, est effectuée dans le tampon HBS150 ; 350 mM imidazole. Les protéines éluées sont ensuite 

purifiées par gel filtration avec une Superdex 200 (GE Healthcare) dans le tampon HBS150. Les 

fractions sont analysées sur gel SDS-PAGE. 

Tests ELISA : Les protéines CHMP purifiées (monomères et polymères) ainsi que la MBP sont 

adsorbées sur plaque Maxisorp 96 puits (Nunc) sur la nuit à 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 à 37°C. L’expression des VHH est induite par 

ajout d’IPTG (1 mM final) sur la nuit à 37°C. Après culture, les VHH sont extraits du périplasme par 

congélation/décongélation et les clones sont centrifugés 15 min à 4600 rpm. Le surnageant est 
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ensuite directement ajouté à la solution de blocage dans les puits contenant les protéines adsorbés 

et incubé 1h à température ambiante. Les plaques servant aux tests ELISA sont ensuite lavées à 5 

reprises dans du tampon PBS 0,05% Tween, incubées avec l’anticorps secondaire 9E10 anti-myc 

(Abcam) dilué au 2000ème 45 min dans du PBS 5% lait à température ambiante puis lavées à nouveau 

5 fois dans du tampon PBS 0,05% Tween. Une dernière incubation de 45 min avec un anticorps 

tertiaire anti souris couplé HRP dans du PBS 5% lait est réalisée. Enfin, après 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-phénylène diamine - Thermo Scientific). La réaction enzymatique est bloquée avec 0.2 M 

d’H2SO4 et les absorbance sont ensuite lues à 495 nm avec un lecteur de plaque Wallac Victor2 V 

(Perkin Elmer). Les contrôles positifs sont réalisés à partir d’un VHH bien caractérisé non issu de la 

bibliothèque. 

Tests d’interaction par gradients de sucrose : Le clone 2A8 est mis en présence de 5 µg de tubes 

MBP-CHMP2A/CHMP3, le mélange est ensuite incubé sur la nuit à 4°C. La protéase TEV est ajoutée à 

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 HBS150. Les mélanges protéiques sont chargés sur la fraction 15% 

puis les gradients sont centrifugés durant 6h à 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 

thrombine remplacé par TEV) 

CHMP2A (9-161) [73] 

pBADM41 CHMP4B  1-175- SNSASDDASASASADEDASS-

(204-224) 

[75] 

pDsRed2-N1 DsRed-CHMP4B full length Dr. Heinrich 

Gottlinger 

 

Purification des polymères 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 à 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 0,2% d’arabinose durant 3h à 37°C. Les 

cellules sont ensuite centrifugées 15 min à 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS600 

(20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl) puis lysées par sonication durant 10 min sur la 

glace. Le lysat est ensuite centrifugé durant 25 min à 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 HBS600, 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 HBS600 précède l’élution dans le tampon HBS600 

supplémenté de 10 mM de maltose. Les polymères sont ensuite séparés des monomères par 

filtration sur gel à l’aide d’une colonne Superdex75 (GE Healthcare) dans le tampon HBS600. Les 

fractions correspondant aux polymères sont enfin incubées avec de la protéase TEV 4h à 25°C 

(CHMP4B, ratio en masse 1:10) ou de protéinase K 1h à 25°C (CHMP2A, ratio en masse 1:100). Les 

polymères CHMP2A débarrassés de la MBP sont soumis à un gradient de sucrose (de bas en haut du 

gradient : 60% - 40% - 30% - 20% - 15%) durant 6h à 152000 x g. Après centrifugation, la fraction de 

60% de sucrose contenant les polymères est récupérée. Les polymères CHMP4B sont purifiés en 

chargeant le produit de clivage sur une colonne de nickel HisTrap FF (GE Healthcare) dans le tampon 

HBS600. Les polymères sont récupérés lors du lavage. 

Immunisation : Le protocole est pris en charge par la société Covalab. Brièvement, les polymères 

purifiés sont injectés aux jours 0, 14, 28, et 56. Chaque injection contient 50 µg 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 à 4°C dans du PBS. Les puits sont saturés avec du PBS contenant 5% de 

lait. Le sérum polyclonal de lapin est ensuite utilisé à différentes dilutions (1: 1000 ; 1:2500 ; 1:5000 ; 

1:7500 ; 1:10000) comme anticorps primaire dans le même tampon durant 45 min à température 

ambiante puis, après 5 lavage au PBS Tween 0.05%, un anticorps secondaire anti lapin dilué au 

10000ème couplé HRP (Promega) est incubé dans les puits dans du tampon PBS 5% lait 45 min à 25°C. 

Après 5 lavages supplémentaires avec du PBS Tween 0,05%, un lavage final est réalisé dans du PBS 

puis la révélation est opérée avec de l’OPD (Thermo Scientific). La réaction enzymatique est bloquée 

avec 0.2 M d’H2SO4 et les absorbance sont ensuite lues à 495 nm avec un lecteur de plaque Wallac 

Victor2 V (Perkin Elmer). Les western blot sont réalisés à 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 à l’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 à la phosphatase alcaline 

(Promega) et la révélation utilise la solution de révélation Western Blue (Promega). Après 

l’apparition du signal spécifique sur la membrane, la réaction est stoppée en lavant la membrane 

avec de l’eau distillée. 

Culture cellulaire & Immunofluorescence : Les cellules HEK293T sont cultivées à 37°C dans le milieu 

DMEM supplémenté de sérum de veau fœtal, de L-glutamine ainsi que de pénicilline et 

streptomycine (Gibco). Les cellules sont transfectées à l’aide de PEI à 10 µg/mL en présence de 2 µg 

de plasmide dans du milieu DMEM non supplémenté durant 4 h à 37°C. Le milieu de transfection est 

ensuite remplacé par du DMEM supplémenté et les cellules sont incubées 24 h à 37°C. Les cellules 

sont par la suite lavées deux fois avec du tampon PBS froid puis fixées 20 min à 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. Après un lavage au PBS, les cellules sont perméabilisées 3 min avec  du PBS contenant 0.1% 

de Triton X-100 puis lavées à nouveau avec du PBS à 4°C. L’immunomarquage est effectué en 

incubant les cellules fixées 1h à température ambiante avec l’anticorps anti CHMP4B purifié dilué au 

500ème 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 2000ème en présence de DAPI dans du PBS ; 5% glycerol ; 

2% BSA. Enfin, les cellules sont lavées au PBS et les lamelles sont montées à l’aide de Mowiol. Les 

lames sont visualisées à l’aide d’un microscope à épifluorescence TCS-SP2 (Leica).  

 

2.6. Test de modèles de polymérisation 

Constructions plasmidiques utilisées :  

Vecteur Insert Provenance 

pBADM30 CHMP2A (54-103) clone personnel 

pBADM30 CHMP3 (105-161) clone personnel 

pBADM41 CHMP2A (1-53) clone personnel 

pBADM41 CHMP2A (10-53) clone personnel 

pBADM41 CHMP3 (105-161) clone personnel 

pETM41 CHMP2A (104-181) clone personnel 

pETG 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 

pRSET 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 l’antibiotique approprié. Les cultures ont été 

incubées à 37°C jusqu’à atteindre une DO à 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 à 37°C. Les cellules sont 

ensuite centrifugées 15 min à 8000 x g et resuspendues dans 100 mL de tampon HBS150 (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 à 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 HBS150, 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. L’élution, précédée dans lavage avec le 

tampon HBS150 50 mM imidazole, est effectuée dans le tampon contenant 350 mM imidazole pour la 

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 HBS150. 

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 à 600 nm de 0,5 elles sont induites avec 1 mM final d’IPTG 

durant 3h à 37°C. Les cellules sont ensuite centrifugées 15 min à 8000 x g et resuspendues dans 100 

mL de tampon HBS150 ; 10 mM imidazole puis lysées par sonication durant 10 min sur la glace. Le 

lysat est ensuite centrifugé durant 25 min à 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 HBS150, 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 HBS150, puis HBS150 ; 50 mM imidazole précède l’élution dans le même tampon 

contenant 350 mM d’imidazole. Les protéines sont enfin purifiées par filtration sur gel à l’aide d’une 

colonne Superdex200 (GE Healthcare) dans le tampon HBS150.  

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 à 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 excès des mutants CHMP3Cys est mis en 

présence de quelques microgrammes de la protéine MBP-CHMP2A. Après incubation sur la nuit à 

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 à 152000 x g. Après centrifugation, la fraction de 60% de sucrose 

contenant les polymères est récupérée et analysée par microscopie électronique. Toutes les fractions 

sont analysées par SDS-PAGE. 
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3. RESULTATS  
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3.1. Caractérisation biochimique et structurale des 

polymères ESCRT-III 

  

3.1.1. Structure des polymères CHMP2A/CHMP3 par cryo-microscopie 

électronique 

 

3.1.1.1. Introduction 

Les protéines CHMP2A et CHMP3 font partie d’ESCRT-III. Lorsqu’elles sont mises en présence 

l’une de l’autre in vitro, elles sont capables de former des hétéropolymères tubulaires dont l’une des 

extrémités est parfois terminée par une structure en forme de dôme [73]. Ces structures sont 

probablement responsables de l’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 première fois ces polymères. Mon objectif a été de 

produire et purifier les polymères 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 

polymères pour la microscopie électronique : 

Pour produire et purifier les polymères 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 polymères. La réaction de polymérisation est spontanée et ne nécessite qu’une 

dizaine de micromolaires de MBP-CHMP2A en présence d’un excès de la protéine CHMP3. 

J’ai donc purifié chacune de ces deux protéines individuellement (Figure 14). Les deux protéines 

se purifient relativement aisément après une colonne d’affinité suivie par une colonne de filtration 

sur gel. La protéine MBP-CHMP2A est capable de former des homopolymères en forme d’anneaux 

d’environ 25 nm de diamètre visibles en microscopie électronique (Figure 14B). Ces polymères 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 dernière et CHMP2A. La difficulté majeure a été d’obtenir suffisamment de monomères MBP-

CHMP2A car les polymères sont généralement très 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 homopolymères en forme d’anneaux 
(images de microscopie électronique), aux monomères puis à la MBP seule. 
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 Afin de former les hétéropolymères tubulaires, entre 4 et 10 µM de monomères MBP-

CHMP2A sont mis en présence d’un excès 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 µg de polymères. Les polymères sont séparés des monomères restants par 

gradient de sucrose (Figure 15). 

 

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

 

Ayant constaté que la concentration de départ en monomères était le facteur principal déterminant 

la quantité finale de polymères obtenus, j’ai optimisé ce protocole en concentrant les  monomères 

CHMP2A et CHMP3 juste après mélange. Cette modification a permis d’obtenir plus de polymères 

pour la microscopie avec environ 220 µg de polymères par préparation, soit jusqu’à 10 fois plus 

qu’avec le protocole standard. 

J’ai aussi simplifié le protocole de purification car je me suis aperçu que les grandes dimensions 

des polymères tubulaires (50-70 nm de diamètre ; > 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 polymères dans le tampon et le volume de son choix. 

Lorsque les polymères 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 polymères. 

En effet, la MBP se localise en surface des tubes et masque l’extérieur des polymères. La présence de 

MBP constitue donc un frein pour avoir une résolution suffisante lors de la détermination de la 

structure des polymères (Figure 16A).  
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Figure 16 : Elimination de la MBP des polymères MBP-CHMP2A/CHMP3 grâce à la protéase TEV. A. Observation 
des polymères par microscopie électronique en présence et en absence de TEV. La MBP est clairement visible le 
long de la surface externe des polymères. 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 à température ambiante. 

 

A 

B 
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 J’ai donc déterminé quelles quantités de protéase TEV étaient nécessaires pour cliver 

totalement la MBP (Figure 16B). Un ratio très élevé (1:5 en masse) en protéase est nécessaire pour 

éliminer la MBP efficacement. Ceci s’explique par le fait que (i) l’accessibilité du site TEV est 

grandement limitée par la disposition compacte des MBP dans le polymère et (ii) les tubes sans MBP 

se regroupent rapidement entre eux au sein d’amas de tubes dont le cœur est difficilement 

atteignable par la TEV. 

 Ces conditions ont permis de générer des échantillons satisfaisants pour permettre la 

détermination de structure des polymères par cryo-microscopie électronique. 

3.1.1.2.2. Détermination de la structure : 

 L’observation des polymères par cryo-microscopie électronique a permis de mettre en 

évidence une variabilité morphologique importante. Les images correspondant aux sections de tubes 

les plus régulières ont été isolées et regroupées par classes en fonction de leur diamètre (Figure 

17B). Les diamètres varient entre 445 et 545 Å selon une répartition globalement gaussienne et la 

classe majoritaire regroupe les polymères de 485 Å de diamètre. La classification des images a permis 

de mettre en évidence la présence d’au moins deux sous types de polymères 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 polymères. De plus, on dénombre des différences au sein même des images présentant 

un pattern en colonne ; le nombre de colonnes pouvant varier sensiblement (de 3 à 6). 

 La grande variabilité morphologique observée complique énormément l’analyse d’image 

pour le calcul de la structure car elle impose d’effectuer un regroupement des images par patterns 

en plus du diamètre. 

 L’analyse des images moyennes indique la présence d’un pas d’hélice d’environ 30 Å et 

révèle que le pattern en ligne est décrit par une hélice simple alors que les patterns en colonne 

peuvent être décrits par plusieurs hélices (au nombre de 6 pour la classe la plus peuplée). Afin 

d’évaluer la pertinence de chacun des modèles, les structures tridimensionnelles correspondants aux 

modèles à une et six hélices ont été générés. Ces structures servent ensuite à calculer des projections 

en 2 dimensions qui sont comparées aux images moyennes expérimentales.  

