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Abréviations






AIP1 : Apoptosis Interacting Protein 1

Alg-2 : apoptosis-linked gene 2

Alix : Alg-2 interacting protein X

ARRDC3 : a-arrestin arrestin domain-containing protein-3
ALV : Avian Leukosis Virus

CEP55 : Centrosomal Protein of 55 KDa

CHMP : charged multivesicular protein

CINS8S5 : Cbl Interacting of 85 kD

CryoEM : Cryo Electron Microscopy

DUIM : Double Ubiquitin Interaction Motif

EGF : epithelium growth factor

EGFR : epithelium growth factor receptor

EIAV : equine infectious anemia virus

ESCRT : endosomal sorting complexe required for transport
GLUE : GRAM-like ubiquitin-binding in EAP45

GUV : Giant Unilamelar vesicle

HRS : hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
IEAV : Infectious Equine Anemia Virus

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

ILV : intraluminal vesicle

LBPA : Lysobisphosphatidic acid

LUV : Large Unilamelar vesicle

MIM : MIT Interacting Motif

MIT : Microtubule Interacting and Trafficking

MLV : virus de la leucémie murine

MVB : multivesicular body

MVE : multivesicular endosome

PAR-1 : protease-activated receptor-1

PEG : Poly Ethylene Glycol

PI(3)P : phosphatidylinositol 3-phosphate

PI(4,5)P2 : phosphatidylinositol (4,5) -bisphosphate
PRD : prolin rich domain

RE : endosomes de recyclage



RSV : sarcome roux

SAXS: Small Angle X-Ray Scattering

SETA : src homology 3 domain containing expressed in tumorigenic astrocytes
SH3: Src Homology type 3

SNARE : (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor)
STAM : signal transducing adaptor molecule

TEV: Tobacco Etch Virus

TNFR : Tumor Necrosis Factor receptor

TSG-101 : tumor susceptibility gene 101

UEV : Ubiquitin E2 Variant

UIM : Ubiquitin interacting motif

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VIL : vésicules intraluménales

VLP : Virus-Like Particles

WT : wild type
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Résumé

Les membranes cellulaires sont des entités hautement dynamiques qui
subissent au cours du temps, des processus continus de remodelage, notamment de
fusion, de bourgeonnement ou de fission. Il a été démontré depuis quelques années que
ces processus de remodelage des membranes, incluant entre autres, la formation de
vésicules intraluménales, la formation d’endosomes, le bourgeonnement viral, la
cytokinese, la réparation membranaire, I'apoptose des neurones, la formation des pores
nucléaires etla réparation de I’enveloppe nucléaire, sont médiés par les composants d'une
machine multiprotéique connue sous le nom d’ESCRT (Endosomal Sorting Complex
Required for Transport). Alix (Alg-2 interacting protein-X) est une protéine accessoire
cytosolique qui interagit avec les complexes ESCRT-I et ESCRT-III. Alix est composé d'un
domaine Brol N-terminal lié a un domaine central en double hélice en forme de Vet d'un
domaine C-terminal riche en proline. Notre laboratoire et d’autres équipes ont montré
qu’Alix est capable de dimériser via son domaine V central, fonction nécessaire entre
autres pour le bourgeonnement du VIH-1. Bien que des structures monomériques
cristallographiques des domaines V et Bro-1 aient été résolues, aucune information
structurale a haute résolution n’est disponible a ce jour, pour la forme dimérique de la
protéine Alix. Nous avons résolu ici la structure du domaine V dimérique. Des études de
mutagenéese combinées a des analyses SAXS démontrent la flexibilité conformationelle de
la protéine Alix. Afin de comprendre le mécanisme moléculaire qui conduit a la
dimérisation, nous avons commencé des travaux structuraux sur la protéine entiere en
complexe avec son partenaire Alg2, un activateur potentiel, par microscopie électronique.
De plus, nous avons observé, par microscopie électronique, analyse de la distribution de
la taille des liposomes au nanosight et des tests de fluorescence, que la protéine Alix
interagit avec les membranes d'une maniere pH-dépendante ce qui conduit a la fusion des
liposomes in vitro. Cette nouvelle activité d'Alix pourrait étre liée au processus de fusion
des exosomes. Ensemble, nos travaux fournissent un premier apercu du mécanisme

structural et fonctionnel de la dimérisation de la protéine Alix.
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Abstract

Cellular membranes are highly dynamic entities that undergo continuous
remodeling including fusion, budding or fission events. Many membrane remodeling
processes are catalyzed by the Endosomal Sorting Complex Required for Transport
(ESCRT), which include multivesicular endosomes formation, cytokinesis, nuclear
envelope reformation, membrane repair, autophagy, exosome biogenesis, neuronal
pruning, dendritic spine maintenance, enveloped virus budding, release of peroxisomes
and of recycling endosomes. Alix (ALG-2 interacting protein-X) is a cytosolic protein that
interacts with the ESCRT-1 and ESCRT-III complexes exerting important adaptor
functions. Alix is composed of an N-terminal Brol domain linked to a central V-shaped
coiled-coil domain and a C-terminal proline-rich domain. Alix has been shown to dimerize
via its central V-domain, a function necessary for HIV-1 budding. Although structures of
the monomeric V-domain and of the Bro-V domain have been solved no high-resolution
structural information is available on dimeric Alix.

Here we solved the structure of the dimeric V domain. The crystal structure
reveals that dimerization is achieved by domain exchange. Structure-based mutagenesis
studies combined with SAXS analyses further demonstrate the conformational flexibility
of Alix. In order to understand the molecular mechanism that leads to dimerization we
started structural work on full-length Alix in complex with Alg2 a potential activator of
Alix by electron microscopy. Furthermore, we observed in vitro that Alix interacts with
membranes in a pH-dependent manner that leads to the fusion of liposomes in vitro. This
novel activity of Alix may be linked to the fusion of exosomes required for cargo delivery.
Together, our work provides first insight into the structural and functional mechanism of

Alix dimerization.
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Les membranes cellulaires sont des entités hautement dynamiques. Elles subissent
au cours du temps, des processus continus de remodelage, de fusion, de bourgeonnement
ou de fission. Il a été démontré depuis quelques années que ces processus de remodelage,
incluant entre autres, la formation de vésicules intraluménales (ILV) (Larios et al., 2020),
la formation d’endosomes (MVE), le bourgeonnement viral (Weissenhorn and Goéttlinger,
2011), la cytokinese (Carlton and Martin-Serrano, 2007), la réparation membranaire
(Jimenez etal., 2014), 'apoptose des neurones (Loncle et al., 2015), 1a formation des pores
nucléaires, la réparation de I’enveloppe nucléaire (Olmos and Carlton, 2016), sont médiés
par les composants d'une machine multiprotéique connue sous le nom d’ESCRT

(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) associée a la protéine accessoire

Alix (Figurel).
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Figure 1 : Processus cellulaires controélés par la machinerie ESCRT et la protéine Alix
(Adapté de Christetal., 2017) Apercu des fonctions de la machinerie ESCRT (représentée avec une spirale
bleue) et la protéine Alix (notée en jaune).

