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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
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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).
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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 données reproductibles et de caractériser les propriétés
physiques de cette région C-terminale de PRD, ils ont généré une protéine de fusion avec
comme étiquette le domaine B1 de la protéine G: GB1-PRDgoo-ges. Ils montrent par
résonnance magnétique nucléaire que ’hyperphosphorylation du domaine PRD par la
kinase Src provoque la dissolution de ces fibres en espece monomérique soluble (Elias et

al, 2021).

Figure 15 : Fibres amyloides et gel formé par GB1-PRD800-868 (Elias et al., 2021)
Images de microscopie électronique des fibres amyloides en coloration négative et gel formé par 0.1mM
GB1-PRDsoo-s6s.

En 2021, ils confirment que le domaine PRD703.g6s forme des fibres amyloides riches en
feuillets beta (Figure 15). Ces fibres amyloides se dissolvent en monomere soluble lors de
I'hyperphosphorylation par Src et sont capables de se reformer apres déphosphorylation
par PTP1B. Ils montrent que la partie de ces fibres PRDgoo-g13 résistante a la protéinase K,
correspondent aux épitopes codant pour les liaisons a CEP55 et Alg-2, ce qui suggere que
la dissolution et la formation de ces fibres seraient la base d’'un processus de contrdle du

recrutement de certains partenaires impliqués dans la cytokinése et I'apoptose. Ils
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suggerent enfin que ’hyperphosphorylation du domaine PRD entre en compétition avec
les phospholipides pour se lier au domaine Bro-1 entrainant la redistribution de la

protéine Alix dans le cytosol.

2. Ubiquitination de la protéine Alix

L'ubiquitine, une protéine de 76 acides aminés, agit comme un signal post-
traductionnel polyvalent qui régule un large éventail de processus biologiques. En effet,

plus d'un tiers du protéome eucaryote est ubiquitinylé (Kim et al., 2011).

a. Lavoie de tri endolysosomale indépendante de 'ubiquitination

Le tri des récepteurs de signalisation est un processus essentiel dans les cellules
de mammiferes. Lors de leurs dégradations, les récepteurs sont ubiquitinylés et triés par
la machinerie ESCRT dans les vésicules intraluminales (VIL) des corps multivésiculaires
(MVE). Toutefois, il existe un sous-ensemble de récepteurs, dont le PAR1 (protease-
activated receptor-1) et le P2Y1, qui utilisent la voie de tri endolysosomale
indépendamment de l'ubiquitination, une voie qui requiert la protéine Alix et le complexe
ESCRT-III dans les cellules mammiferes (Dores et al, 2012, 2016). Si la voie de tri
endolysosomale du récepteur PAR1 est indépendante de 'ubiquitine, les mécanismes qui
régulent la fonction et I'activité de la protéine Alix pendant ce tri lysosomal sont eux,

dépendants, de I'ubiquitination.

Early Endosome Late Endosome

Figure 16: Voie de tri lysosomal des récepteurs de signalisation cellulaire indépendante de
I'ubiquitine (Dores et al., 2015)

L’interaction de la protéine Alix ubiquitinylée avec la protéine CHMP4 du complexe ESCRT-III initie la
vésiculation conduisant a la formation de la vésicule intraluménale et a la dégradation du récepteur PARI1.
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En 2015, Dores et ses collaborateurs montrent grace a des études de transfert
d'énergie par résonance de fluorescence (FRET) et de la microscopie confocale que le
récepteur PAR1 non activé est lié a la protéine ARRDC3 (a-arrestin arrestin domain-
containing protein-3) au niveau de la membrane plasmique (Figure16). Aprées l’activation
de celui-ci, il est rapidement internalisé et dirigé vers les endosomes (Dores et al., 2012),
la protéine ARRDC3 reste liée au récepteur et initie 'ubiquitination de la protéine Alix en
recrutant 'ubiquitine ligase E3 WWP2 (Figure 16). Dés lors la protéine Alix, par son
interaction avec la protéine CHMP4 du complexe ESCRT-III initie la vésiculation
conduisant a la formation de la vésicule intraluménale et a la dégradation du récepteur
(Dores et al,, 2015). Si I'on se réfere aux travaux de Keren Kaplan qui ont montré que
I'ubiquitination facilite la dimérisation de la protéine Alix (Keren-Kaplan et al., 2013), on
peut donc faire I'hypothese que l'ubiquitination régulerait la dimérisation de la protéine