Le modèle d’hélice simple explique bien le pattern en ligne et indique là encore un pas 

d’hélice de l’ordre de 30 Å. Le modèle à 6 hélices indique quand à lui une bonne corrélation pour un 

pas de 181 Å ainsi que d’autres corrélations plus faibles pour les multiples de 30 Å. 

 La génération de ces modèles permet de guider la reconstruction de la structure finale. Seule 

la structure à six hélice à pu être déterminée, l’hélice simple n’étant pas suffisamment représentée 

parmi les images expérimentales. La reconstruction finale se situe à une résolution de 22,4 Å. Elle 

montre que la surface externe des polymères est relativement lisse. En revanche, la présence de 

profonds sillons entre hélices ainsi que la protrusion de chaque unité asymétrique à 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 polymères MBP-CHMP2A/CHMP3. A. Aperçu 
d’un échantillon de polymères purifiés par cryo-microscopie électronique. Panneau de gauche : visualisation 
d’un échantillon de polymères tubulaires déposé sur une grille de cryo-microscopie. Panneau de droite : zoom 
dans l’une des gouttes de tampon vitrifié contenant des polymères tubulaires B. Histogramme indiquant la 
répartition des différents diamètres de polymères parmi les images sélectionnées. C. Images moyennées de 
sections de polymères montrant clairement la présence de deux patterns différents : un pattern dit « en lignes » 
où les striations internes sont linéaires et un pattern dit «  en colonnes » où les striations sont interrompues. 
Figures B et C adaptées de [160]. 

 

La résolution obtenue ne permet pas d’insérer la structure du monomère cristallographique 

CHMP3 de manière non ambigüe au sein de l’unité asymétrique (Figure 18C). La carte de densité 

indique la présence de deux interfaces : une interface au sein de chaque hélice et une interface 

A 
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moins étendue entre les unités asymétriques de différentes hélices. Si l’on admet que le docking de 

la structure du monomère CHMP3 est correct ; chaque monomère CHMP2A ou CHMP3 est en 

interaction avec 4 autres monomères dans la structure (Figure 18C). La structure des polymères 

présentant un pattern en ligne n’a pas pu être obtenue en raison du manque d’images 

correspondant à ce sous-type. 

 

Figure 18 : Résultat de la reconstruction tridimensionnelle à 22,4 Å de résolution de la structure des polymères 

CHMP2A/CHMP3 (pattern en colonne à 6 hélices). A. Aperçu de la structure. Le pas d’une hélice (181 Å) est 

indiqué par la double flèche. Les 6 hélices composant le polymère sont indiquées par les chiffres à 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 monomère CHMP3 dans l’unité 

asymétrique de la structure des polymères tubulaires. Panneau supérieur : vue depuis l’extérieur du tube ; 

panneau du milieu : vue depuis l’intérieur du tube - les pointillés tracent les sillons présents à 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 homopolymères CHMP2A (Figure 14B) ont également été digérés à l’aide de la protéase 

TEV. Le retrait de la MBP révèle des structures filamenteuses enroulées sur elles-mêmes (Figure 19). 

Ces structures sont de dimension comparable aux filaments hélicoïdaux composant les tubes 

CHMP2A/CHMP3. Ce filament CHMP2A est large d’environ 30 Å. 
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Figure 19 : Polymères 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 diamètre comparable aux tubes CHMP2A/CHMP3. 
Echelle : 40 nm. Figure adaptée de [160]. 

 

3.1.1.3. Discussion 

J’ai reproduis les hétéropolymères CHMP2A/CHMP3 puis j’ai optimisé le protocole permettant 

de les fabriquer afin de rendre possible l’obtention de leur structure à 22,4 Å de résolution par cryo-

microscopie électronique. 

Bien qu’une reconstruction très basse résolution de ces polymères ait été publiée précédemment 

dans le laboratoire [73], cette dernière ne permettait pas de percevoir autant de détails en surface 

des tubes. De plus, nous montrons ici que ces polymères sont représentés par un ensemble de 

structures hélicoïdales 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 à chaque tour d’hélice. 

La reconstruction de structure révèle une surface externe des polymères relativement lisse et 

une surface interne irrégulière. Cette différence marquée peut assez bien s’expliquer si l’on 

considère 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 l’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 à l’extérieur de la structure correspond aux résidus 

impliqués dans le ciblage à la membrane et que les résidus identifiées comme jouant un rôle dans la 

polymérisation se trouvent à l’interface avec le monomère suivant (voir Figure 7D et Figure 18C). Ce 
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positionnement des monomères dans la structure est donc en accord avec les données de 

mutagenèse disponibles sur les protéines CHMP [22]. 

 Cependant, bien que la forme de la densité correspondant à l’unité asymétrique dans la 

reconstruction corresponde bien à la forme de l’enveloppe du monomère CHMP3, ce dernier ne 

remplit pas totalement l’unité asymétrique. La densité est également trop petite pour accueillir un 

dimère. Les espaces qui ne sont pas comblés par le monomère ne peuvent pas non plus être 

expliqués par la queue C-terminale des protéines CHMP car elle n’est pas requise pour la formation 

de polymères avec CHMP3 et elle n’est pas présente dans la construction CHMP2A utilisée. Par 

conséquent, il est très probable qu’une conformation différente du monomère soit présente dans le 

polymère. La densité de l’unité asymétrique comprend vraisemblablement une partie de chacun des 

deux monomères organisés dans une conformation spécifique. 

 Les polymères CHMP2A présentent de grandes similarités avec le filament hélicoïdal 

constituant les hétéropolymères CHMP2A/CHMP3. La largeur de ces filaments est très proche de 

ceux observés dans la structure des polymères tubulaires (Figure 18C), et possiblement des 

polymères CHMP4B et CHMP2B [75], [81]. Ces similarités suggèrent que toutes les protéines ESCRT-

III partagent le même mécanisme global d’assemblage. 

 

3.1.2. Propriétés biochimiques des polymères CHMP2A/CHMP3 

 

3.1.2.1. Introduction 

Les polymères CHMP2A/CHMP3 peuvent spontanément former des polymères qui nécessitent 

l’apport d’énergie (grâce à l’ATPase VPS4) pour être désassemblés [73]. Ces observations suggèrent 

que les polymères sont beaucoup plus stables que les monomères.  

De plus, bien qu’une interaction entre les polymères 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 polymères. 

Mon travail a consisté à évaluer la stabilité des polymères ainsi qu’à déterminer s’ils étaient 

capables de remodeler des structures membranaires.  

 

 

 

 

3.1.2.2. Résultats 

3.1.2.2.1. Stabilité des polymères : 
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 Afin d’évaluer l’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 

dichroïsme circulaire pour les monomères et les polymères (Figure 20). Les monomères CHMP2A et 

CHMP3 affichent une température de dénaturation de 60°C et 65°C respectivement (Figures 20B et 

20C). La courbe de dénaturation des polymères présente deux phases de transition : une première 

phase à environ 50°C et une seconde phase vers 74°C (Figure 20D). La première phase correspond à 

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 première transition et indique 

une dénaturation aux alentours de 70°C (Figure 20E). 
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Figure 21 : Protéolyse limitée sur les monomères CHMP2A/CHMP3 et leurs polymères. A. Deux ratios (en masse) 
de trypsine sont testés sur les monomères et les polymères (tubes) durant 1h à température ambiante. On 
observe la persistance de deux bandes (astérisques) pour les polymères uniquement B. Image de microscopie 
électronique (coloration négative) montrant que des tubes sont toujours présents dans l’échantillon contenant 
1:50 de trypsine. C et D. Protéolyse limitée sur les tubes clivés. CHMP2A reste inaffectée par la présence de 

Figure 20 : Profils de dénaturation obtenus par 
dichroïsme circulaire.  

Températures de dénaturation : 

A. MBP : 55°C 
B. CHMP3 : 60°C 
C. MBP-CHMP2A : 65°C 
D. MBP-CHMP2A/CHMP3 : 49°C ; 74°C 
E. CHMP2A/CHMP3 : 70°C 

TRYPSINE 

TRYPSINE PROTEINASE K 
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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 monomères et les polymères, 

des tests de résistance aux protéases ont été conduits. Pour cela, j’ai exposé les protéines à 

différents ratios en protéases afin d’estimer à partir de quelles quantités de protéases chacune des 

protéines est dégradée (Figure 21). 

Contrairement aux monomères, les polymères MBP-CHMP2A/CHMP3 sont capables de résister à la 

présence de trypsine (Figures 21A, 21B). La protéolyse des polymères débarrassés de la MBP montre 

que CHMP2A reste complètement résistante aux protéases alors que CHMP3 forme un fragment 

stable légèrement supérieur à 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 α1 à α5 (11-187/6-172) et α1 à α4 (12-164).  

3.1.2.2.2. Propriétés optiques : 

 Les polymères 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 

polymère. Afin de déterminer précisément la concentration des polymères purifiés en solution, j’ai 

adapté la formule suivante qui relie l’absorbance à 280 nm à la concentration: 

Abs280  = ε . l . C 

L’absorbance mesurée est la résultante des absorbances cumulées de CHMP2A et CHMP3 soit : 

Abspolymères  = AbsCHMP2A + AbsCHMP3 

c'est-à-dire : 

Abspolymères  = εCHMP2A . l . CCHMP2A + εCHMP3 . l . CCHMP3 

avec un ratio 1:1 on a : CCHMP2A = CCHMP3 = x 

et donc : 

Abspolymères  = εCHMP2A . l . x + εCHMP3 . l . x 

Abspolymères  = ((εCHMP2A + εCHMP3)l)x 

et la concentration en polymère est égale à 2x. 

Lorsque j’ai appliqué cette formule pour déterminer la concentration en polymères natifs, je me suis 

aperçu que les valeurs obtenues ne correspondaient pas aux quantités réelles en polymères. De plus, 

tous les échantillons présentaient des taux apparents d’ADN anormaux (mesurés à 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 polymères dénaturés (le ratio Abs280/Abs260 revient à une 

valeur acceptable). Il y a donc un effet hyperchrome propre aux polymères qui est confirmé par les 
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mesures à 280 et 260 nm (Tableau 1). Ce phénomène a été observé pour les polymères formés par 

CHMP2A/CHMP3 et CHMP2A seule (ainsi que pour CHMP4B). Il est donc impossible d’évaluer la 

concentration des polymères en se basant sur l’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 Abs280/Abs260 est trop élevée. Cet effet reste spécifique des polymères car chacun 

des monomères MBP-CHMP2A et CHMP3 utilisés avant assemblage ne présentent pas 

d’hyperchromicité. 

 

PROTEINE Tampon Absorbance à 280 

nm 

Absorbance à 260 

nm 

Ratio 

280/260 

Polymères 

tubulaires MBP-

CHMP2A/CHMP3 

HBS 0,803 0,827 1,0 

6M Guanidine HCl 0,151 0,042 3,6 

Polymères en 

anneaux MBP-

CHMP2A 

HBS 0,155 0,111 1,4 

6M Guanidine HCl 0,065 0,000 +++ 

 

Tableau 1 : Illustration de l’effet hyperchrome pour les polymères CHMP2A/CHMP3 et CHMP2A. Les 
absorbances à 260 et 280 nm issues des mêmes échantillons de protéines ont été mesurées en condition native 
(HBS) et dénaturée (6M guanidine HCl). Les polymères natifs présentent des absorbances à 260 et 280 nm 
largement supérieures à la valeur des polymères dénaturés. 

 

3.1.2.2.3. Remodelage des membranes lipidiques: 

Afin de vérifier si les polymères tubulaires formés par CHMP2A/CHMP3 sont effectivement 

capables d’interagir et de déformer les membranes, j’ai coincubé les polymères avec des liposomes 

et observé l’échantillon à 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 polymères s’accumulent par paquets au 

niveau des liposomes. Après 30 min d’incubation, les liposomes apparaissent déchirés ou éventrés 

avec notamment l’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 polymères CHMP2A/CHMP3. 

Enfin, après 2 h, les lipides et les polymères forment de gigantesques super-agrégats trop épais pour 

être visualisés en détail par coloration négative. En dehors de ces quelques agrégats massifs ; 

l’échantillon est parfaitement limpides à ce stade.  

Un échantillon similaire contenant des polymères dont la MBP n’a pas été clivée ne présente 

aucun des symptômes précités. Dans  cet échantillon, les polymères et les liposomes ne sont pas 

associés ; ils restent intacts et arrondis y compris après plusieurs heures d’incubation (Figure 22 ctrl). 
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Figure 22 : Cinétique de déformation des liposomes par les polymères 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 à t0 (liposomes et tubes avant mélange), t = 15 min, 30 
min, 1 h et 2 h. L’échantillon à t =2 h était trop agrégé pour permettre l’observation. ctrl : contrôle 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’après ultracentifugation, les lipides chargés au 

départ en bas du gradient remontent dans les fractions hautes du gradient. Etant donné que les 

polymères CHMP2A/CHMP3, culotent normalement au fond d’un tel gradient après centrifugation, 

leur présence dans la fraction haute du gradient (où se trouvent les lipides) permettra de confirmer 

l’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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2.3. Discussion 

Figure 23 : Test de flottation confirmant l’interaction entre les polymères 
CHMP2A/CHMP3 et les liposomes. A. SDS-PAGE montrant le contenu du gradient. 
Les polymères sont localisés dans le haut du gradient avec les liposomes. B. 
Visualisation de la fraction contenant les polymères et les lipides par microscopie 
électronique (coloration négative) : on distingue de vastes liposomes sur lesquels 
des polymères sont présents. 
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Lors de ce travail, j’ai mis en évidence l’exceptionnelle stabilité des polymères CHMP2A/CHMP3 

ainsi que leur faculté à interagir et remodeler les membranes lipidiques. 