Alix (Alg-2 Interacting Protein X) ou AIP1 (Apoptosis Interacting Protein 1) est une
protéine cytosolique initialement décrite comme un partenaire de la protéine Alg-2
(Apoptosis linked gene 2)(Missotten et al., 1999 ; Vito et al., 1999). Cette protéine
ubiquitaire est tres conservée chez les mammiferes, ce qui a permis, grace a de nombreux
travaux, d’identifier ses multiples partenaires et de mettre en évidence son role dans
différents processus cellulaires de remodelage de la membrane. Alix est une protéine
présente sous plusieurs formes oligomériques (monomere, dimére, multimere). Bien que
des structures cristallographiques de la protéine Alix monomérique humaine aient été

obtenues (Fisher etal.,, 2007; Lee et al., 2007), a ce jour, le processus d’oligomérisation et

21



les mécanismes moléculaires par lesquels Alix assure ses fonctions sont encore largement
inexpliqués. Des lors, Alix reste une protéine attractive a étudier.

Ce premier chapitre aura a la fois, pour but de donner un apercu des processus cellulaires
dans lesquels elle a été impliquée, et a la fois, de décrire les mécanismes moléculaires par

lesquels ses fonctions sont régulées.
I. La protéine Alix
A. Organisation de la protéine Alix

Alix est une protéine cytosolique de 868 acides aminés. Elle est organisée en 3
domaines distincts : Le domaine Bro-1 N-terminal (360 résidus), le domaine V dans la
partie centrale (résidus 360-702). Enfin le domaine riche en proline C-terminal PRD
(Prolin Rich Domain) qui connecte la protéine Alix dans différents processus cellulaires
(Figure 2).

360 702 868

],
Comor ) v T

Figure 2 : Représentation schématique des trois domaines de la protéine Alix humaine

1. Le domaine Bro-1 N-terminal

Le domaine Bro-1 comprend les résidus 1 a 360. Il est composé de 3 hélices en
épingle, longues d’environ 50 résidus, dans lesquelles sont logées deux poches
hydrophobes (Fisher et al., 2007) (Figure 3). La premiere poche hydrophobe située
autour de 'acide aminé Ilez12 (Figure 3 : poche représentée en vert) permet l'interaction
avec la protéine CHMP4 du complexe ESCRT-III (Katoh et al., 2003 ; Kim et al,, 2005). La
mutation Ile212Asp inhibe l'interaction avec la protéine CHMP4A ainsi que la capacité de
la protéine Alix a soutenir le relargage du VIH-1. Des lors, il apparait qu’'un des roles de la
protéine Alix dans le bourgeonnement viral consisterait, entre autres, a recruter la
protéine CHMP4 du complexe ESCRT-III. La deuxieme poche hydrophobe située autour
del'acide aminé Tyrzi9 permet, quant a elle, I'interaction avec le domaine SH2 de la kinase
Src. En effet, lorsque la tyrosine Tyr319 est phosphorylée, Src est recrutée et provoque a

son tour la phosphorylation d’Alix (Schmidt et al., 2005). D’autre part, la tyrosine Tyrsz7
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peut lier le domaine SH3 de Src, ayant pour effet I'hyperphosphorylation de plusieurs
tyrosines en positions C-terminale (Schmidt et al, 2005). Il a été proposé que cette
hyperphosphorylation permettrait de moduler l'activité de liaison d’Alix avec ses
partenaires et provoquer I’endocytose de récepteurs a facteur de croissance (Schmidt et

al, 2004).
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Figure 3 : Structure cristallographique des domaines Bro-1 et V de la protéine Alix humaine (PDB
20EV).

Les poches hydrophobes permettant la fixation de CHMP4 et les protéines GagP¢ et GagP® virales sont
représentées en vert et en bleu respectivement. Le tripeptide de liaison entre les deux domaine Bro-1 et
V est noté VPV. Le domaine Bro-1 est noté en gris. Le domaine V central est noté en jaune (Adapté de Fisher
etal, 2009)

Le domaine Bro-1 est connecté au domaine central V par un tripeptide hydrophobe
350VPV361 (Figure 3). Ce tripeptide n'établit que des contacts limités et non covalents ce
qui pourrait permettre aux différents domaines de changer leurs orientations relatives en
réponse a des facteurs environnementaux. Ce tripeptide ainsi que la région charniere
située entre les deux bras du domaine central V concede une large flexibilité a la molécule.
Le domaine Bro-1 permet également, via les résidus hydrophobes Lysi04 et Phe1os situés
a 'extrémité de la boucle flexible (Figure 4), de lier le lipide endosomal LBPA et favorise
ainsi son interaction avec les membranes endosomales (Bissig et al.,, 2013 ; Matsuo et al,,
2004). En 2011, Sette et Zhai ameénent I'idée que I'association de la protéine Alix avec la
membrane implique a la fois des interactions électrostatiques et hydrophobes mais
nécessite aussi une liaison au calcium sur les acides aminés Aspog7 et Asp17s. Le calcium, en
se liant pres de la boucle d’interaction au LBPA, induit un changement conformationnel
de la boucle flexible ce qui est favorable a I'interaction membranaire. Ainsi, il est proposé
qu’Alix est recruté sur les endosomes via le LBPA, ou il peut alors engager les complexes

ESCRT-I et ESCRT-II], et ainsi réguler la libération des nucléocapsides virales.
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Figure 4 : Sites d’'interactions membranaire du domaine Bro-1 de la protéine Alix (Bissig et al., 2013)
Modele de structure cristalline PDB 2R03 (Zhai et al., 2008).

(A) Les résidus d'interaction membranaire prévus par le logiciel MODA sont représentés en rouge et
orange. (B) Vue a fort grossissement de la zone d'interaction de la membrane.

Enfin, Alix a également la capacité de lier la F-actine via son domaine Bro-1, ce qui
connecte Alix avec le processus de régulation de 'assemblage du cytosquelette d’actine

dans les fibroblastes de mammiferes (Pan et al., 2006).
2. Le domaine V central
Le domaine V central, compris entre les acides aminés 360 et 702, est composé
de deux bras de 3 hélices chacun. Les deux bras se replient sur eux-mémes avec un angle

de 30° par I'intermédiaire d'une région charniere. Ils sont principalement stabilisés par

des interactions hydrophobes entre les chaines latérales (Figure 5).
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Figure 5 : Structure cristallographique du domaine V de la protéine Alix (Lee et al., 2007)
A. Structure cristalline PDB 20]Q B. La poche hydrophobe permettant la fixation des protéines virales GagP¢
et GagP? est représentée en bleu.