Alix et induirait la dégradation du récepteur PAR1 (Dores et al., 2015).

b. Le bourgeonnement des virus

Avant d’aller plus avant pour expliquer le lien entre processus d’ubiquitination et la
protéine Alix lors du bourgeonnement du HIV-1, il est nécessaire de rappeler que
I'ubiquitination fait partie intégrante du bourgeonnement viral. En effet, plusieurs études
ultérieures ont montré que l'ubiquitination de la protéine provirale Gag joue un rdéle
important dans la libération des rétrovirus. La premiere indication du role de l'ubiquitine
dans l'assemblage rétroviral a été mise en évidence par Putterman; il existe un
enrichissement d'ubiquitine libre dans les particules du virus de la leucocytose aviaire
(Avian Leukosis Virus) (Putterman et al., 1990). Par la suite, est venue la découverte de la
monoubiquitination des protéines Gag provirales; 2 % de la protéine GagP® mature du
VIH-1 et 5 % de la protéine GagP'? mature du virus de la leucémie murine (MLV)(Ottetal,,
1998). 1l est a noter que les polyprotéines rétrovirales Gag portent de courtes séquences
conservées qui controlentle bourgeonnement etla libération du virus. Trois de ces motifs,
dontj’ai déja évoqué le role, appelés domaines tardifs ont été caractérisés jusqu'a présent

PTAP, LYPXL, et les motifs PPPY; ils sont capables de modifier les niveaux

d'ubiquitination des protéines Gag (Figure 17).
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Figure 17 : Complexes cellulaires et protéines impliqués dans l'activité du domaine tardif.

Les motifs PTAP recrutent le complexe ESCRT-I par l'intermédiaire de Tsg101, les motifs LYPXL lient les
motifs Alix et les motifs PPXY interagissent avec les ubiquitine ligases de type Nedd4 (Adapté de Martin-
Serrano., 2007)

Les motifs PPPY se lient aux membres de la famille des ubiquitines ligases de type
Nedd4 (Blot et al., 2004), dont la fonction cellulaire normale est d'ubiquitinyler les
protéines cargos et de les diriger dans la voie de dégradation des MVE. D’autres études
ont par ailleurs montré que, la diminution des pools cellulaires d'ubiquitine libre par un
traitement avec des inhibiteurs du protéasomes ou la diminution d’ubiquitine conjuguée
a la protéine Gag, par la mutation des résidus de lysine de la protéine Gag dans le virus
VIH-1 et le virus du sarcome de Rous (RSV) affectent la libération des rétrovirus (Ott et
al,, 2000 ; Patnaik et al., 2000)

Maintenant, regardons de plus preés le processus de régulation par lequel
I'ubiquitination agit directement sur la protéine Alix. En 2010, des résultats soutiennent
un modele dans lequel Alix recrute une Nedd4 ligase pour faciliter les étapes tardives de
la libération du VIH-1 via un mécanisme impliquant l'ubiquitination de la protéine Alix
(Figure 17) (Sette et al., 2010). Ces résultats sont corroborés, a la fois, par les travaux de
Keren Kaplan qui, par une approche « in silico », a mis en évidence un domaine de liaison
al'ubiquitine hautement conservé chez les procaryotes, dans la protéine Alix (E449-1450-
T681-Q688) (Figure 18) (Keren-Kaplan et al,, 2013). Il a pu étre déterminé par des
mesures d'affinité biophysique utilisant, entre autres, la thermophorese (MST) et le

pontage chimique (cross link), d’'une part, que le domaine V de la protéine Alix est capable
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de se lier ala mono-ubiquitine avec une affinité de 119uM et d’autre part que, cette mono-
ubiquitine est capable d’induire son oligomérisation in vitro. De plus, les travaux de
Dowlatshahi et ses collaborateurs démontrent que ce domaine est capable de se lier aux

chaines polyubiquitine liées a la lysine K63 (Dowlatshahi et al., 2012).