Les expériences de dichroïsme circulaire montrent que la température de dénaturation des 

polymères est de 5 à 10°C plus élevée que celle des monomères CHMP2 et CHMP3 (Figure 20). La 

dénaturation de la MBP au sein des polymères se produit très tôt (Figure 20D). Cela peut s’expliquer 

par le fait que l’orientation de la protéine est fortement contrainte dans les polymères. La 

dénaturation initiale de la MBP ne perturbe pas la structure des tubes dont la dénaturation 

n’apparaît qu’aux alentours de 70°C (Figures 20D, 20E). Contrairement à la situation dans le 

polymère, 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 polymères 

CHMP2A/CHMP3. Les polymères résistent à des ratios en protéase pour lesquels les monomères sont 

complètement digérés (Figure 21A). Les polymères résistent à des quantités de trypsine et de 

protéinase K relativement élevées (Figures 21C, 21D). A en juger par l’intensité des bandes 

résistantes sur les gels, les deux protéines sont présentes en quantité équivalente dans les polymères 

protéolysés. Cette observation, ainsi que la microscopie électronique confirment que les polymères 

protéolysés conservent leur intégrité structurale (Figure 21B). Il est intéressant de constater que 

quelque soient les ratios employés, la construction CHMP2A comprenant les hélices α1 à α4 reste 

totalement protégée. C’est aussi le cas de CHMP3 dont le plus petit fragment stable correspond à ces 

quatre hélices N-terminales. Cela est en accord avec le modèle 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 polymères [73], [22]. Le fait que les parties N-terminales de 

CHMP2A et CHMP3 soient complètement inaccessibles aux protéases met en évidence que les 

polymères correspondent à des structures très compactes et souligne que les interfaces d’interaction 

entre les protéines doivent être assez étendues. Cette dernière observation est d’ailleurs confirmée 

par la structure obtenue par cryo-microscopie électronique (Figure 18). 

L’effet hyperchrome des polymères est un phénomène intéressant car en étant quantifié plus 

précisément, il pourrait être mis à profit pour enregistrer la cinétique de polymérisation des 

protéines CHMP en temps réel. Dans l’ADN, l’effet hyperchrome intervenant lors de la séparation des 

brins est bien documenté. Pour les polymères CHMP, cet effet est peut être 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 être simplement dû à une augmentation de la 

turbidité du milieu lors de la formation de structures polymériques. 

Dans le modèle attribuant la fission membranaire aux polymères en forme de dôme formés par 

CHMP2A/CHMP3, la surface d’interaction avec la membrane est localisée à l’extérieur des polymères 

[82]. A ce titre, la MBP offre un contrôle négatif idéal puisqu’elle couvre l’extérieur des tubes 

CHMP2A/CHMP3. Dans les expériences d’interaction avec les liposomes, seuls les polymères 

débarrassés de la MBP peuvent interagir avec les lipides (Figure 22). Ce résultat confirme que cette 

surface interagit spécifiquement et très fortement avec les lipides au point d’altérer complètement la 

forme des liposomes.  
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Quelques interactions entre les tubes MBP-CHMPA/CHMP3 et les liposomes ont tout de même 

été observées par microscopie électronique. Contrairement aux interactions visualisées avec les 

tubes sans MBP, elles se produisent toujours à l’extrémité ouverte des polymères tubulaires. Les 

tubes sont comme « posés » sur les liposomes perpendiculairement au plan formé par la membrane 

lipidique (Figure 22 ctrl). La MBP étant attachée à CHMP2A par un linker flexible, il est probable qu’à 

l’extrémité des polymères elle ne couvre pas totalement la surface externe et rende ainsi possible ce 

type d’interactions. Les lipides ne sont jamais présents à l’intérieur des tubes dans ce cas, ce qui 

indique que la surface interne des polymères n’est pas impliquée dans cette interaction, en accord 

avec le modèle. 

Les tubes CHMP2A/CHMP3 sont très faciles à culoter, y compris avec une centrifugeuse de 

paillasse. Le fait de retrouver les polymères dans les fractions hautes du gradient de sucrose 

contenant les liposomes confirme donc sans ambigüité l’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 l’exposition de la surface prédite d’interaction avec la 

membrane (par élimination de la MBP) provoque (i) l’association très forte et très rapide des 

polymères avec les liposomes (ii) le déchirement des liposomes (iii) la fusion massives des structures 

lipidiques associées aux polymères (Figure 22). Les polymères 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 KD 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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 Le but de ce travail est donc d’essayer de déterminer les affinités d’interaction entre les 

monomères 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 KD apparents qui 

soient fiables. Un des principaux problèmes est de s’affranchir des effets de polymérisation puisque 

je ne voulais quantifier que la force de l’interaction initiale entre monomères CHMP (interaction avec 

une stoechiométrie 1:1) sans déclencher la formation de polymères sur la puce. 

 

 

A 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

C 

Figure 24 : Schéma illustrant le principe de la 
technique SPR. Le dispositif comporte une puce 
soumise à 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 l’analyte n’est 
pas injecté ou s’il n’interagit pas avec le ligand. 
B. Pendant toute la durée de l’injection de 
l’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 
l’analyte se dissocie progressivement et le 
signal revient à 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.  
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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Profils de purification par filtration sur gel (Superdex 75) des protéines CHMP6 (A), CHMP3 (B), 

CHMP2A (C) et CHMP4B (D). Seuls les monomères sont utilisés pour l’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 paramètres : en plus de 

fournir le KD, elle donne accès aux constantes de vitesse. Etant donné que l’on cherche à éviter les 

phénomènes de polymérisation, il est commode d’immobiliser CHMP2A et CHMP4B. 

Malheureusement, CHMP2A ne supporte pas l’immobilisation et la protéine est vraisemblablement 

dénaturée durant le processus. Ceci m’a contraint à utiliser CHMP2A comme analyte et à fabriquer 

une puce avec CHMP3. 

 Des interactions spécifiques ont été mesurées entre les monomères des protéines CHMP6 et 

CHMP4B. Les protéines CHMP4B et CHMP3 interagissent entre elles, avec CHMP2A et avec elles 

même (Figure 26). Bien que des jeux de données aient pu être obtenus pour chaque combinaison, il 

s’est avéré impossible d’appliquer le modèle mathématique décrivant une interaction avec une 

stœchiométrie 1:1, mis à part pour le jeu de données CHMP4B / CHMP3 (Figure 26) où un KD de 0,54 

µM a pu être déterminé.  

Au départ, l’enregistrement de jeux de données satisfaisants a été rendue difficile par un 

manque de reproductibilité des mesures. Afin d’éviter des phénomènes 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 à nouveau afin d’enregistrer ces données. Ceci à 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 l’application de l’approche cinétique, j’ai 

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

 L’analyse à l’équilibre ne permet pas d’accéder aux constantes de vitesse des réactions 

d’association et de dissociation. En revanche elle donne accès au KD et elle s’avère être beaucoup 

plus robuste pour des systèmes délicats. Dans la pratique, on injecte l’analyte à un flux très bas et 

pendant une durée plus importante afin de permettre l’établissement d’un équilibre entre 

l’association et la dissociation de l’analyte sur la puce. L’équilibre est atteint lorsque la courbe 

dessine un plateau. 

Si l’on considère la réaction de formation du complexe sur la puce, le signal en RU est en fait 

directement proportionnel à la concentration en complexe. L’établissement d’un équilibre permet de 

négliger les variations de concentration de l’analyte dues à l’association avec une partie du ligand. 

Après plusieurs optimisations, cette approche s’est finalement avérée beaucoup plus fiable que la 

précédente et les données enregistrées ont pu être exploitées pour la détermination d’affinités. Ces 

données sont correctement décrites par un modèle impliquant une stœchiométrie d’interaction de 

1:1. 

L’équation développée par Irving Langmuir en 1916 permet de décrire l’adsorption de molécules sur 

une surface. Il s’agit du modèle le plus simple pour décrire la réaction A + B  AB (avec A = analyte ; 

B = ligand), c’est aussi le modèle qui s’applique dans la majorité des cas. 

On peut écrire l’équation comme suit :  

 

 

 

avec :  

RU = proportionnel à la concentration en complexe [AB] 

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

[A] = concentration en analyte ; à l’équilibre cette valeur correspond aussi à la concentration de la 

dilution injectée 

KD = constante de dissociation de la réaction ; il s’agit du paramètre que l’on cherche à déterminer. 

 

Si l’on considère la réaction de formation du complexe, alors on a : 

 

où Ka = constante d’association (= 1/KD) et (Rmax - RU) = [B] 

 



78 

 

Un des moyens les plus commodes d’analyser les données à l’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 modèle (corrélation importante). La 

représentation de Scatchard dérive directement de l’équation précédente : 

 

Cette représentation de type y = a.x + b permet d’obtenir la valeur du KD. L’avantage de cette 

méthode est qu’elle permet une visualisation simple et directe de la correspondance entre les 

données et le modèle. Elle permet aussi de détecter facilement la présence de plusieurs sites 

d’interaction. 

 

Une seconde méthode pour représenter les données consiste à représenter le niveau de 

réponse à l’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 l’hyperbole la plus simple est de type Henri-Michaelis-Menten : 

 

 

  Le premier jeu de données enregistré décrit l’interaction entre MBP-CHMP2A et la version 

full-length de CHMP3 (Figure 27). Grâce à l’utilisation d’une stratégie alternative d’immobilisation à 

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’à 

atteindre l’équilibre. La dissociation est relativement lente (Figure 27A). La représentation de 

Scatchard indique une bonne corrélation avec le modèle (R2 = 0.969) avec une affinité de 4,5 µM. 

L’analyse hyperbolique donne la meilleure corrélation avec les données (R2 = 0.998) pour l’équation : 

 

L’équation de base de l’hyperbole est modifiée par le facteur c . [A] qui décrit l’accumulation 

aspécifique de CHMP3 sur la puce. Ce phénomène a été effectivement observé lors de 

l’enregistrement des données : les points à haute concentration sur le graphe de Scatchard dévient 

de la tendance linéaire. La valeur du KD déterminée ici est de 3,24 ± 0,25 µM. Les affinités calculées 

par les deux méthodes indiquent donc un KD de l’ordre du micromolaire. 
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Free CHMP3 (µM) Bound CHMP3 (Ru) Bound / Free (Ru . µM-1) 

0.43 10.03 23.33 

0.847 16.84 19.89 

1.27 24.34 19.16 

1.91 31.19 16.33 

2.87 41.96 14.62 

4.30 53.71 12.49 

6.45 57.70 8.95 

9.68 69.92 7.22 

14.5 77.85 5.37 

21.8 86.93 3.99 

32.7 98.05 3.00 

43 106.66 2.48 

 

A CHMP2A / CHMP3 

 

B 
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Figure 27 : Interaction entre CHMP2A (immobilisée) et CHMP3 (full-length) mesurée par SPR. A. Aperçu du jeu 
de données. B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de 
réponse à l’équilibre  (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. 
C. Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique.  

 

D 

C 

KD = 3,24 µM  

 

CHMP2A / CHMP3 

 

CHMP2A / CHMP3 
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 Afin d’évaluer l’influence de la délétion de la queue C-terminale de CHMP3, j’ai mesuré 

l’interaction entre CHMP2A et une construction CHMP3 sans queue C-terminale. Les données 

révèlent que la délétion de la queue C-terminale n’a pas d’influence sur l’affinité entre CHMP3 et 

CHMP2A (Figure 28) puisque les affinités calculées par chacune des représentations (Scatchard : 7,2 

µM - R2 = 0,9486 ; hyperbole : 3,7 ± 1,37 µM - R2 = 0.9923 - même équation que pour CHMP3 full 

length) sont aussi de l’ordre du micromolaire. Pour le reste des interactions, j’ai utilisé uniquement la 

construction CHMP3 délétée en C-terminal.  

 

 

 

 

 

Free CHMP3 (µM) Bound CHMP3 (Ru) Bound / Free (Ru . µM-1) 

3 46.74 15.58 

4.5 60.48 13.44 

6.75 78.98 11.7 

10.13 84.2 8.31 

22.8 114.15 5.01 

34.2 134.92 3.95 

 

A 
* 

B 
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Figure 28 : Interaction entre CHMP2A (immobilisée) et CHMP3 (délétion C-terminale) mesurée par SPR. A. 
Aperçu 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 à 
l’équilibre (« Bound ») ansi que celles du rapport « Bound/Free » utilisé pour le graphe de Scatchard. C. 
Représentation de Scatchard. D. Représentation hyperbolique. 

KD = 7,2 µM  

 

C 

KD = 3,7 µM  

 

D 

CHMP2A / CHMP3ΔC 
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J’ai ensuite appliqué la même stratégie pour analyser les interactions entre CHMP2A, CHMP3 et 

CHMP4B. Dans un premier temps, j’ai fabriqué une puce à partir des monomères CHMP4B et j’ai 

analysé l’interaction avec CHMP2A. 