Le domaine V présente une flexibilité conformationnelle intrinseque, qui a été
révélée par des comparaisons des positions des deux bras dans les différentes structures
cristallines. Les différences visibles dans les structures découlent plutét de petits
changements dans les interactions inter hélices le long des deux bras plutot que d’'une
réorganisation drastique de la région. Cependant la signification biologique de cette
flexibilité reste a élucider. Au centre du deuxieme bras, une poche hydrophobe centrée
sur la Pheg7s, (Figure 5.B poche bleue) a été identifiée comme étant le site de liaison aux
protéines Gag des virus du VIH (Virus de 'Immunodéficience Humaine) et de I'EIAV
(Equine Infectious Anemia Virus)(Strack et al., 2003). En effet, Alix est capable de lier les
motifs YPXL des protéines Gagr® du VIH-1 et Gagr® de I'EIAV avec des constantes de
dissociation respectives de 59 mM et 1,2 mM. Enfin, Alix interagit, toujours au niveau de
cette poche hydrophobe, avec les motifs YPXL des synténines, protéines cytosoliques
capables d’interagir avec les syndécanes, protéoglycanes transmembranaires. Le
complexe tripartite Alix - synténine - syndécane a été impliqué dans le processus de

formation des exosomes (Baietti et al., 2012).
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3. Le domaine PRD C-terminal

Enfin, le domaine PRD (Prolin Rich Domain) dont la structure n’a jamais pu étre
résolue, est composé des 166 derniers acides aminés. Il est enrichi en prolines et en
tyrosines et présente de nombreux motifs de liaisons. Ce domaine lie la grande majorité
des partenaires d’Alix ce qui connecte la protéine a un grand nombre de processus
cellulaires. En effet, ce domaine PRD est composé notamment de plusieurs motifs
permettant la liaison d’Alix avec les domaines SH3 de la protéine CIN-85 (Cbl-interacting
protein of 85kDa) (Chen et al., 2000), des endophilines (Chatellard-Causse et al., 2002),
ainsi qu'un motif permettant 'interaction avec la protéine Tsg-101 (Tumor susceptibility
gene 101) (Strack et al., 2003) et des motifs pour l'interaction avec 'ubiquitine ligase
Nedd-4 et enfin Alg-2 (Chatellard-Causse et al., 2002; Chen et al., 2000; Morita et al., 2007
; Shibata, 2004 ; Strack et al., 2003)

B. Partenaires et fonctions de la protéine Alix

Avant de présenter plus précisément les processus cellulaires dans lesquels la
protéine Alix a été mise en évidence, voici un récapitulatif de ses différents partenaires,
référencés dans la littérature selon leur localisation sur les trois domaines présentés

précédemment (Tableau 1).

Partenaires

Motifs de liaisons

Processus cellulaires

CHMP4 (ESCRT-I1I)
LBPA

Src - Domaine SH2

l212
L104 P1os €t Qg7 Qu7s
Phospho Y319

Cytokinése, bourgeonnement viral

Back fusion des ILVs

Adhésion cellulaire, endocytose des récepteurs de facteurs de croissance

Actine Région 1-167 Adhésion cellulaire
Cortactine Région 167-436 Adhésion cellulaire
o actinine Région 436-605 Adhésion cellulaire
GAG pép3 Fe76 Bourgeonnement viral
Syntenine Fe76 Régulation des exosomes
[ TSG101 (ESCRT-I) 717PSAP750 Cytokinése, bourgeonnement viral
CIN85 ou SETA 740PTPAPR 45 Endocytose des récepteurs de facteurs de croissance, apoptose
Endophilines 755sPARPPPP6, Endocytose des récepteurs de facteurs de croissance
E ALG-2 202PGYgq3 répétition Apoptose
CEP55 300GPPgg» Cytokinese
Src - Domaine SH3 250PQPPAR 61 Adhésion cellulaire, endocytose des récepteurs de facteurs de croissance
_ Ubiquitine ligase Nedd-4.  ;,3PPXY756 g35PPXYg3s

Tableau 1 : Résumé des interactions entre Alix et ses partenaires (Adapté de Odorizzi, 2006)
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1. Formation des vésicules intraluménales (VIL)

La voie endocytaire assure l'homéostasie cellulaire et contréle plusieurs
processus tels que la communication intercellulaire, la signalisation et la dégradation des
protéines transmembranaires et des protéines mal repliées. Lors de l'endocytose, les
vésicules contenant le cargo transmembranaire sont dirigées vers les endosomes
précoces aussi appelés endosomes de tri car ils sont a l'interface des voies de recyclage et
des voies de dégradation. A partir de 13, les molécules transmembranaires endocytées
devant étre recyclées a la membrane plasmique sont adressées aux endosomes de
recyclage (RE). Et celles qui sont destinées a la dégradation sont adressées a des
compartiments tardifs de la voie endocytaire : les corps multivésiculaires, les endosomes
tardifs et les lysosomes. Le signal de tri permettant d’adresser les molécules vers les
endosomes de recyclage ou vers la voie de dégradation est I'ubiquitine puisque seuls les
récepteurs de surface ubiquitinylés sont triés et incorporés dans les vésicules
intraluminales (VIL) générant ainsi des endosomes multivésiculaires (MVE). Les
endosomes multivésiculaires fusionnent alors avec les lysosomes et leur contenu est
dégradé par les hydrolases lysosomales (Gruenberg and Stenmark, 2004).