Figure 18 : Identification in silico du domaine V de la protéine Alix (Alix-V) comme domaine de
liaison a 'ubiquitine

(A) Vue d'ensemble du modele structurel du complexe Alix-V:Ub dérivé de la procédure in silico.

(B) Vue de dessus, zoom sur l'interface Alix-V:Ub montrant des interactions spécifiques. Les résidus de la
protéine Alix participant a l'interaction sont schématisés sous forme de batonnets. Surface moléculaire de
I'Ub: bleu, résidus positifs ; rouge, résidus négatifs ; orange, résidus hydrophobes ; et jaune, résidus chargés.
(Keren-Kaplan et al., 2013).

Mises ensemble, toutes ces données tendent a démontrer que l'interaction du domaine V
de la protéine Alix a I'ubiquitine provoque sa dimérisation, qui elle-méme, induit une
interaction avec les filaments du complexe ESCRT-III ce qui joue un réle physiologique

significatif dans la libération des rétrovirus pendant le bourgeonnement viral.

IL. Alg-2

1. Organisation de la protéine Alg-2

Alg-2 (apoptosis-linked gene 2) est une protéine de 22 kDa, découverte dans un
criblage génétique comme une protéine pro-apoptotique (Vito et al, 1996). Alg-2
appartient a la famille des protéines « Penta-EF- hand » (possédant 5 répétitions « EF-
hand ») (Maki, 2020). Une caractéristique importante de cette famille de protéines est la
présence d'une région N-terminale riche en proline/glycine de longueur variable qui joue
un role important dans la liaison aux membranes dépendante du Ca?*. En effet, la liaison

du Ca?* au niveau de ses domaines EF1, EF3 et EF5 (Jia et al, 2001) induit des
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changements conformationnels dans la protéine, qui conduisent a l'exposition de ses
régions hydrophobes. Dés lors, elle acquiert la capacité d'interagir avec d’autres protéines

dont elle régule la fonction (Figure 19).

A EF1 EF2 EF3 EF4 EF5S
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S
Pocket 1 i Q, P

Pocket 1 —

Figure 19 : Représentation schématique de la protéine Alg-2 humaine et différences structurelles de
Alg-2 en présence ou en absence de calcium (Suzuki et al., 2008)

(A) Alg-2 a une région N-terminale riche en proline et en glycine suivie du domaine PEF contenant cinq
mains EF (EF1-EF5) avec huit hélices (a 1- a 8) ; (B) Structure de Alg-2ges3-20 sans Ca?*; (C) Structure de
Alg-24es3-201ié au Ca2*

Deux sites de haute affinité au Ca?* avec une constante de dissociation (Kd) de
I'ordre du micromolaire (1,2 uM) ont été mis en évidence par calorimétrie par titrage
isotherme. De manieére intéressante, un site de liaison de haute affinité (Kd ~ 20 uM) au

Mg?2+ a été prédit dans EF5 (Henzl et al,, 2016).