 L’utilisation de CHMP2A comme analyste pose problème 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 KD calculé 

est encore une fois de l’ordre du micromolaire. L’approche linéaire donne une affinité de 3.1 µM  

avec un coefficient de corrélation relativement faible (R2 = 0.901) en raison de la relative dispersion 

des points expérimentaux par rapprot à leur nombre. L’approche hyperbolique permet quand à elle 

d’obtenir  une affinité de 2,42 ± 0,2 µM (R2 = 0,999 - là encore cette valeur est à relativiser en raison 

du manque de complétude du jeu de données). L’hyperbole est décrite par l’équation de type Henri-

Michaelis-Menten (hyperbole simple). 

 

 

 

 

 

CHMP4B / CHMP2A 

 

A 
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Free CHMP2a 

(µM) 

Bound CHMP2a 

(Ru) 
Bound / Free (Ru . µM-1) 

0.181 9.56 52.49 

0.272 13.93 50.46 

0.407 21.47 52.58 

0.611 29.6 47.96 

0.916 40.22 44.3 

1.375 52.53 38.33 

 

 

 

A 

B 

C CHMP4B / CHMP2A 

 



85 

 

 

Figure 29 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP2A mesurée par SPR. A. Aperçu du jeu de données. 
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse à 
l’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 très rapides, l’équilibre est atteint très rapidement. L’analyse de Scatchard 

révèle la présence claire de deux sites d’interaction ; un site de forte affinité (KD = 370 nM - R2 = 

0,939) ainsi qu’un site de faible affinité (KD = 19,57 µM - R2 = 0,902). On observe l’apparition de ce 

dernier site sur le graphe qu’à haute concentration ; c'est-à-dire seulement lorsque tous les sites à 

forte affinité sont saturés. 

 L’analyse hyperbolique révèle également une excellente concordance (R2 = 0,999) entre le 

modèle et les données pour l’équation suivante qui décrit elle aussi la présence de deux sites 

d’interaction : 

 

Les affinités obtenues sont du même ordre de grandeur que ce que l’on obtient avec l’analyse 

linéaire (KD1 = 0,147 ± 0,04 nM ; KD2 = 69,27 ± 12,05 µM). 

 

 

KD = 3,1 µM  

 

D 

KD = 2,4 µM  
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Free CHMP3 (µM) Bound CHMP3 (Ru) Bound / Free (Ru . µM-1) 

0.309 8.22 26.59 

0.463 9.27 20.01 

0.695 10.67 15.36 

1.04 12.92 12.42 

1.56 13.38 8.58 

2.35 15.2 6.47 

3.52 18.29 5.2 

5.28 20.88 3.95 

7.92 26.49 3.34 

9.9 29.21 2.95 

11.88 38.54 3.25 

17.82 44.92 2.52 

26.73 53.12 1.99 

35.2 60.76 1.73 

A 

B 

CHMP4B / CHMP3 
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Figure 30 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP3 mesurée par SPR. A. Aperçu du jeu de données. 
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse à 
l’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 µM et 17,82 µM (astérisques) ont été ignorés lors du calcul de l’hyperbole car ils 
empêchaient l’obtention d’une corrélation satisfaisante, quelque soit le modèle testé. 

KD1 = 0,37 µM  

 

KD2 = 19,57 µM  

 

CHMP4B / CHMP3 

 

* 

* 

KD1 = 0,15 µM  

KD2 = 69,27 µM  

 

C 

D 
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 Dans le modèle de formation d’ESCRT-III, CHMP3 et CHMP2A interagissent avec les 

polymères de CHMP4 [8], [82]. Afin de pouvoir évaluer si CHMP2A et CHMP3 présentent une 

différence d’affinité entre les monomères et polymères de CHMP4B, j’ai réalisé une puce à partir des 

polymères en anneaux CHMP4B (voir section 3.3.2.2.3. - Figure 44). 

 L’enregistrement du premier jeu de données obtenu avec CHMP2A a été particulièrement 

compliqué car la protéine interagit très fortement avec CHMP4B et atteint très difficilement 

équilibre. Qui plus est, cette forte interaction déclenche la polymérisation de CHMP2A sur la puce à 

partir d’environ 200 nM (Figure 31B). La cassure observable entre les points du jeu de données à 

hautes et basses concentrations (Figure 31D, E) est due à une diminution de la quantité totale en 

ligand lors de l’enregistrement des données à haute concentration.  Cette diminution traduit le 

décrochage et/ou la dénaturation d’une partie du ligand en raison de l’emploi de tampons à pH acide 

pour décrocher les polymères 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 (monomère) / CHMP3. Le 

premier site d’interaction indique un KD de l’ordre du nanomolaire ainsi qu’un second site caractérisé 

par une affinité plus faible de l’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 

monomères CHMP2A aux polymères CHMP4B afin d’analyser les culots issus d’un gradient de 

sucrose sur SDS-PAGE. Cependant, seul CHMP4B est présent dans le culot après centrifugation. 

 

 

 

 

A CHMP4B polymères / CHMP2a 
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Free CHMP2a (nM) 
Bound CHMP2a 

(Ru) 
Bound / Free (Ru . nM-1) 

2.09 7.83 3.75 

4.71 12.66 2.69 

7.07 15.62 2.21 

10.6 16.69 1.57 

23.8 22.46 0.94 

35.75 13.48 0.38 

53.6 20.2 0.38 

80.4 22.67 0.28 

120.7 28.35 0.24 

181 34.37 0.19 

* 

B 

C 

CHMP4B polymères / CHMP2a 
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Figure 31 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP2A mesurée par SPR. A et B. Aperçu des jeux de 
données à basse concentration (A) et haute concentration (B). L’astérisque met en évidence la polymérisation 
de CHMP2A à la concentration 270 nM. C. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées 
(« Free »), les valeurs de réponse à l’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 modèle hyperbolique simple (KD1 = 3,37 ± 1,24 nM - R

2
 = 

0,996  - modèle simple avec interaction aspécifique ; KD2 = 96,68 ± 17,57 nM - R
2
 = 0,983).F. Jeu de données 

corrigé en ajoutant arbitrairement 10 RU à toutes les valeurs à partir de la concentration 35,75 nM). 
L’hyperbole décrivant ce jeu de données indique la présence de deux sites d’interaction (KD1 = 3,03 ± 1,11 nM ; 
KD2 = 250,02 ± 157,37 nM - R

2
 = 0,995). 

 

 

D 

E      F 

CHMP4B polymères / CHMP2a 
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 Compte tenu de ce résultat, il est surprenant de constater que l’interaction de CHMP3 avec 

les polymères CHMP4B est en tout point similaire à l’interaction avec les monomères (Figure 32). 

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

lente qu’avec les monomères. 

 

 

Free CHMP3 (µM) Bound CHMP3 (Ru) Bound / Free (Ru . µM-1) 

0.206 13.25 64.32 

0.309 17.31 56.02 

0.464 20.51 44.25 

0.695 24.81 35.69 

1.04 27.89 26.81 

1.56 33.7 21.61 

2.35 43.93 18.69 

3.52 52.12 6.58 

11.88 59.78 5.03 

17.82 66.05 3.71 

26.7 72.88 2.73 

35.2 82.33 2.34 

A 

B 

CHMP4B polymères / CHMP3 
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Figure 32 : Interaction entre CHMP4B (immobilisée) et CHMP3 mesurée par SPR. A. Aperçu du jeu de données. 
B. Tableau illustrant les valeurs des dilutions en analyte employées (« Free »), les valeurs de réponse à 
l’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 µM et 3,52 µM (astérisques) ont été ignorés lors du calcul de l’hyperbole car ils 
empêchaient l’obtention d’une corrélation satisfaisante, quelque soit le modèle testé. 

 

KD1 = 0,45 µM  

 

 

KD2 = 6,93 µM  

 

* * 

KD1 = 0,41 µM  

KD2 = 32,2 µM  

 

C 

D 

CHMP4B polymères / CHMP3 

 

CHMP4B polymères / CHMP3 

 



93 

 

 

 Les affinités obtenues entre CHMP3 et les polymères CHMP4B sont de l’ordre de la centaine 

de nanomolaire pour le premier site d’interaction (Scatchard : KD1 = 0,45 µM - R2 = 0,967 ; hyperbole : 

KD1 = 0,41 ± 0,08 µM - R2 = 0,998) et de l’ordre du micromolaire / de la dizaine de micromolaire pour 

le deuxième site d’interaction (Scatchard : KD1 = 6,93 µM - R2 = 0,930 ; hyperbole : KD1 = 32,20 ± 10,56 

µM - R2 = 0,998). 

 J’ai enfin tenté d’étudier les interactions entre CHMP4B et la protéine CHMP2B, mais je ne 

suis jamais parvenu à atteindre l’équilibre avec cette protéine car elle s’accumulait constamment sur 

la puce, quelque soit la concentration employée lors des mesures. Ce phénomène d’accroche 

aspécifique pourrait aussi être expliqué par de la polymérisation. 

 

3.1.3.3. Discussion 

Je suis parvenu à adapter la technique SPR à l’étude des interactions entre protéines CHMP. 

Grâce 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 très 

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 très acide (pH 4,5) qui peut déstabiliser la structure de la protéine. La méthode 

employée ici permet de contourner en grande partie ces problèmes. 

L’analyse cinétique n’a pas été possible. Ceci est probablement dû au fait que les protéines 

CHMP ont plusieurs interfaces d’interaction. Qui plus est, les phénomènes de polymérisation rendent 

ce type d’analyse délicat car en plus de la réaction A + B  AB ; se produisent aussi  les réactions de 

type B + B  BB ; B + BB  BBB ; etc. Cela reste vrai pour l’analyse à l’équilibre. Toutefois, 

l’établissement d’un équilibre permet de « moyenner » ces effets lorsqu’ils existent et ainsi de 

déterminer un KD apparent. Enfin, l’analyse à l’équilibre permet, grâce au graphe de Scatchard, de 

détecter de manière claire la présence de phénomènes 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 suggèrent un assemblage ordonné où CHMP4 initie la 

polymérisation, CHMP3 arrive ensuite et recrute CHMP2 [8],[77], [157], [79]. Les résultats de SPR sur 

les monomères vont dans ce sens car l’affinité entre CHMP4 et CHMP3 est 10 fois supérieure à celle 

existant entre CHMP4B et CHMP2A (Figures 29, 30). 

La plupart des interactions entre protéines CHMP implique des affinités d’interaction de l’ordre 

du micromolaire. Ceci est en accord avec les expériences d’assemblage des polymères CHMP4B et 

CHMP2A/CHMP3 qui requièrent quelques micromolaires de chacune des protéines pour rendre la 

réaction possible. A ce titre, les résultats issus de l’interaction entre les polymères CHMP4B et 

CHMP2A sont surprenants. CHMP2A forme très clairement des polymères sur la puce contenant les 
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polymères CHMP4B (Figure 31B). Aussi, bien que la très forte affinité détectée lors de ces 

expériences n’ait pas pu être confirmée biochimiquement, il ne s’agit probablement pas d’un 

artefact. Même en utilisant des dilutions extrêmement 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 polymères CHMP4B soient 

immobilisés peut aussi faciliter l’interaction avec CHMP2A. C’est d’ailleurs une situation proche de ce 

qui se produit dans la cellule où les polymères sont fixés sur la membrane… Enfin, le fait que 

CHMP2A interagisse plus fortement avec les polymères CHMP4B qu’avec les monomères est en 

accord avec le modèle actuel qui stipule que CHMP2A soit recrutée après formation des polymères 

CHMP4 [8], [79], [82], [157] (Figure 10). 

La multiplicité des interactions ainsi que l’étendue des interfaces au sein des tubes 

CHMP2A/CHMP3 explique la grande stabilité de ces polymères (section 3.1.1 et 3.1.2). L’interaction 

entre CHMP2A et CHMP3 est caractérisée par un KD de quelques micromolaires (Figure 27). La 

relative faiblesse de cette interaction permet certainement un désassemblage plus aisé par l’ATPase 

VPS4 en fin de réaction. 

La protéine CHMP4B assure le rétrécissement initial du col membranaire reliant la vésicule 

lipidique à 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 système à former un 

hétéropolymère CHMP2A/CHMP3 plutôt qu’un polymère CHMP2A seul si l’affinité de cette dernière 

pour elle-même est plus faible que pour CHMP3. CHMP3 semble donc intervenir à l’interface entre  

CHMP4 et CHMP2, sur la base des affinités déterminées avec les monomères CHMP4B ainsi que sur 

de précédents résultats [157]. La capacité de CHMP2A à former seule des polymères (Figure 19) tend 

à montrer son rôle essentiel en fin de réaction lors de la formation du polymère [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 considère 

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 à la 

formation de polymères 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 très marquée avec de l’ordre d’un facteur 100 séparant les deux constantes de dissociation. 

Cette séparation très nette entre les deux affinités doit probablement avoir une implication 

fonctionnelle. L’assemblage en polymère se produit donc vraisemblablement selon un mécanisme 

très ordonné : le monomère arrive sur le site d’assemblage du polymère et interagit dans un premier 

temps via une interface à forte affinité. Puis, lorsque ce recrutement a eu lieu, l’interaction via la 

deuxième interface est alors rendue possible (Figure 31, 32). La somme cumulée de toutes ces 

interactions confère au polymère 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). 

 

Figure 33 : Modèle de polymérisation des protéines CHMP basé sur les données de SPR. Les monomères sont 
recrutés et positionnés au sein du polymère grâce à une interface à haute affinité. Une seconde interface de 
faible affinité consolide l’assemblage en permettant l’accrochage du monomère à la couche inférieure du 
polymère. Le monomère suivant est alors prêt à être recruté. 