La machinerie ESCRT a été caractérisée pour la premiere fois chez la levure, en
raison de son role essentiel dans cette formation de vésicules intraluménales (Henne et
al, 2011), dans la genese des endosomes multivésiculaires (MVE) ainsi que dans le tri des
récepteurs ubiquitinylés. I1 a été montré que l'activité endosomale de la machinerie
ESCRT est déclenchée par la liaison de la protéine HRS du complexe ESCRT-O0, a la fois au
cargo ubiquitinylé, via son domaine DIUM et au niveau du lipide endosomal:
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) par son domaine FYVE (domaine en doigt de
zinc) (Misra and Hurley, 1999; Raiborg et al., 2001)(Figure 6). La partie C-terminale de la
protéine HRS est capable d’interagir avec la chaine lourde de la clathrine. Cette interaction
permet a la fois le recrutement de la clathrine au niveau des endosomes précoces (Raiborg
et al, 2002) et la séquestration de la sous unité HRS avec son cargo dans des
microdomaines membranaires spécifiques. Une fois les cargos rassemblés, la protéine
HRS du complexe ESCRT-0 peut se lier, via son motif PSAP, au domaine N-terminal UEV
(Ubiquitin E2 Variant) de la protéine Tgs101 du complexe ESCRT-I (Bache et al., 2003;
Pornillos et al., 2003). Le domaine UEV de la protéine Tsg101 a été impliqué dans deux

interactions distinctes. A savoir, une interaction avec le motif PTAP de la protéine virale
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Gagré du VIH-1 qui connecte la protéine TsglO01l directement aux sites du
bourgeonnement des virus enveloppés (Pornillos et al., 2002). Et une interaction avec
I'ubiquitine, interaction nécessaire dans la sélection des protéines qui seront dirigées vers
les VIL et par la suite vers la dégradation qui connecte directement la protéine Tsg101
dans la voie des corps multivésiculaires (MVE) (Sundquist et al.,, 2004). Le complexe
ESCRT-I peut alors a son tour recruter le complexe ESCRT-II en forme de Y (Figure 6). Les
deux sous-unités EAP20 du complexe ESCRT-II interagissent et permettent, a leur tour, le
recrutement de la protéine CHMP6 du complexe ESCRT-IIL. Le complexe de nucléation
induisant la polymérisation des filaments ESCRT-III, composés principalement des
protéines CHMP4, CHMP2 et CHMP3, se produit par le biais d'interactions entre Vps28
(ESCRT-I) et la protéine CHMP6 (ESCRT-III). Les filaments ESCRT-III peuvent alors

interagir avec la membrane endosomale et ainsi initier la formation de la vésicule.
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Figure 6 : Représentation schématique de I'assemblage séquentiel des complexes ESCRT

Le complexe ESCRT-O0 lie les protéines ubiquitinylées et le phosphatidylinositol-3-phosphate puis recrute
le complexe ESCRT-I qui, a son tour, recrute le complexe ESCRT-II. Le complexe ESCRT-II permet le
recrutement de la protéine CHMP6 du complexe ESCRT-III. Tandis que la protéine Alix recrute la protéine
CMHP4 du complexe ESCRT-III initiant ainsi la polymérisation des filaments ESCRT-III et la déformation de
la membrane. (Adapté de Christ 2017)

Les preuves reliant la protéine Alix a la formation de ces vésicules proviennent
d'observations des processus de dégradation de récepteurs. En 2012, Dores et ses
collaborateurs montrent que le tri du récepteur PAR1, un récepteur de la thrombine
couplé aux protéines G vers les VIL peut se faire indépendamment de 'ubiquitine. Dans
cette voie, Alix, via son domaine central V, lie le motif YPXXXL du récepteur PAR-1 et
permet le recrutement de CHMP4 (ESCRT III) ce qui conduit a la formation de la vésicule
intraluménale et a la dégradation du récepteur (Dores et al., 2015). Le bourgeonnement
des vésicules intraluminales (VIL) dans les endosomes nécessite la scission de la

membrane par le complexe ESCRT-III. Chezla levure, cette étape est régulée négativement
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par Doa4, une ubiquitine hydrolase qui déubiquitine les protéines transmembranaires
triées comme « cargo » dans les VIL. En effet, la liaison de Doa4 a Snf7 (CHMP4) du
complexe ESCRT-III inhibe le remodelage des polymeéres Snf7 nécessaires a la réaction de
scission de la membrane des VIL. Cette liaison est antagonisée in vivo par Vps20 (CHMP6)
du complexe ESCRT-IIL. Il a été montré que la protéine Brol (homologue de la protéine
Alix) en se liant directement a Vps20 a un role central dans la suppression de la relation
antagoniste que Vps20 a envers Doa4 (Buysse et al., 2022).

Des travaux antérieurs d’'invalidation de la protéine Alix avaient montré un effet
mineur sur 'inhibition de la dégradation du récepteur a I'EGF dans les lignées cellulaires
de mammiferes, ce qui suggérait que la protéine Alix n'est pas impliquée dans le tri des
récepteurs membranaires ubiquitinylés (Schmidt et al., 2004 ; Cabezas, 2005). En 2015,
Sun et ses collaborateurs montrent que la protéine Alix interagit directement avec le
récepteur a 'EGF ubiquitinylé et joue un role essentiel dans sa dégradation (Sun et al,,
2015). Tous ces résultats placent directement la protéine Alix au cceur du processus de

formations des VIL.

2. La cytokinese

L’étape de cytokinese est définie comme I'étape de la mitose ou la cellule mere
va se séparer en deux cellules filles. Elle se caractérise par la formation d’'un anneau
contractile, puis d’un sillon de division, suivi enfin de la formation du corps intermédiaire,
ou « midbody ». Au cours de la cytokinese des cellules animales, la contraction de I'anneau
d'actomyosine sépare le cytoplasme, entrainant la formation d'un pont intercellulaire
reliant les deux futures cellules filles. Ce pont intercellulaire est composé majoritairement
d’'un faisceau de microtubules, avec en son centre, une zone dense appelée le corps
intermédiaire constituée de nombreuses protéines associées aux microtubules. Les
protéines du complexe ESCRT-III et la protéine Alix sont au cceur du processus final de la
cytokinese qui fait intervenir un remodelage de la membrane plasmique pour aboutir a la
scission des deux cellules (Carlton and Martin-Serrano, 2007 ; Morita et al, 2010;
Schoneberg et al., 2017).

Dans les cellules de mammiféres, au fur et a mesure que la cytokinese progresse,
la protéine adaptatrice centrosomale CEP55 (Centrosomal Protein 55) est recrutée au

milieu de 'anneau par le complexe du fuseau central (Zhao et al., 2006) composé de la
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kinésine mitotique MKLP1 et de la protéine d'activation, la GTPase MgcRacGAP (Mishima
et al., 2002). Dés lors, CEP55 initie I'abscission en recrutant par leurs domaines riches en
proline, les acteurs de la machinerie ESCRT : Tsg101 (ESCRT-I) et la protéine Alix (Morita
etal,, 2010) (Lee et al., 2008) (Figure 7). Ces deux acteurs permettent le recrutement des
protéines CHMP4B (Carlton et al., 2008), CHMP6 et CHMP2A du complexe ESCRT-III qui
seront responsables de la scission de la membrane au niveau du pont intercellulaire
(Schoneberg et al., 2017). Guizetti et ses collaborateurs sont parvenus a reconstruire, a
partir d'images de tomographie, un réseau de filaments transversaux de 17 nm distinct
du réseau de microtubules, a un stade tardif de l'abscission qu’ils attribuent a la
polymérisation de CHMP2A du complexe ESCRT-III (Guizetti et al.,, 2011). En effet, la
déplétion de CHMP2A par ARN interférence, inhibe la formation de ces structures. Des
expériences de time lapse montrent que I'action de VpS4 et de CHMP4B est nécessaire a