 Il est surprenant de constater l’absence apparente d’un deuxième 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 KD est trop faible pour être mesuré précisément avec la méthode employée 

ici. C’est peut être cette seconde interaction qui se cache derrière la contribution des interactions 

considérées comme aspécifiques dans l’équation de l’hyperbole. Enfin, le jeu de données CHMP4B 

monomères / CHMP2A n’est quand à lui pas assez complet pour permettre de voir la seconde 

interaction (Figure 27). 

 La méthodologie employée pose des bases expérimentales pour l’étude des interactions au 

sein d’ESCRT-III par SPR. Cette méthode a enfin permis de mettre en évidence l’existence d’au moins 

deux interfaces d’interaction entre protéines CHMP probablement impliquées dans la formation de 

polymères. 
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3.2. Article : ESCRT-III 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. 

* : la contribution des auteurs est similaire. 

 

- Résumé de l’article: Cet article présente la structure par cryo-microscopie électronique des 

polymères tubulaires CHMP2A/CHMP3. Il met en évidence que CHMP2A et CHMP3 peuvent 

former des structures hélicoïdales 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 suggèrent 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 polymères 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 Développement d’anticorps spécifiques des polymères 

ESCRT-III 

  

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

CHMP2A/CHMP3 par Phage Display  

 

3.3.1.1. Introduction 

Afin d’obtenir des anticorps spécifiques dirigés contre les polymères  CHMP2A/CHMP3, j’ai été 

amené à produire environ 200 µg de polymères, de chacun des monomères CHMP2A et CHMP3 et de 

MBP pour la technique du Phage Display. J’ai ensuite utilisé la plateforme de Phage Display couplée à 

l’utilisation d’anticorps de lama disponible dans le laboratoire du Dr. Theo Verrips à Utrecht (Pays 

Bas) afin de sélectionner des clones intéressants que j’ai par la suite testé individuellement pour leur 

spécificité envers les polymères. 

L’intérêt d’utiliser des anticorps de lama est directement lié à leur structure. En effet, chez les 

Camelidae, en plus des IgG que l’on retrouve communément chez les autres organismes, il existe des  

immunoglobulines composées 

uniquement de chaines lourdes 

(Figure 34). Ces anticorps possèdent 

la même aptitude à reconnaître des 

épitopes que les anticorps 

conventionnels mais présentent 

l’avantage de posséder des fragments 

variables (responsable de la 

reconnaissance de l’antigène) 

uniquement composés d’un seul 

polypeptide. De cette manière, il est 

possible d’exprimer les fragments 

variables (appelés VHH) comme des 

domaines protéiques isolés de 

manière recombinante. 

 De cette manière, l’obtention 

d’un clone VHH spécifique des 

polymères CHMP2a/CHMP3 par 

Phage Display permettrait une 

expression dans des cellules 

transfectées de manière à visualiser 

les polymères endogènes 

directement sur des cellules vivantes. 

 

Figure 34 : Comparaison d’un anticorps conventionnel avec un 
anticorps de lama composé uniquement de chaines lourdes. 
Contrairement à un anticorps classique, le domaine variable 
fonctionnel d’un anticorps de lama (VHH) est issu d’une seule 
chaine polypeptidique. CH/VH : fragment constant/variable de la 
chaine lourde ; CL/VL : fragment constant variable de la chaine 
légère (schéma d’après : www.ablynx.com). 
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 La technique du Phage display repose sur l’utilisation de bactériophages modifiés. Le gène 

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 gène de résistance à un 

antibiotique). La particule virale affiche l’anticorps en question (couplé au gène d’une protéine de 

capside) et de cette manière le génotype est couplé au phénotype au sein même d’une particule 

virale. Pour générer une bibliothèque de phages, on extrait les lymphocytes B d’un organisme, puis 

on en récupère 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 

à l’aide d’un virus « helper » qui complémente les délétions des phagemides. 

Le Phage Display permet de sélectionner et enrichir les anticorps spécifiques d’un antigène 

donné à partir d’une bibliothèque de départ très diversifiée (typiquement jusqu’à 1012 clones 

différents) (Figure 35). 

 

Figure 35 : Aperçu du processus de sélection d’anticorps par Phage Display. A. La protéine d’intérêt contre 
laquelle on souhaite isoler des anticorps spécifiques est adsorbée dans des puits où l’on applique la bibliothèque 
de phages-anticorps. B. Plusieurs lavages sont réalisés afin de ne retenir que les phages spécifiquement 
accrochés à la protéine d’intérêt. 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. à 
ce stade des clones peuvent être isolés et utilisés pour l’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 hétéropolymères CHMP2a/CHMP3 imposent plusieurs contraintes pour l’obtention d’un 

anticorps satisfaisant par phage display : 

1- L’immunisation préalable d’un lama étant impossible en raison du faible rendement en 

polymères à l’issue de la purification, cela impose d’utiliser une bibliothèque de phages issue 

de cellules B naïves. 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 polymères nécessite de réaliser des contre sélection avec 

de la MBP libre afin d’éliminer tout phage reconnaissant cette protéine. 

3- Etant donné que l’on cherche à obtenir des anticorps ne reconnaissant que le polymère, tout 

anticorps reconnaissant un épitope commun aux formes monomèrique et polymèrique doit 

être éliminé par contre sélection avec chacun des deux monomères CHMP2A et CHMP3. 

4- Idéalement, l’anticorps devra être utilisé en immunofluorescence sur des cellules vivantes. La 

stratégie envisagée consiste à transfecter l’anticorps couplé à un tag fluorescent afin de 

visualiser sa relocalisation aux sites où les polymères s’assemblent dans les cellules. Pour des 

raisons d’accessibilité, cela implique que l’anticorps sélectionné reconnaisse un épitope 

présent à l’intérieur des polymères coniques puisque la partie externe de ces derniers est en 

interaction avec la membrane. Concrètement cela signifie que lors de la sélection par Phage 

Display, les phages puissent avoir accès aux épitopes présents dans la partie interne des 

polymères. Ceci est en théorie possible puisque les polymères sont ouverts au moins à une 

extrémité et leur diamètre interne est d’environ 50 nm alors que celui des phages n’est que 

de 6-9nm. Cependant, comme les phages sont très longs, il est probable que l’entrée d’un 

phage dans la partie ouverte d’un tube formé par CHMP2A/CHMP3 soit un événement rare, 

surtout si l’on considère les perturbations induites par les mouvements Browniens. 

5- En plus d’être spécifique, l’anticorps devra présenter une affinité suffisante et être 

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 hétéropolymères 

MBP-CHMP2A/CHMP3 sur une plaque 96 puits. Etant donné que CHMP2A est également capable de 

former des polymères enforme d’anneaux seule (Figure 14B), on l’utilise également afin de 

maximiser les chances d’obtenir un anticorps intéressant. En guise de contrôle, un premier round est 

aussi entrepris sur les monomères 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’être mis en contact avec les protéines adsorbées. 
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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 où l’on trouve encore des colonies est grande, et plus il y a 
de bactéries résistantes (c'est-à-dire plus il y a de cellules infectées ; ou encore plus il y avait de phages à l’issue 
de la sélection). Les nombres  à 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 
µg). L’enrichissement relatif en phages reconnaissant spécifiquement la protéine d’intérêt s’obtient par 
comparaison des valeurs de la dernière dilution contenant encore des colonies entre les puits contenant de la 
protéine (0,5 ; 0,1 et 0,02 µg) adsorbée et celui n’en contenant pas (0 µg). Toutes les sélections sont réalisées en 
préincubant les phages avec de la MBP (+MBP) afin d’éviter de récupérer des phages reconnaissant cette 
protéine à l’issue de la sélection. 

A. Sélection réalisée avec les polymères en forme d’anneaux (« Rings ») de MBP-CHMP2A. 
B. Sélection réalisée avec les polymères tubulaires («Tubes ») de MBP-CHMP2A/CHMP3. 
C. Sélection réalisée avec les monomères de la protéine CHMP3. 
D. Sélection réalisée avec les monomères de la protéine MBP-CHMP2A. 
E. Contrôle sans sélection : la librairie totale est mise directement en contact de bactéries pour infection après 
l’étape de préincubation avec la MBP. 
 
 

 Après avoir mis la bibliothèque 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 



149 

 

infecter des bactéries. Etant donné que les phagemides contiennent le gène de résistance à 

l’ampicilline, on sélectionne donc les cellules infectées et on compare ensuite des dilutions en série 

(de 10-1 à 10-10) de ces même cellules sur gélose pour évaluer l’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 bibliothèque de phages a été réduite de l’ordre de dix millions (plus grandes 

dilution présentant des colonies (Figure 36) : A, B, C et D : 10-2 - 10-3 contre E : 10-9 -10-10). D’autre 

part, On constate un enrichissement en phages spécifiques d’un facteur 10 dans toutes les conditions 

à l’exception des polymères MBP-CHMP2A/CHMP3 (Figure 36 A, B, C et D). En comparant le nombre 

de cellules infectées entre les monomères et les polymères, on constate qu’il y a entre 10 et 100 fois 

plus de phages spécifiques des polymères. Ce résultat est plutôt encourageant car il indique que des 

phages semblent avoir reconnu les polymères sans reconnaître les monomères. 

3.3.1.2.2. Deuxième round de sélection : 

L’enrichissement global obtenu pour chacune des conditions n’étant pas suffisant pour 

commencer à 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 bibliothèque, de diversité moindre, enrichie en phages 

spécifiques. Une seconde sélection en plaque 96 puits est ensuite réalisée à partir de ces nouvelles 

bibliothèques. 

 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 deuxième sélection a permis un enrichissement d’un facteur 1000 à 10000 en phages 

spécifiques des tubes (Figure 37A). Afin de déterminer la proportion de phages reconnaissant la MBP 

ainsi que les monomères au sein de la bibliothèque, j’ai utilisé d’autres conditions de préincubation. 

 Dans un premier temps, j’ai préincubé la mixture de phages avec chacun des monomères 

MBP-CHMP2A et CHMP3. Cette condition révèle que sans les phages reconnaissant les monomères, 

l’enrichissement en phage spécifiques n’est que d’environ 10 à 100 fois supérieur à la même 

condition sans protéine adsorbée (Figure 37B). Cet enrichissement est suffisant pour isoler des 

clones spécifiques et tend à confirmer la présence d’anticorps spécifiques d’épitopes présents au 

sein des polymères. 

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 bibliothèque dans ce même puits et j’ai ensuite récupéré 

le surnageant (les phages non accrochés) afin de l’incuber avec un puits contenant des polymères. 

Cette stratégie est plus efficace que la préincubation avec la MBP soluble en ce sens que les phages 

s’accrochant à la MBP sont directement soustraits de la bibliothèque avant d’être en contact avec les 

polymères. Cette condition élimine le « bruit de fond » constitué par des interactions non spécifiques 

des phages avec le puits mais n’impacte pas l’enrichissement global en phages spécifiques (Figure 
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37C). Il apparaît donc que la proportion de phages reconnaissant la MBP au sein de cette 

bibliothèque semble relativement faible. 

 

- Sélection avec les tubes CHMP2a/CHMP3 : 

 

 

Figure 37 : Résultats du deuxième round de sélection pour les polymères tubulaires MBP-CHMP2A/CHMP3. A, B, 
C, D, et E représentent différentes conditions de sélection. Les nombres à 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 µg).  

A. Sélection réalisée en préincubant les phages avec de la MBP. 
B. Sélection réalisée en préincubant les phages avec chacun des monomères MBP-CHMP2A et CHMP3. 
C. Sélection réalisée en préincubant les phages dans un puits contenant de la MBP adsorbée. 
D. Sélection contrôle avec de la MBP adsorbées en préincubant les phages avec de la MBP. 
E. Contrôle sans sélection : la librairie issue du premier round est mise directement en contact de bactéries pour 
infection après l’étape de préincubation avec la MBP ou avec les monomère 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 contrôle 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 monomères. Dans ce 

cas précis, on peut percevoir que l’effet de la préincubation est moins prononcé sur la bibliothèque 

totale (issue du premier round - Figure 37E). 
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- Sélection avec les anneaux MBP-CHMP2a : 

 

 

Figure 38 : Résultats du deuxième round de sélection pour les polymères en anneaux MBP-CHMP2A. A, B, C, D, 
et E représentent différentes conditions de sélection. Les nombres à 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 µg). Les astérisques indiquent des colonies qui sont ignorées car 
vraisemblablement dues à des contaminations. 

A. Sélection réalisée en préincubant les phages avec de la MBP. 
B. Sélection réalisée en préincubant les phages avec le monomère MBP-CHMP2A. 
C. Sélection réalisée en préincubant les phages dans un puits contenant de la MBP adsorbée. 
D. Sélection contrôle avec de la MBP adsorbées en préincubant les phages avec de la MBP. 
E. Contrôle sans sélection : la librairie issue du premier round est mise directement en contact de bactéries pour 
infection après l’étape de préincubation avec la MBP ou avec les monomère CHMP2A. 
 

 On applique ici la même méthodologie que pour les polymères MBP-CHMP2a/CHMP3. 