'abscission des cellules (Morita et al., 2010).
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Figure 7 : Apercu des acteurs cellulaires impliqués pendant le processus de scission de la cytokinese
(Agromayor and Martin-Serrano, 2013 review)

Cependant, une observation de longue date indique que ce modele ne peut pas
étre universel. En effet, il n'existe pas d’homologue de CEP55 chez les organismes non
vertébrés, y compris chez la drosophile. Pourtant, il a été montré que la protéine Alix et la
protéine Shrub du complexe ESCRT-III (CHMP4) fonctionnent ensemble pour controler
'abscission cytokinétique des lignées germinales de drosophile. (Matias et al,
2015)(Eikenes et al.,, 2015). En 2019, une étude de Lie-Jensen fournit une explication
moléculaire de la facon dont la machinerie ESCRT et la protéine Alix sont recrutées au

niveau du corps intermédiaire en 1'absence de CEP55 dans les cellules de drosophile (Lie-
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Jensen et al,, 2019). Par des essais d'immunoprécipitation et de spectrométrie de masse,
ils ont identifié deux protéines analogues au complexe du fuseau central, Pavarotti et
RacGAP50C comme partenaires d'Alix. Des expériences in vitro ont révélé que cette
interaction implique le patch hydrophobe du domaine V de la protéine Alix, responsable
de l'interaction avec les motifs LYPL des protéines virales Gagr® du VIH et GagP® de 'EIAV
(Strack et al., 2003) et que cette interaction est essentielle pour le recrutement d'Alix au
niveau du corps intermédiaire. En effet, les mutations perturbant I'interaction d’Alix avec
Pavarotti, que ce soit dans le motif LxxLF de Pavarotti ou dans le domaine V d'Alix,
empéchent le recrutement d'Alix au niveau du corps intermédiaire. Il est important de
noter que la déplétion de Pavarotti ou d'Alix altére la localisation de la protéine Shrub
(CHMP4) du complexe ESCRT-III au niveau du corps intermédiaire, ce qui explique que
'interaction Pavarotti-Alix est essentielle pour une abscission cytokinétique correcte.
Maintenant, regardons de plus pres la régulation de la cytokinese. Dans les
cellules de mammiferes, la phosphorylation de CEP55 sur l'acide aminé S436 par la
sérine/thréonine kinases PLK1 (Polo Like Kinase 1) empéche son interaction avec la
protéine MKLP1 (mitotic kinesin-like protein 1) du complexe de fuseau central et garantit
que CEP55 et le complexe ESCRT-III ne soient pas recrutés prématurément sur le fuseau
central, ce qui serait préjudiciable a cytokinese (Bastos and Barr, 2010). Dans les cellules
de drosophile, dépourvues de CEP55, il est possible d’émettre I'’hypothése selon laquelle
la régulation serait mise en place par la phosphorylation de la protéine Alix et/ou

Pavarotti peut-étre par PLK1 ou par d'autres kinases mitotiques.

3. Le bourgeonnement viral

Les virus enveloppés s'assemblent et bourgeonnent généralement au niveau de
la membrane plasmique. La topologie du bourgeonnement viral differe des processus de
vésiculation cellulaire connus tels que l'endocytose. En effet, pour I'’endocytose, la
déformation de la membrane plasmique se fait de I'extérieur de la cellule vers I'intérieur,
alors que le bourgeonnement viral implique un bourgeonnement de la membrane vers
I'extérieur de la cellule. Ainsi, les facteurs qui catalysent la fission des membranes des
virus en bourgeonnement doivent agir a l'intérieur du cou du bourgeon. La seule
machinerie cellulaire connue pour effectuer de tels événements de fission membranaire,

communément appelé de "topologie inverse" est la machinerie ESCRT. Pour mettre en
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évidence l'implication de la machinerie ESCRT et de la protéine Alix lors du
bourgeonnement viral, je prendrais l'exemple du bourgeonnement du virus de
I'immunodéficience humaine VIH-1. Le VIH découvert au début des années 80, appartient
a la famille des rétrovirus et au genre des lentivirus. Il posséde un génome d’ARN simple
brin encapsidé a I'intérieur d’une structure lipoprotéique qui forme le virion. Le génome
du VIH est composé entre autres de trois principaux genes gag, pol et env, qui codent
respectivement pour les protéines Gag, la polymérase et la protéine d’enveloppe du
virion. La protéine Gag est constituée de quatre domaines reliés par des peptides de

liaison : matrice (MA), capside (CA), nucléocapside (NC), et p6 (Figure 8).
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Figure 8 : Organisation structurale de la protéine Gag (Zhang et al., 2014)
MA : matrice ; CA: capside ; NC : nucléocapside ; SP : peptide de liaison

- Le domaine N-terminal de la protéine Gag est appelé MA, il sert de site de liaison a la
membrane plasmique et permet de recruter la protéine d’enveloppe virale.
-Le domaine central est appelé CA4, il sert aux interactions protéine-protéine nécessaires
al'assemblage des virions immatures et a la formation de la capside virale mature.
-Le domaine NC contient deux motifs en doigt de zinc. Il incorpore le génome viral dans la
capside et contribue a la polymérisation de la protéine Gag.
-le domaine C-terminal de la protéine GagPr® contient plusieurs sites de liaison dont deux
motifs appelés domaines d'assemblage tardif. Ces domaines d’assemblage tardif
permettent la liaison et le recrutement des protéines de la cellule hote: Tsg101(ESCRT-I)
et Alix.