Conformément à ce qui est attendu, l’enrichissement en phages reconnaissant la cible est supérieur 

à ce qui a été obtenu durant le premier round (1000 à 10000 fois contre 10 fois pour le premier 
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round - Figure 38A). La neutralisation des phages reconnaissant les monomères ne diminue que d’un 

facteur 10 l’enrichissement global (Figure 38B). Là encore, la soustraction des phages se liant à la 

MBP n’impacte pas significativement le taux d’enrichissement (Figure 38C). Cependant, la présence 

cellule infectées jusque dans la dilution au 100ème dans la sélection avec MBP (Figure 38D) semble 

contredire cette observation. L’examen de l’effet de la préincubation de la MBP sur la bibliothèque 

indique elle aussi la présence de nombreux anticorps anti MBP (Figure 38E). La détermination de la 

proportion de phages dirigés contre les monomères 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 ‘être caractérisés. Pour avoir un aperçu 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 à 

partir des phagemides. Après 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 monomères MBP-CHMP2A.  
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0,04 0,045 0,042 0,332 0,048 0,078 0,044 0,106 0,041 0,047 0,039 0,041 

B 0,04 0,049 0,049 0,052 0,049 0,064 0,047 0,041 0,046 0,069 0,039 0,041 

C 0,044 0,045 0,403 0,044 0,076 0,057 0,043 0,04 0,038 0,273 0,039 0,039 

D 0,04 0,092 0,062 0,049 0,044 0,053 0,05 0,043 0,043 0,043 0,04 0,042 

E 0,043 0,042 0,142 0,04 0,047 0,043 0,04 0,039 0,041 0,049 0,195 0,042 

F 0,045 0,042 0,118 0,04 0,04 0,041 0,041 0,041 0,043 0,041 0,044 0,043 

G 0,043 0,045 0,067 0,041 0,039 0,045 0,039 0,053 0,04 0,047 0,039 0,041 

H 0,04 0,043 0,186 0,041 0,04 0,039 0,041 0,049 0,053 0,044 0,04 0,043 

      

- 

     

- 

  

 

   

 

 

      

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0,04 0,038 0,039 0,039 0,039 0,042 0,08 0,039 0,064 0,057 0,041 0,039 

B 0,04 0,039 0,04 0,041 0,045 0,04 0,041 0,041 0,04 0,046 0,041 0,038 

C 0,04 0,038 0,04 0,04 0,04 0,042 0,048 0,046 0,06 0,037 0,039 0,038 

D 0,04 0,041 0,041 0,044 0,043 0,041 0,042 0,039 0,053 0,038 0,037 0,037 

E 0,04 0,039 0,04 0,039 0,041 0,041 0,046 0,039 0,047 0,038 0,04 0,038 

F 0,041 0,041 0,04 0,043 0,04 0,04 0,043 0,037 0,037 0,038 0,038 0,037 

G 0,041 0,043 0,042 0,044 0,043 0,041 0,048 0,04 0,038 0,037 0,038 0,037 

H 1,927 0,043 0,04 0,052 0,04 0,042 0,345 0,044 0,057 0,037 0,037 0,038 

 

+ 

     

+ 

      

ANTICORPS ISSUS DE LA SELECTION AVEC LES ANNEAUX CHMP2A 

ANTICORPS ISSUS DE LA SELECTION AVEC LES TUBES CHMP2A/CHMP3 
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1C9 1A10 2C10 2E11 1H9 1E9 1F9 2A8 1D8 1A12 1C11 

Anneaux 0,093 0,065 0,067 0,04 0,072 0,039 0,04 0,124 0,104 0,102 0,039 

Monomères 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 0,145 0,124 0,142 0,047 

            Controls: 0,039 - 
         

 
0,597 + 

         

 
0,397 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 
l’enzyme de restriction HinFI 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 contrôles négatifs, les cases oranges accompagnées d’un « + » correspondent aux contrôles 
positifs. 11 clones positifs sont identifiés sur la plaque de la sélection basée sur les polymères 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 à 7 d’entre eux semblent réellement reconnaître les polymères formés par MBP-
CHMP2A. Seuls 2A8 et 1D8 semblent reconnaitre faiblement les monomères MBP-CHMP2A. Les clones 2A8, 
1A12 et 1D8 sont capables de reconnaître les polymères 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). Ils ne réagissent pas avec la MBP. Les clones 

2A8, 1D8 et 1A12 présentent l’avantage de réagir avec les tubes formés par MBP-CHMP2A/CHMP3. 

Ces clones permettent de pallier avantageusement l’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 être purifié (Figure 40). 
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 Une fois purifié, le clone 2A8 a été mélangé aux hétéropolymères formés par 

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

sucrose (Figure 41). 

 

Figure 40 : Purification du clone VHH 2A8. A. Profil de 
purification obtenu (après une première 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 à partir des 
fractions purifiées afin de confirmer la présence du VHH. 
Le VHH seul a une taille attendue d’environ 15 kDa. La 
bande visualisée dans la fraction 16 correspond à la 
fusion entre VHH et la protéine de capside PIII, exprimée 
elle aussi dans la bactérie (taille attendue ~60 kDa). 

α-Myc 
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Figure 41 : Test d’interaction entre le clone 2A8 et les polymères MBP-CHMP2A/CHMP3 (tubes). Après 
coincubation, les protéines présentes dans chaque mixture sont séparées par gradient de sucrose. A, B, et C. 
Expériences contrôle : 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 polymères 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 l’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 contrôle 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 
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observé en ELISA. Toutefois, les faibles niveaux d’expression des VHH isolés de même que 

l’impossibilité de visualiser une interaction claire entre 2A8 et les polymères appuient l’hypothèse 

d’un signal aspécifique en ELISA. 

 Compte tenu de ces problèmes, j’ai entrepris de recommencer toute la procédure du Phage 

Display à partir des bibliothèques générées au premier round mais en utilisant une méthode en 

solution plutôt qu’avec des protéines adsorbées en plaques. Pour cela, j’ai tiré profit du fait que les 

polymères tubulaires puissent être culotés par une centrifugeuse de paillasse. Durant cette 

procédure, j’ai donc incubé  les phages avec les polymères MBP-CHMP2A/CHMP3 en utilisant la 

même stratégie de contre sélection à la MBP utilisée précédemment. Une fois l’incubation terminée, 

j’ai culoté les polymères (et les phages qui étaient accrochés) puis j’ai infecté des bactéries après 

lavages successifs des polymères. Là encore, bien que la procédure ait fonctionné (comme en 

témoigne la présence de cellules résistantes à l’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 problèmes 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 l’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). Là 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 phénomènes de toxicité où 

des problèmes de solubilité. Les défauts d’expression observés lors des tests sur des clones isolés 

auraient dû impacter la procédure en limitant considérablement le nombre de phages produits lors 

de la constitution des bibliothèques enrichies, or ce n’est pas ce que l’on observe (Figure 37E et 

Figure 38E). Il est donc difficile de comprendre réellement d’où vient cette disparité entre ce que l’on 

observe durant la procédure et ce que l’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 problème de reproductibilité survient 

peut être de différences de croissance des clones. Il peut aussi être dû 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 problèmes, un clone positif en ELISA a pu être isolé : le VHH 2A8. Ce clone a pu 

être purifié et testé pour son interaction avec les tubes (comme le suggère 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 qu’il y ait une réelle interaction entre ces polymères et 2A8. 

L’accessibilité des protéines CHMP au sein des polymères est grandement limitée par la présence 

de MBP à l’extérieur et les phages peuvent difficilement contacter les parties intérieures des tubes 

CHMP2A/CHMP3 en raison de leurs dimensions. Qui plus est, l’utilisation d’une librairie naïve 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 l’apparition de nombreux phages non spécifiques à l’issue de la sélection. La 

conjugaison de tous ces facteurs explique sans doute en partie les problèmes 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 à obtenir un sérum polyclonal (issu de 

l’immunisation d’un lapin avec des polymères) dans un premier temps, puis à purifier l’anticorps 

d’intérêt 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 hétéropolymères CHMP2A/CHMP3 sont difficilement compatibles avec une immunisation. Aussi, 

je me suis basé sur la construction MBP-CHMP2AΔC qui forme des polymères en forme d’anneaux 

[73] ainsi que sur les travaux de Ricardo Pires (ancien thésard du laboratoire) qui a pu mettre en 

évidence l’apparition de polymères circulaires avec une construction de la protéine CHMP4B [75]. 

Ces polymères sont très similaires à ceux visualisés in cellulo par le groupe de P. Hanson [78]. J’ai 

donc reproduit et purifié ces polymères pour immuniser un lapin. J’ai ensuite purifié les anticorps 

spécifiques à partir du sérum polyclonal en fabriquant des colonnes d’affinité avec de la MBP ainsi 

qu’avec les polymères CHMP4B. Enfin j’ai contrôlé la qualité de l’anticorps purifié par diverses 

techniques. 
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3.3.2.2. Résultats 

Les constructions MBP-CHMP4B et MBP-CHMP2AΔC possèdent un tag MBP en N-terminal. La 

présence du tag est nécessaire pour aider à solubiliser les protéines. La construction MBP-CHMP4B 

correspond en fait à la version full length de la protéine dans laquelle la partie contenant l’hélice α5 

(responsable de l’autoinhibition) a été remplacée par un linker [75]. La protéine MBP-CHMP2AΔC est 

elle aussi constitutivement active car sa queue C-terminale autoinhibitrice est absente, de cette 

manière, les deux constructions forment des polymères spontanément. La MBP est ensuite éliminée 

après purification (grâce à la protéase TEV) afin d’éviter de générer des anticorps anti-MBP lors de 

l’immunisation. 

3.3.2.2.1. Obtention des polymères CHMP2AΔC purifiés :  

Les polymères CHMP2A éluent dans le volume mort d’une colonne de gel filtration (Figure 

32A et 32B). Ils peuvent également être générés à partir des monomères en concentrant la protéine. 

Les polymères forment des anneaux de 25 nm de diamètre environ qui sont constitués d’un filament 

fin de quelques nanomètres de diamètre enroulé sur lui-même. Ce filament n’est pas visible tant que 

la MBP est encore présente (Figure 42C). Une fois la MBP éliminée, les filaments agrègent entre eux 

et il devient rapidement difficile de distinguer les filaments. La formation d’agrégats diminue 

fortement l’efficacité de la TEV et empêche ainsi d’obtenir un clivage satisfaisant sur les polymères. 
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Figure 42 : Obtention des polymères CHMP2AΔC A. Profil d’élution de MBP-CHMP2AΔC sur une colonne 
Superdex 75. B. SDS-PAGE montrant le contenu de chacune des fractions issues de la gel filtration. C. 
Visualisation des polymères MBP-CHMP2AΔC (panneau supérieur) et CHMP2AΔC (panneau inférieur) par 
microscopie électronique (coloration négative). 

 

 Dans le but de stabiliser les polymères clivés l’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 à pH 7,6 avec 300 mM de NaCl. Plusieurs tampons stabilisant les polymères 

clivés ont pu être 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’à un 

ratio en masse de 1:1 ! Ceci s’explique au moins partiellement par la perte d’activité de cette 

dernière à forte concentration en sel. Afin de pallier ce problème, j’ai tiré profit de la résistance des 

polymères 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 polymères sont enfin purifiés par gradient de sucrose pour  

séparer la MBP libre des polymères puisque ils sont seuls à être présents dans le culot après 

centrifugation. 

 

 



161 

 

 

 

Figure 43 : Stabilisation des polymères CHMP2ADC clivés. A. Visualisation de l’effet stabilisateur de différents 
tampons sur les polymères clivés CHMP2ADC.  
0 : tampon initial ; 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl 
1 : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl 
2 : 20 mM Bicine pH 9,2 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl   
3 : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 0,05% Triton X-100 
4 : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 0,4 M arginine ; 0,4 M glutamate 
5 : 20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 15% glycerol 
B. SDS-PAGE montrant le taux de clivage des polymères dans différents tampons avec un ratio en masse de TEV 
d’environ 1:1.  
C. Protéolyse des polymères pour cliver efficacement la MBP. Les ratios de protéase sont indiqués en masse. Le 
matériel clivé est toujours sous forme de filaments après traitement aux protéases. 

 

 

3.3.2.2.2. Obtention des polymères CHMP4B purifiés :  

Les polymères CHMP4B affichent un comportement comparable à ceux formés par CHMP2A. 

Ils forment eux aussi des anneaux, bien qu’ils soient  moins compacts (environ 50 nm de diamètre). 

Les polymères 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 polymères sont stabilisés avec le même 

tampon que pour les polymères CHMP2A (20 mM Hepes pH 7,6 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl). Un 

ratio en masse de TEV de 1:10 est nécessaire pour cliver les polymères 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 polymères 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 
polymères MBP-CHMP4B (panneau supérieur) et CHMP4B (panneau inférieur) par microscopie électronique 
(coloration négative). 

 

La construction MBP-CHMP4B possède un tag histidine en N-terminal qui permet de séparer la MBP 

des polymères plus aisément que pour CHMP2A. En sortie d’une colonne de nickel, on récupère ainsi 

les polymères CHMP4B purs ; ils ne sont pas retenus pas la résine contrairement à la MBP et la TEV 

(Figure 45). 
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Figure 45 : Purification des polymères CHMP4B. Après 
clivage de la MBP avec la protéase TEV (ratio 1:10), les 
polymères sont chargés sur une colonne de nickel afin 
de les séparer de la MBP libre et de la TEV. 

A. SDS-PAGE des fractions issues de la colonne de 
nickel. Les polymères 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 polymères purifiés par 
microscopie électronique (coloration négative). Les 
polymères apparaissent sous la forme de filaments 
circulaires fins. 

 

 

 

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

Bien que j’ai pu établir un protocole pour purifier les polymères CHMP2A. L’étape finale de 

centrifugation dans un gradient de sucrose (pour séparer les polymères de la MBP) conduit à 

concentrer les polymères dans le culot et à la formation d’agrégats où l’on ne distingue plus les 

filaments. La présence d’agrégats n’est en soi pas nécessairement négative car elle peut stimuler le 

système immunitaire, cependant il est possible que les polymères soient dénaturés dans ces 

structures.  