Le cycle réplicatif du VIH-1 se déroule en deux parties : les étapes précoces et les
étapes tardive qui nécessitent a la fois des protéines virales et les protéines ESCRT de la
cellule hote. L'assemblage des virions du VIH-1 se produit au niveau de la membrane

plasmique, au sein de microdomaines membranaires spécialisés. La protéine de matrice
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MA de la protéine Gag se lie au phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphate (PI (4,5) P2) de la
membrane plasmique. Des lors, I'assemblage du virion peut commencer (Figure 9). Les
protéines Gag fixent I'ARN viral et s'assemblent en un virion sphérique. Il est intéressant
de noter que la polyprotéine Gag intacte est suffisante pour l'assemblage et le
bourgeonnement de particules virales (Viral Like Particules) a la membrane plasmique

en |'absence d'autres composants viraux.
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Figure 9 : Collaboration entre la machinerie ESCRT et la protéine Gag pendant la formation et le
bourgeonnement des virons du VIH-1
(Adapté de Hurley and Cada, 2018; Sundquist and Krausslich, 2012)

Il est établi depuis déja plusieurs années, que le bourgeonnement des particules
virales du VIH-1 est initié par I'oligomérisation de la protéine Gag et que l'étape de fission
membranaire nécessaire a la libération du virion est médiée par les facteurs de la
machinerie ESCRT. En effet, en l'absence de recrutement de la machinerie ESCRT,
I'assemblage du virus s'arréte généralement a un stade tardif ou 1'enveloppe virale Gag
entierement assemblée, reste connectée a la membrane plasmique par une fine "tige" de
membrane (Gottlinger et al,, 1991). Le recrutement de la machinerie ESCRT est possible
grace a la présence, sur la protéine GagP® de deux domaines d'assemblage tardif. Le
premier motif d'assemblage tardif P(T/S) AP se lie directement au domaine UEV
(ubiquitin E2 variant) de Tsg101 du complexe ESCRT-I, permettant ainsi le recrutement
du complexe hétérotétramerique ESCRT-I (Demirov et al., 2002 ; Martin-Serrano et al,,
2001). Le deuxieme motif d’assemblage tardif YPXL permet le recrutement de la protéine
Alix, via son domaine V central (Fisher et al.,, 2007 ; Lee et al., 2007 ; Strack et al,, 2003 ;

Usami et al., 2007 ; Zhai et al., 2008). Il existe d’autre part, un deuxiéme site de liaison a la
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protéine Alix. En effet, il a été montré que la protéine GagN® contient, elle aussi, un site de
liaison au domaine Bro-1 de la protéine Alix et que des mutants NC peuvent présenter des
défauts de bourgeonnement (Popov et al, 2008 ; Dussupt et al., 2009). Pendant des
années, il a été soutenu que la déformation de la membrane, au niveau des sites de
bourgeonnement du VIH-1, n'était réalisée efficacement que par la combinaison des deux
complexes ESCRT-I et -1I (Hurley and Hanson, 2010). Cependant, il est devenu courant de
penser que, a la différence du processus de formation des corps multivésiculés, le
complexe ESCRT-II et la protéine CHMP6 (ESCRT-III) ne sont pas indispensables ni dans
ce bourgeonnement (Carlson and Hurley, 2012) ni pour I'abscission cytokinétique (Christ
et al., 2016). L'’hypothese émise est donc que la protéine Alix jouerait a la fois le rdle

d’ESCRT-II et de CHMP6 lors de ces deux processus cellulaires (Figure 10).

MVE Bourgeonnement viral Cytokineése
ESCRT-O Gag CEP55
ESCRT-I I
ESCRT-II ALIX
CHMP6

CHMP4
CHMP3/CHMP2
Vpsé

Figure 10 : Organisation schématique des deux branches utilisées par la machinerie ESCRT

La genese des corps multivésiculés (MVE) constitue la premiere branche qui utilise ce que 'on nommera
«la voie classique » : ESCRT-I, ESCRT-II, CHMP6. Tandis que la cytokinese et le bourgeonnement viral du
VIH-1 utilisent la protéine accessoire Alix pour recruter la protéine CHMP4. A partir de CHMP4, CHMP?2 et
CHMP3 recrutent Vps4 pour permettre la dépolymérisation des filaments ESCRT-III.

4. Biogénese des exosomes dépendante de la machinerie ESCRT
Les exosomes sont des vésicules extracellulaires d'origine endosomale, d'une taille

allant de 40 a 100 nm, sécrétées dans le milieu extracellulaire par les cellules apres la

fusion des MVE avec la membrane. Ces vésicules contiennent divers composants
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membranaires et cytoplasmiques communément appelés protéines cargo. Les protéines
présentes dans les exosomes comprennent les tétraspanines (CD63, CD81), les intégrines,
les immunoglobulines, les récepteurs des facteurs de croissance, les protéines du
cytosquelette (tubuline, actine), les protéines de choc thermique (hsp70, hsp90),
certaines petites especes d'ARN et les protéines associées a la machinerie ESCRT (Alix,
Tsg101) (Figure 11). Malgré les progres récents, la biogénese des exosomes et les
mécanismes controlant le tri des cargaisons dans les exosomes ne sont que partiellement
compris au niveau moléculaire. Cependant, différents mécanismes ont été identifiés dans
le ciblage spécifique des protéines dans les exosomes, notamment un mécanisme
dépendant de la machinerie ESCRT, un mécanisme dépendant des tétraspanines et des

lipides et un mécanisme dépendant la ribonucléoprotéine A2B1 (Figurel1l).
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Figure 11 : Compositions des exosomes et les différentes voies de biogenése des exosomes
(Villarroya-Beltri et al., 2014)

A. Mécanisme dépendant de la machinerie ESCRT : Les complexes ESCRT 0, I et III, et la protéine Alix
controlent le tri des protéines ubiquitinylées dans les vésicules intraluminales des corps multivésiculaires.
B. Mécanisme dépendant des tétraspanines et des lipides : Les tétraspanines (CD81, CD9, CD63) jouent un
role clé dans la composition des exosomes indépendants de la machinerie ESCRT. Différents lipides et
enzymes liés aux lipides controlent la sécrétion de ces exosomes.

C. Mécanisme dépendant la ribonucléoprotéine A2B1 (hnRNPA2B1) sumoylé: La ribonucléoprotéine
A2B1sumoylé controdle le tri des ARNm dans les exosomes en se liant a de courts motifs spécifiques
(EXOmotif).

Je me focaliserai sur la description du mécanisme dépendant de la machinerie
ESCRT (Figure 11A). En 2012, Baietti et al montrent que la biogenese des exosomes
dépendante de la machinerie ESCRT est controlée par la synténine-1 et les syndécanes
(Baietti et al., 2012) (Figure 12). Les syndécanes sont des récepteurs de surface
transmembranaire, ils recrutent a la membrane plasmique, la protéine cytosolique

synténine, qui, a son tour, interagit avec Alix (via le motif LYPXL) et CD63. Ils montrent
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que la surexpression de la synténine augmente la sécrétion d’exosomes. En revanche, la
répression des syndécanes, de la synténine-1 ou de la protéine Alix provoque une
diminution de la sécrétion d’exosomes libérés et réduit I'accumulation exosomale d'Alix

et de CD63.
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Figure 12 : Mécanisme contrdlant le ciblage des protéines cargos dans I'exosome (Adapté de
Villarroya-Beltri et al., 2014)

Les complexes ESCRT 0, I et 111, et la protéine Alix controlent le tri des protéines ubiquitinylées dans les
vésicules intraluminales des corps multivésiculaires. La synténine et la petite protéine membranaire
intégrale du lysosome/endosome tardif (SIMPLE) sont également impliquées dans la sécrétion des
exosomes par leur interaction avec des composants spécifiques du complexe ESCRT

En 2013, Bissig et al montrent que la protéine Alix est recrutée aux membranes
des endosomes via son domaine Bro-1 qui interagit avec le lipide endosomal, LBPA (acide
lysobisphosphatidique)(Bissig et al., 2013). En 2020, ils confirment le recrutement des
protéines du complexes ESCRT-III; CHMP4B, CHMP1A, CHMP1B et CHMP3, par la

protéine Alix dans les endosomes tardifs sur les sites LBPA (Larios et al., 2020).

5. Back fusion

Le processus de « Back fusion » est un processus qui permet aux vésicules
intraluménales de fusionner avec la membrane des endosomes multivésiculés pour
libérer leur contenu dans le cytosol afin d’échapper a la dégradation lysosomale. Ce
mécanisme de « back fusion » a été initialement caractérisé comme un mécanisme utilisé

par les cellules présentatrices d'antigenes pour réguler la distribution des molécules du
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complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (Murk et al, 2002) mais il est
particulierement important pour certains virus et pour certaines protéines bactériennes
comme la toxine de l'anthrax (bacillus antracis) (Abrami et al, 2013), le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV)(Le Blanc et al,, 2005), le virus de Lassa et le virus de la
chorioméningite lymphocytaire. Il a été proposé que le processus de back fusion des
vésicules intraluménales avec la membrane endosomale assurerait la libération de la
toxine ou del'ARN viral dans le cytoplasme selon un processus contrélé par le lipide LBPA,
la protéine Alix et les ESCRT. Le lipide endosomal LBPA recrute la protéine Alix sur les
endosomes tardifs dans un processus controlé par le calcium, ce qui déclencherait des
changements de conformation d'Alix (oligomérisation) qui elle-méme serait capable de

recruter les ESCRT-III (Bissig et al., 2013).

6. Laréparation de la membrane plasmique

Les lésions dues a un stress mécanique, a des conditions pathologiques ou a des
toxines forment des pores et provoquent un afflux massif toxique de Ca?*. Quelle que soit
la taille de lalésion de la membrane et le processus cellulaire impliqué dans sa réparation,
une caractéristique commune a tous les processus de réparation est leur dépendance a
I'augmentation du Ca?* cytosolique. A la suite d'une lésion de la membrane causée par un
laser pulsé, une accumulation des protéines du complexe ESCRT-III : CHMP1A et CHMP4B
et des protéines accessoires Alg-2, Alix et Vps4B sur le site de la 1ésion a été mis en
évidence. Il a été montré que cette accumulation de protéine est directement dépendante
de la présence en Ca?* extracellulaire. En effet, les cellules 1ésées en l'absence de Ca?*
extracellulaire ne montrent aucune accumulation de protéines du complexe ESCRT-III
(Jimenez et al, 2014; Scheffer et al, 2014). Comme pour la cytokinese ou le
bourgeonnement viral, les 1ésions de la membrane déclenchent 1'assemblage séquentiel

des membres du complexe ESCRT-IIL

7. Apoptose

La protéine Alix a été initialement découverte en tant que partenaire de Alg-2,
une protéine impliquée dans la mort cellulaire programmée. La mort cellulaire
programmeée est un processus garantissant I’homéostasie des cellules. L’apoptose est

considérée comme une mort caspases-dépendante, c’est-a-dire, nécessitant l’activation
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de la cascade protéolytique des caspases. A ce jour, deux grandes voies moléculaires
conduisant a l'activation des caspases ont été identifiées : la voie déclenchée par les
protéines relarguées par des mitochondries endommagées et la voie déclenchée au
niveau de la membrane plasmique en réponse a la fixation de ligands sur des récepteurs
de surface appelés récepteurs de mort.

En 2004, Trioulier et ses collaborateurs montrent que la surexpression d’Alix
dans les neurones granulaires de cervelet, est capable déclencher l'activation des
caspases. Par contre, I'expression de la partie C-terminale d’Alix, délétée du site de liaison
a la protéine Alg-2: go2PGYg13 (Tableau 1), dans ces cultures de neurones bloque la mort
induite par une déprivation en potassium et abolit la fonction pro-apoptotique d’Alix
(Trioulier et al., 2004). Ces premieres observations suggerent que le role d’Alix dans la
mort cellulaire passe par sa capacité a interagir avec Alg-2. En 2008, en utilisant la
spectrométrie de masse sur les protéines co immunoprécipitées avec la protéine Alix dans
des neurones mourants, Mahul Mellier et ses collaborateurs mettent en évidence que les
protéines Alix et Alg-2 interagissent avec la pro caspase 8 et forment un complexe avec le
TNFR1. Le TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor 1) est un récepteur qui peut, apres
fixation de son ligand (TNFa), déclencher la mort cellulaire programmée de la cellule suite
al’activation de la caspase 8, au niveau de I'endosome. La encore, 'expression du mutant
d’Alix APGY délété du site d’interaction avec Alg-2 protege les cellules HEK 293 et HeLa
de la mort induite par le TNFR1 (Mahul-Mellier et al., 2008). Toutes ces données
permettent d’affirmer que les deux protéines Alix associées a Alg-2 sont impliquées dans
I'apoptose caspase dépendante induite par le TNFR1 (Mahul-Mellier et al., 2008).

La protéine CIN85 (Cbl Interacting Proteine) a été identifiée pour la premiere fois
dans des cellules humaines comme une protéine de 85 kDa interagissant avec I'ubiquitine
ligase Cbl (Casitas B-lineage lymphoma). En association avec Cbl, elle est tout d’abord
connue pour controler I'internalisation, le trafic et le tri de plusieurs récepteurs a tyrosine
kinase activés, dont le récepteur du facteur de croissance épidermique (Epidermal
Growth Factor Receptor : EGFR). Mais il a été mis aussi en évidence son implication dans
I'apoptose des astrocytes. En effet, la surexpression de la protéine CIN85 sensibilise les
astrocytes a l'apoptose induite par les radiations aux ultraviolets. Cette activité
proapoptotique est corrélée avec la capacité de la protéine CIN85 a se lier aux protéines

Alix et Alg-2 (Chen et al., 2000).

38



C.Les modifications post-traductionnelles de la protéine Alix

L'assemblage de complexes protéiques par des protéines accessoires joue un role
important dans les processus cellulaires fondamentaux, tels que la régulation du cycle
cellulaire et la transduction du signal. Au cours de ces processus, les modifications post-
traductionnelles, en particulier la phosphorylation et l'ubiquitination des protéines,
régulent souvent l'interaction des protéines adaptatrices avec leurs partenaires de
liaison. Plusieurs études ont montré que la phosphorylation ou 'ubiquitination de la
protéine accessoire Alix, au cours de différents processus biologiques, constitue une étape

importante pour la régulation de sa fonction.