Etant donné que les polymères CHMP4B ont pu être obtenus très purs et 

morphologiquement intacts, ils sont préférés à CHMP2A pour immuniser un lapin. Le protocole 

d’immunisation de départ consiste en 3 injections de 50 µg d’antigène (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). 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Test du sérum polyclonal au 39
ème

 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 » où 
seul du tampon a été ajouté). B. Western blot réalisé avec une dilution au 2500

ème
 du sérum polyclonal. 

 

A 

Dilution anticorps : 1 :1000 1 :2500 1 :5000 1 :7500 1 :10000 

PBS 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

MBP 0,42 0,24 0,13 0,14 0,10 

MBP-CHMP4B 0,66 0,26 0,16 0,18 0,15 

CHMP4B 0,65 0,38 0,24 0,20 0,15 

 
 

B 
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Afin d’augmenter le titre en anticorps, une quatrième et dernière injection a été entreprise 

avant de sacrifier l’animal (au 64ème jour). Le sérum final a lui aussi été testé ; il est lui aussi capable 

de reconnaitre à 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. Après avoir répétés plusieurs cycles de 

déplétion-élution des anticorps anti-MBP avec la colonne, les anti-MBP sont éliminés avec succès 

(Figure 47). 

 

Figure 47 : Soustraction des anticorps anti-MBP du sérum polyclonal final (jour 64). Analyse par western blot de 
l’activité 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) 
S1 : 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 succès, il est possible de fabriquer une seconde résine avec 

les polymères MBP-CHMP4B qui peuvent être obtenus facilement en quantité suffisante 

(contrairement aux polymères CHMP4B sans MBP). Après passage sur cette seconde colonne, on ne 

récupère donc que les anticorps anti-CHMP4B dans l’éluat - tous les autres anticorps présents dans le 

sérum étant éliminés lors du lavage de la colonne (Figure 48). 
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Figure 48 : Purification des anticorps anti-CHMP4B. Le 
sérum polyclonal déplété en anti-MBP est passé sur une 
colonne de polymères MBP-CHMP4B. L’activité anti-
CHMP4B est ensuite testée par western blot (dilution du 
sérum et de l’éluat : 1:2500). 

 

 

 

 

 

Figure 49 : Test de l’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’après [158]). CHMP4 full length présente un marquage 
cytoplasmique homogène (C.) alors qu’une troncation C-terminale (1-150 ; D.) est distribuée au sein de puncta. 
E. Test par ELISA de la spécificité de l’anti-CHMP4B purifié. Les contrôles positifs ont été réalisés avec un 
anticorps polyclonal anti-CHMP4B non purifié ansi qu’avec l’anticorps anti-MBP purifié précédemment (Figure 
47). 
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 J’ai enfin testé l’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 à confirmer, sur la 

base de ce résultat, il semble que l’anti-CHMP4B développé ici soit capable de reconnaitre des 

structures polymériques dans les cellules. Les données issues d’un test ELISA montrent que 

l’anticorps interagît avec les polymères et les monomères, ce qui est attendu étant donné que 

l’anticorps fonctionne en western blot et reconnaît donc au moins un épitope séquentiel (Figure 

49E). En revanche, il n’y a pas de réaction croisée avec la protéine CHMP3 et l’anticorps purifié ne 

reconnaît plus la MBP, ce qui confirme que la purification a bien fonctionné. 

 

3.3.2.3. Discussion 

J’ai pu mettre au point un protocole permettant de purifier des polymères filamenteux de 

CHMP2A et CHMP4B. J’ai également développé un anticorps reconnaissant spécifiquement CHMP4B. 

 Les polymères de CHMP2A et CHMP4B sont morphologiquement très similaires. Les 

polymères obtenus ici après purification ressemblent beaucoup à ceux observés avec CHMP4B in 

cellulo [78]. Les structures polymériques sont peu solubles et agrègent rapidement en l’absence de 

MBP. La concentration en sel joue un rôle prépondérant dans la stabilisation des polymères. En effet, 

pour une concentration en sel relativement basse (300 mM inclus), les filaments sont instables 

(Figure 43). En revanche, au-delà de 500 mM, les filaments peuvent être maintenus. Les protéines 

CHMP étant très chargées, en l’absence de suffisamment d’ions et sans la présence de MBP pour 

assurer un encombrement stérique, ces interactions sont probablement très favorisées et les 

polymères se regroupent dans des agrégats massifs. Il est intéressant de constater qu’un phénomène 

semblable s’observe avec les hétéropolymères CHMP2A/CHMP3. Dans ce dernier cas, l’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 l’hypothèse d’un rôle actif des charges présentes en surface des 

polymères 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 à ce que l’on observe avec une troncation constitutivement 

active de CHMP4B (Figure 49D) [80], [158]. Ainsi, l’anticorps semble capable de reconnaître les 

structures polymériques de CHMP4B dans les cellules. Le test ELISA confirme par ailleurs que cet 

anticorps réagit avec les polymères CHMP4B obtenus in vitro. 

 Une caractérisation plus poussée sera nécessaire pour déterminer exactement la spécificité de 

cet anticorps polyclonal pour les polymères endogènes 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 polymères de CHMP4B au niveau du site de bourgeonnement. 
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3.4. Test de modèles de polymérisation  

 

3.4.1.1. Introduction 

 

Afin de tenter de comprendre comment les protéines CHMP interagissent entre elles au sein des 

polymères, plusieurs modèles susceptibles d’expliquer la façon de former les polymères ont été 

développés dans le laboratoire. Ces modèles se basent sur la structure de la protéine CHMP3 [87] qui 

possède quatre hélices alpha (voir Figure 7). 

Pour former un filament tel qu’il en existe dans les polymères CHMP obtenus in vitro, il doit y 

avoir au minimum deux patchs d’interaction distincts par monomère. La plupart des filaments 

visualisés par microscopie électronique sont fins (3 nm environ) et flexibles. La structure compacte 

du monomère CHMP3 ne permettant pas d’expliquer cette flexibilité, il est probable que les 

monomères subissent un changement conformationnel pour polymériser. Une des manières les plus 

simples d’expliquer le processus implique un échange d’hélices entre monomères. Cette hypothèse 

permet d’expliquer la flexibilité des polymères (Figure 50). 

 

 

Figure 50 : Modèles d’assemblage des protéines CHMP. La structure des monomères CHMP explique 
difficilement la relative flexibilité de certains polymères. Une hypothèse pouvant résoudre cette contradiction 
implique l’échange d’hélices alpha entre monomères. Dans cette hypothèse, la flexibilité est apportée par les 
régions non structurées. A. Une première possibilité implique une interaction entre α3/α4 d’une part et α1/α2 
du monomère suivant d’autre part. B. La deuxième possibilité implique des interactions latérales entre α1 et α2 
de monomères CHMP différents. Ces deux possibilités ne sont pas exclusives. 

 

La queue C-terminale des protéines CHMP joue un rôle autoinhibiteur qui verrouille la protéine 

dans une conformation inactive. Cela a été notamment démontré à 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 monomère d’adopter une conformation ouverte permettant la formation 

de polymères. 

Pour tester ce modèle, j’ai 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 polymère. Cette stratégie s’inspire de 

celle utilisée pourt caractériser l’autoinhibition car elle s’est avérée efficace [85]. 

 

3.4.1.2. Résultats 

CHMP2A et CHMP3 interagissent pour former des hétéropolymères tubulaires. Je me suis donc 

focalisé sur ces deux protéines afin d’isoler un dimère minimal. La structure cristallographique de ce 

dimère pourrait alors être modélisée au sein de l’unité asymétrique de la structure basse résolution 

des tubes obtenue par cryo-microscopie électronique. 

J’ai tout d’abord testé les interactions putatives entre la partie α3/α4 et la partie α1/α2. La 

première combinaison testée contient la boucle formée par α1/α2 de CHMP3 avec les hélices 

α3/α4/α5 (Figure 51A). Bien que les niveaux d’expression soient très bas, les deux protéines ont été 

copurifiées en quantité suffisante pour effectuer des tests d’interaction. A l’issue d’une colonne gel 

filtration, on observe un décalage entre les pics correspondant à chacune des deux troncations. Ceci 

indique que s’il y a un complexe formé, l’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 à savoir CHMP2ANt (1-108) et CHMP3Ct 

(105-161). Cette fois -ci l’hélice α5 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 problème 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 polymères 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 

mais en commençant cette fois au 10ème 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 

α1 et α2 de la protéine CHMP2A mais cette fois ci, bien que les deux protéines soient exprimées, la 

partie comprenant α2 est complètement 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 premières hélices alpha de CHMP3 (résidus 1-103 ; 15,1 kDa). CHMP2ACt correspond aux hélices 
α3/α4/α5 (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 l’EGS ne permettent d’obtenir un complexe lié de manière 
covalente (taille attendue 26 kDa). E. Gel natif réalisé sur le mélange protéique ; la bande intense observé 
contient uniquement CHMP3Nt.  

 

 

Troncation 1  Troncation 2 Problème rencontré 

His-MBP-CHMP2A 1-53 + His-GST-CHMP2A 54-103 Troncation 2 insoluble 

His-MBP-CHMP2A 10-53 + His-GST-CHMP2A 54-103 Troncation 2 insoluble 

His-CHMP2A 1-102 + CHMP2A 103-159 Aucune expression 

His-CHMP2A 10-102 + CHMP2A 103-159 Aucune expression 

His-CHMP3 1-103 + His-CHMP2A 104-181 Très faible expression 

His-CHMP3 1-103 + His-CHMP2A 115-161 Troncation 1 peu exprimée 

His-CHMP2A 1-118 + His-GST-CHMP3 105-161 Troncation 1 non exprimée 

His-GST-CHMP2A 1-118 + His-MBP-CHMP3 105-161 Troncation 1 insoluble 

 

Tableau 2 : Liste des combinaisons de constructions testées. 
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 Etant donné les nombreux problèmes d’expression/solubilité rencontrés, une stratégie 

alternative basée sur le verrouillage contrôlé de la protéine CHMP3 a été mise au point. Ce 

verrouillage est opéré en remplaçant des résidus se faisant face dans la structure de CHMP3 par des 

cystéines. De cette manière, 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 α1 et α2 et un autre entre α2 et α3. Les deux mutants ont été testés pour leur 

aptitude à former des polymères 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 hypothèses 

de départ sont correctes. D’ailleurs, si l’on admet que le monomère est effectivement verrouillé 

(dans la condition sans agent réducteur) dans une conformation semblable à 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. 

 

Figure 52 : Essais de polymérisation avec le mutant CHMP3Cys comportant un pont disulfure potentiel entre α2 
et α3. A. Gradient de sucrose réalisé en mélangeant un large excès 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 excès de mutant CHMP3Cys avec la protéine 
MBP-CHMP2A en présence de 10 mM de β-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 β-mercaptoéthanol : là encore, il y a formation de polymères. Le mutant comportant un 
pont disulfure entre les hélices α1 et α2 affiche un comportement similaire. 

 

 

3.4.1.3. Discussion 

En dépît 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 problèmes de purification ont empêché une analyse systématique des 

parties requises pour l’interaction entre les protéines CHMP2A et CHMP3. Les travaux menés sur 

l’autoinhibition utilisaient des troncations dans la queue C-terminale (non impliquée dans la 

polymérisation) et un cœur α1-4 intact [85]. La déstabilisation du cœur N-etrminal apparaît donc 

comme la source des problèmes rencontrés ici. La région minimale commune à toutes les troncations 

ayant  posé problème est l’hélice α2. 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 

complètement insolubles. La coexpression d’α2 avec α1 n’a pas permis de contourner le problème de 

toxicité. Il doit donc y avoir une action concertée d’α1-2 et α3-4 dans le processus de stabilisation du 

monomère. 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 à voir avec le 

monomère α1-4.  

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 même indiquer 

qu’il n’y ait pas de changement conformationnel. Ces données sont cependant trop partielles pour 

pouvoir clairement trancher en défaveur du modèle de départ d’autant plus que les données 

structurales obtenues sur les polymères CHMP2A/CHMP3 suggèrent 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 à 22,4 Å révèle la présence d’une surface externe lisse 

permettant l’interaction avec les lipides (Figures 22 et 23). Cette observation confirme de précédents 

travaux réalisés avec ces polymères [73]. Cette surface d’interaction spécifique des lipides confère 

aux tubes CHMP2A/CHMP3 la capacité de catalyser des réactions de fission/fusion membranaire 

(Figure 22) [82]. Une des particularités des polymères tubulaires CHMP2A/CHMP3 (partagée avec les 

homopolymères CHMP2B [81]) est leur remarquable plasticité d’assemblage qui autorise la 

formation de structures ordonnées en forme de dôme. Cette caractéristique apparaît fondamentale 

pour permettre un rétrécissement efficace du col membranaire dans un contexte fonctionnel in 

cellulo [82], [124]. L’analyse des polymères par cryo-microscopie électronique a non seulement 

permis de confirmer l’aptitude des protéines CHMP2A/CHMP3 à former des structures aussi 

complexes que les dômes, mais aussi à lever le voile sur une diversité insoupçonnée dans le 

mécanisme d’assemblage des polymères. En effet, il apparaît que des polymères a priori 

morphologiquement indistincts peuvent être issus d’assemblages hélicoïdaux très différents (Figure 

17C). Il n’est pas exclu que cette impressionnante flexibilité dans l’assemblage ait des implications 

fonctionnelles ou puisse être régulée afin de moduler la cinétique et l’efficacité de la réaction 

catalysée par ESCRT-III. Malgré ces variations, les polymères CHMP2A/CHMP3, CHMP2A et CHMP4B 

semblent constitués du même 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 à montrer que les protéines ESCRT-III polymérisent selon un 

modèle unique. De manière  tout à 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 à 

la première interface de forte affinité la constitution du filament et à la seconde interface le 

repliement du filament sur lui-même et son organisation spatiale. Cette seconde interface étant par 

ailleurs de plus faible affinité, on peut supposer qu’elle autorise l’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 très 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 monomères CHMP soit spontanée et que (ii) 

il soit nécessaire d’apporter une grande quantité d’énergie (au travers de l’ATPase VPS4) pour défaire 

de telles structures [9], [73]. Cette impressionnante solidité des polymères, conjuguée à leur forte 

affinité pour les membranes lipidiques, leur autorise de déformer les structures membranaires ainsi 

que 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 α1 - α4) est impliquée 

dans la formation du polymère (Figure 21). C’est cette partie des protéines CHMP qui est responsable 

de leur activité de polymérisation [80], [85], [76]. La manière dont les monomères 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 α1 et α2 sont susceptibles d’exister dans 
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le polymère [87], [76]. Cette interface positionne chacun des deux monomères CHMP3 dans une 

orientation inverse par rapport à l’autre. Si une telle interface est effectivement présente dans le 

polymère, 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 à l’interaction avec 

CHMP2A ainsi qu’a la polymérisation [76]. Les problèmes de toxicité rencontrés avec les troncations 

peuvent être dus à une plus forte exposition de ces résidus hydrophobes au solvant conduisant à la 

déstabilisation du peptide. L’isolement de chacune des hélices au sein de troncations rompt les 

contacts stabilisant l’ensemble formant le monomère CHMP, il n’est donc pas exclu que les 

constructions testées dans ce travail ne soient pas correctement repliées, même lorsqu’elles se 

trouvent couplées à la GST ou la MBP. Toutes les constructions posant problème avaient en commun 

de comporter l’hélice α2 qui contient précisément une partie de ces résidus hydrophobes impliqués 

dans la formation des tubes CHMP2A/CHMP3. Des problèmes similaires mais moins importants sont 

rencontrés pour l’expression de l’hélice α1. Ainsi, les dix premiers acides aminés semblent 

importants pour l’interaction avec la membrane comme cela à été montré pour CHMP2B [81] et 

peuvent donc poser des problèmes d’expression et/ou de solubilité. En revanche, aucun problème de 

solubilité ne s’est présenté pour les parties α3 et α4 (du moins lorsqu’elles sont fusionnées à la 

GST/MBP). Le rôle des hélices α3 et α4 est en effet moins clair, des données ayant montré qu’une 

construction N-terminale de CHMP4A ne comportant pas α4 (résidus 1-116) est capable de former 

des polymères ainsi que de déformer les membranes lipidiques dans les cellules [78]. Ces polymères 

étant toutefois de dimensions plus modestes que ceux générés de la même manière avec la protéine 

entière. Il est possible que la formation du filament requiert les hélices α1 et α2 (ce qui correspond 

vraisemblablement à l’interface de forte affinité identifiée par SPR) et que les hélices α3 et α4 ne 

soient nécessaires que pour la formation de lien entre filaments (interface de faible affinité). Il serait 

intéressant de développer des approches à base de mutants pour chacune des 4 hélices N-terminales 

afin d’identifier plus clairement la contribution de chaque partie du monomère dans les interfaces 

identifiées par SPR. 

 Une interaction très forte a été identifiée en SPR entre les polymères 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 α2 et α3 de la protéine 

CHMP4B (E104, V105, L106 et K107) d’une part et des résidus basiques de l’hélice α1 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 diffère 

selon que CHMP4B est monomérique ou présente sous forme de polymères. Les données de SPR 

tendent à aller dans le sens de cette hypothèse (comparer les figures 29 et 31) ; des phénomènes 

d’avidité ainsi que de changements conformationnels dans le polymère pouvant alors expliquer ces 

différences. Le rôle clef des protéines CHMP4 et CHMP2 au sein d’ESCRT-III est bien établi, il semble 

en effet que ces deux protéines constituent l’essentiel du polymère 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 polymères de CHMP4B (Figure 31A). Ceci n’est pas 

constaté avec les monomères CHMP4B et il semble donc que les polymères CHMP4B jouent un rôle 

d’activateurs, potentiellement en induisant sur CHMP2A l’adoption d’une conformation permettant 
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la polymérisation. Cette très forte interaction détectée entre CHMP2A et les polymères CHMP4B n’a 

pas pu être reproduite biochimiquement. Cela pose la question de la réalité de ce qui est enregistré 

par SPR entre ces deux protéines. Même si cette affinité n’est probablement pas aussi forte que 5 

nM ; il paraît difficile de considérer le phénomène d’activation détecté uniquement en présence des 

polymères comme un artefact. Il serait intéressant d’effectuer l’expérience inverse avec des 

polymères CHMP2A et des monomères CHMP4B afin d’observer si l’on constate le même 

phénomène d’activation. 

 Si l’on met à part cette interaction, les affinités déterminées par SPR montrent que CHMP4B 

(monomère et polymère) et CHMP3 interagissent assez fortement avec une affinité de l’ordre du 

dixième de micromolaire (Figures 30 et 32). Cette affinité se démarque des autres interactions qui 

sont toutes mesurées autour du micromolaire. Cela tend à montrer que CHMP3 serait le premier à 

arriver au site de polymérisation après CHMP4B puis il recruterait CHMP2A. Cet ordre d’arrivée au 

site de polymérisation est en accord avec les données disponibles sur ESCRT-III [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 l’arrivée d’une protéine CHMP donnée au 

sein du polymère durant l’assemblage d’ESCRT-III à la membrane. 

 Ainsi, le phénomène d’activation constaté entre les polymères CHMP4B et les monomères 

CHMP2A ne se retrouve pas avec CHMP3 (Figure 32). L’homologue de CHMP3 chez la levure peut 

former des homopolymères [74]. De même, 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 polymères beaucoup plus facilement sans que l’on ait 

à forcer la réaction. Or sur les profils de chromatographie d’exclusion de taille de CHMP3, il n’y a pas 

de pic correspondant à une forme polymérique (Figures 14A et 25B) ; il n’est donc pas surprenant 

que même en présence de polymères CHMP4B, CHMP3 affiche la même affinité qu’avec les 

monomères (Figures 30 et 32). La protéine CHMP3 possède une affinité d’environ 3-4 µM 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 à la formation de polymères [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 α5 et α6 sur cette dernière n’empêche 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-III 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 modèle de fonctionnement d’un 

complexe ESCRT-III minimal tel qu’il doit exister lors du bourgeonnement viral (Figure 53). Après 

intervention des facteurs agissant en amont d’ESCRT-III, il y a formation d’un large col membranaire 

rattachant la vésicule à la membrane (Figure 53A, B). Ce col ne peut se résoudre par scission sans 

rapprochement des membranes. L’activation d’ESCRT-III conduit donc à la formation de polymères 

circulaires CHMP4 qui rétrécissent le diamètre du col membranaire [78], [75] (Figure 53 C). Lorsque 

les polymères CHMP4 sont assemblés, il y a recrutement de la protéine CHMP3 qui à 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 hétéropolymère en forme de dôme qui interagit fortement avec la membrane. La 

grande stabilité du polymère permet de fournir l’énergie nécessaire à la fermeture du col 

membranaire ainsi qu’à son maintient de la contrainte exercée à ce niveau (Figure 53E). La dernière 

étape du processus conduit à la fission membranaire après intervention de l’ATPase VPS4 qui fournit 

l’énergie nécessaire à la déstabilisation de la structure ainsi formée par désassemblage du polymère 

(Figure 53F). 

 

Figure 53 : Modèle 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 
l’activation d’ESCRT-III. La protéine CHMP4 assure le maintien et le rétrécissement du col membranaire qui 
rattache la vésicule (ou le virion) en formation en formant des polymères circulaires. D. Une fois le polymère 
CHMP4 formé, la protéine CHMP3 est recrutée ; elle amorce alors la formation d’un hétéropolymère avec 
CHMP2A. E. Le polymère CHMP3/CHMP2A forme une structure tubulaire se terminant par un dôme. La surface 
externe de cette structure interagit fortement avec la membrane et referme ainsi le col membranaire. F. 
L’arrivée de l’ATPase VPS4 permet le recyclage et la libération du la vésicule/du virion en désassemblant le 
polymère ainsi formé. Après désassemblage complet, la vésicule est libérée et la membrane reprend sa forme 
(A.). 
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Les travaux visant à obtenir un anticorps spécifique des polymères ESCRT-III se basent sur la 

présence d’un épitope présent dans le polymère uniquement. Idéalement, l’anticorps ne doit pas 

produire de réaction croisée avec les monomères. De tels épitopes doivent être présents dans les 

polymères à l’interface entre protéines CHMP ou encore dans des conformations spécifiques de ces 

protéines, comme le suggère la reconstruction tridimensionnelle des polymères CHMP2A/CHMP3 

(section 3.1.1.2.2.). Cependant, ces épitopes sont peut être masqués dans le polymère et ils doivent 

certainement coexister avec d’autres épitopes structuralement redondants avec les monomères 

CHMP. C’est ce qui semble expliquer au moins en partie l’absence de clones franchement positifs en 

Phage Display. La localisation intracellulaire de l’anti CHMP4B obtenu dans ce travail suggère une 

forte interaction avec des structures polymériques. Des travaux menés sur les protéines CHMP et 

plus particulièrement CHMP4 montrent que les monomères ont une distribution homogène dans le 

cytoplasme. A l’inverse, les protéines activées (délétions C-terminales) affichent un marquage 

ponctiforme hétérogène [80], [84]. C’est précisément ce type de marquage qui est observé avec 

l’anti-CHMP4B purifié ici (Figures 49 A et B). Bien que la construction CHMP4B utilisée soit couplée à 

la protéine fluorescente DsRed, il n’a pas été possible de colocaliser son signal avec les puncta ciblés 

par l’anticorps. Cependant, le même type de marquage a été observé sur des cellules non 

transfectées ce qui tend à montrer que l’anti-CHMP4B obtenu ici reconnaît la protéine CHMP4B 

endogène. Bien qu’une caractérisation plus poussée de l’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 

CHMP4. En utilisant une colonne basée sur les monomères CHMP4B, il est aussi possible de 

poursuivre la purification de cet anticorps polyclonal afin de ne sélectionner que ce qui interagit avec 

les polymères. Cet anticorps pourra enfin être utilisé pour purifier les polymères ESCRT-III endogènes 

et les comparer aux polymères obtenus in vitro afin de mieux comprendre la composition et la 

formation d’ESCRT-III dans les cellules. Ce type d’expérience devrait permettre à terme de valider ou 

d’infirmer le modèle présenté en figure 53. 

 

Ce travail a permis de poser des bases structurales pour la compréhension du mécanisme de 

polymérisation des protéines CHMP. Les polymères sont très stables en raison des multiples contacts 

visibles dans la structure des tubes. Les interfaces entre monomères présentent des affinités bien 

distinctes pour permettre un assemblage ordonné. Les polymères CHMP2A/CHMP3 forment des 

filaments hélicoïdaux 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 à chaque tour d’hélice). Cette étude a également permis de lever le voile sur 

une partie du mécanisme de formation d’ESCRT-III. Bien que l’utilisation de troncations se soit 

révélée infructueuse, la puissance de la technique SPR a permis de disséquer en détails l’interaction 

entre plusieurs protéines CHMP. Le protocole développé ici devrait permettre d’établir une véritable 

carte des interactions au sein d’ESCRT-III. 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 l’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 polymères ESCRT-III et les données structurales et biophysiques obtenues ici tendent à 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 

CHMP4B. 

 

Martinelli N*, Hartlieb B*, Usami Y, Sabin C, Dordor A, Miguet N, Avilov 

SV, Ribeiro EA Jr, Göttlinger H, Weissenhorn W. 

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

* : la contribution des auteurs est similaire. 

 

- Résumé de l’article: Il a été montré que les protéines CHMP4B et CC2D1A interagissent 

[159]. En revanche, le rôle 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’avère incapable d’afficher un effet dominant négatif sur le bourgeonnement du VIH. 

Enfin, il est montré que CC2D1A impacte négativement la formation des polymères 

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 l’article. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Martinelli%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Hartlieb%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Usami%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Sabin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Dordor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Miguet%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Avilov%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Avilov%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Ribeiro%20EA%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=G%C3%B6ttlinger%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Weissenhorn%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406677
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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 l’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 polymères peuvent être formés, la structure des 

hétéropolymères CHMP2A/CHMP3 a été obtenue par cryo-microscopie électronique à 22,4 Å de 

résolution. Des détails sur le mécanisme d’interaction entre les protéines CHMP2A, CHMP3 et 

CHMP4B ont également pu être obtenus, notamment par le biais de la technique SPR.  

Enfin, dans le but de visualiser les polymères ESCRT-III in cellulo, plusieurs méthodes ont été 

employées pour obtenir un anticorps spécifique des polymères. La technique du Phage Display a été 

utilisée et en parallèle un anticorps anti-CHMP4B a pu être développé. 

L’ensemble des résultats obtenus ici sont en accord avec les données disponibles dans la 

littérature et ont permis d’établir un modèle 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-III 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 Å. 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-III 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-III complex. 