1.La phosphorylation

a. Phosphorylation et endocytose des récepteurs a facteur de
croissance

Alix joue un role dans la régulation négative de 1'endocytose du récepteur a I'EGF
(noté EGFR) au niveau de la membrane plasmique. En I'absence de ligand, le récepteur a
I'EGF existe sous forme de monomere inactif. La fixation d’'un ligand entraine la formation
d’'un dimere actif. Des lors, I'activité tyrosine kinase intrinseque du récepteur phosphoryle
des tyrosines du récepteur lui-méme, qui conduit au recrutement des protéines possédant
des motifs de reconnaissance pour ces phosphotyrosines: les domaines SH2 ou PTB
(PhosphoTyrosine Binding) dont celui d'une ubiquitine ligase, la protéine Cbl. La protéine
Cbl activée recrute alors la protéine SETA (src homology 3 domain containing expressed
in tumorigenic astrocytes) également connue sous le nom de CIN85, qui elle-méme est
constitutivement associée aux endophilines. L’association du complexe SETA-
endophiline-Cbl permet l'internalisation du récepteur activé. En effet, Soubeyran et ses
collaborateurs ont montrés que les protéines CIN85 mutantes dépourvues soit de leur
région C-terminale, incapables de lier les endophilines, soit de leur région N-terminale,
incapables d’interagir avec Cbl, ont pour effet d'inhiber I'internalisation des récepteurs a
I'EGF et de retarder leur dégradation (Soubeyran et al., 2002).
Le role de la protéine Alix dans ce processus d'endocytose de 'EGFR est central
(Figure 13). En effet, Alix est capable de se lier au domaine SH3 de la protéine SETA
(CIN85) via son motif 740PTPAPR745 situé sur son domaine PRD (Tableau 1) (Chen et al,,
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2000). En 2004, Schmidt et ses collaborateurs montrent que la surexpression d'Alix
empéche le complexe SETA-endophiline de se lier au Cbl et entraine une réduction de
l'internalisation de I'EGFR (Schmidt et al., 2004). En revanche, I'invalidation d’Alix
améliore I'internalisation et la dégradation de I'EGFR. D’autre part, Alix est capable de se
lier au domaine SH3 des endophilines via son motif a base de proline 755PARPPPP7¢1 situé
sur son domaine PRD (Tableau 1 - Chatellard-Causse et al., 2002) ce qui pourrait faciliter

la séquestration du complexe SETA-endophiline.

Plasma membrane

Cytosol

- OO Signaling

Figure 13 : Inhibition de I'endocytose de I'EGFR par la protéine Alix (Schmidt et al., 2004)
La protéine Alix empéche le complexe SETA-endophiline de se lier au Cbl et entraine une réduction de

I'internalisation de I'EGFR.

Les mécanismes de régulation de la fonction et I'activité de la protéine Alix
pendant ce processus d’endocytose de 'EGFR ont été mis en évidence en 2004 par
Schmidt et ses collaborateurs. I[Is montrent que la protéine Alix est régulée négativement
par la protéine kinase Src, activée en réponse a la stimulation de I'EGFR, dans un
processus en deux étapes. Le domaine SH2 de Src se lie au résidu phosphoTyr319 (Tableau
1) du domaine Brol d'Alix puis le domaine SH3 de la kinase Src se lie au motif
752PQPPAR761 du domaine PRD d'Alix (Tableau 1). En conséquence de ces interactions, Src
hyperphosphoryle le domaine C-terminal d’Alix (Schmidt et al, 2005).
L'hyperphosphorylation contribue a diminuer la capacité d'Alix a interagir avec SETA et
I'amene a se déplacer vers le cytosol, neutralisant ainsi sa capacité a réguler négativement

I'endocytose du récepteur (Figure 14).
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Figure 14 : Régulation négative de la protéine Alix par la protéine Srclors du processus d’endocytose
de 'EGFR (Schmidt et al,, 2004 ; Schmidt et al., 2005)

L’hyperphosphorylation de la protéine Alix diminue son interaction avec la protéine SETA et neutralise sa
capacité a réguler négativement I'endocytose du récepteur.

b. Phosphorylation et mitose

En 2015, Sun et ses collaborateurs mettent en évidence que la phosphorylation
de deux résidus serine S7ig et S721 du domaine PRD de la protéine Alix induit le
changement d’'une conformation fermée a une conformation ouverte pendant la phase
mitotique (M). Ils montrent que ces phosphorylations sont a la fois requises pour la
relocalisation de la protéine Alix au niveau du pont intercellulaire lors de I'abscission
cytokinétique et pour la fonction de la protéine Alix dans le bourgeonnement du virus
EIAV mais qu’a l'inverse, ces phosphorylations ne sont pas requises pour I'’endocytose du

récepteur a 'EGF (Sun, Zhou, Corvera, et al., 2015a).

c. Phosphorylation et maturation de I'ovocyte

D’autre part, il a été montré que I'orthologue de la protéine Alix de Xenope, Xp95
est phosphorylé sur au moins deux sites, dans la région comprise entre les résidus 706-
756 du domaine PRD, pendant la maturation des ovocytes de Xenope. L'un des sites de
phosphorylation est l'acide aminé Thr7ss situé dans la séquence SSIPTPAPRT.
L'alignement du peptide avec la séquence d’Alix a montré que le PTPAPR contenu dans
cette séquence correspond aux sites de liaison de la protéine SETA. La phosphorylation
dans ce site de liaison pendant la maturation des ovocytes de Xenope est responsable de
I'inhibition de l'interaction entre Xp95 et SETA pendant l'induction en phase M (Sun et al.,
2015).
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d. Phosphorylation et formation d’amyloides

Tres récemment en 2020, Elias et ses collaborateurs mettent en évidence que la
partie C -terminale du domaine PRD de la protéine Alix : PRDgoo-g68 forme des fibres
amyloides. Cette découverte a été d’autant plus importante que les domaines PRD, prédits
comme étant des domaines complétement désordonnés sont souvent enlevés des
constructions de protéines recombinantes car ils sont la cause de nombreux problemes
de solubilité ou d’instabilité des protéines lors des études en cristallographie ou en
résonnance magnétique nucléaire. En effet, jusqu’a maintenant, la structure du domaine
PRD de la protéine Alix, contenant de nombreux sites de liaisons aux partenaires de la
protéine n’a jamais été résolue du fait de I'extréme difficulté a I’exprimer en bactéries.

Afin d’obtenir des donnée