2. Interaction avec la protéine Alix

a. Structure cristallographique du complexe Alix/ Alg-2

La protéine Alix a été initialement découverte en tant que partenaire de Alg-2,

pour son réle dans la mort cellulaire programmée. En 2008, cette interaction entre les
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protéines Alix et Alg-2 est confirmée par Suzuki et ses collaborateurs lorsqu’ils résolvent
la structure du complexe entre la protéine Alg- 2, tronquée de ses 20 premiers acides
aminés a l'extrémité N-terminale (Alg-24es3-23), et d'un oligopeptide comprenant 16
résidus (1GPPYPTYPGYPGYSQi6) correspondant aux acides aminés AA799. g14 de la
protéine Alix (nommé ABS), en présence de Zn2* (code PDB 2ZNE) a 2,2 A’ (Suzuki et al.,
2008). Alg-2 se lie a la protéine Alix sur un site qui contient quatre répétitions PXY en
tandem. Les domaines EF1 et EF3 lient le Zn?* au niveau de leurs boucles de liaison au
Ca?*. Le peptide d’Alix est visible dans un sillon composé des résidus allant, de la fin de
I'hélice a3 au milieu de la boucle entre les hélices a7 et a8. Le sillon d'Alg-2 contient deux
poches hydrophobes (Figure 20 C: poches 1 et 2). La poche 1 est formée par les résidus
de la boucle située entre les hélices a5-a6 et ceux de I'EF5 (a7-a8). La poche 2 est formée

par les résidus des hélices a3, a4, o5 et a7.

peptide D

A B

Bro1 domain V domain Pro-rich

i
8 814 / 868

799 803 80
-PQA&JGPP%PTYP&YPGYC&W-
1 5 10 16
Alix ABS peptide 6GPPIYPTYPE-'-YPGYS§IJ

molecule A molecule B

C des3-23ALG-2/Alix ABS peptide/Zn2*-bound

Pocket 1

Figure 20 : Structure cristalline du complexe AlG-2/Alix en présence de zinc (Suzuki et al., 2008)

(A) Représentation schématique du peptide ABS de la protéine Alix utilisé pour la cocristallisation.

(B) Deux monomeres (molécules A et B) sont représentés en vert et en cyan, respectivement. Les peptides
sont représentés en magenta (peptide C), en bleu (peptide D) et en orange (peptide D’). Les atomes de zinc
sont représentés par des sphéres grises.

(C) A droite : vue rapprochée de la poche 1, les résidus nommés sont les résidus critiques impliqués dans
I'ouverture de la poche 1 ou dans la liaison avec le peptide ABS.
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La résolution des structures d’Alg-2 de la forme sans Ca?*, de la forme liée au Ca?*
et du complexe avec le peptide Alix ont révélé que la liaison du calcium au niveau du
domaine EF3 induit un petit mouvement local de I'hélice a5 et initie un changement de la
chaine latérale de 1'Arginine Rizs située dans la boucle reliant o5 et a6, entrainant ainsi
'ouverture d'une poche hydrophobe qui accepte le peptide ABS d’Alix (Figure 20). Alg-2
forme un homodimeére par l'intermédiaire des deux motifs EF5 qui s’apparient de fagon
antiparallele. Chaque molécule de monomere accepte une molécule de peptide ABS d’Alix.

Ainsi, un dimere d’Alg-2 peutlier, de maniere calcium dépendante, deux molécules d’Alix.

b. Implication du complexe Alix /Alg-2 dans le changement de

conformation de la protéine Alix

En 2015, Sun et ses collaborateurs montrent que l'interaction, dépendante du
calcium, de la protéine Alg-2 avec le domaine riche en proline PRD de la protéine Alix
initie un changement conformationnel global de la protéine Alix, qui diminue son
interaction intramoléculaire et facilite son ouverture. Cette conformation ouverte peut
étre maintenue apres la dissociation d'Alg-2 par des protéines partenaires nouvellement
recrutées. La protéine Alix ainsi activée se déplace vers la fraction membranaire par
interaction avec la protéine CHMP4 du complexe ESCRT-III liée a la membrane et remplit

ainsi la fonction ESCRT associée a la membrane (Figure 21).
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Figure 21: Illustration schématique du réle d'Alg-2 sur le changement conformationnel de la
protéine Alix (Sun et al., 2016)

A I'image des protéines CHMP du complexe ESCRT-II], il est maintenant reconnu
que la protéine Alix existe dans deux conformations, I'une ouverte (active) et l'autre

fermée (inactive). En effet, en 2016 les résultats obtenus par Sun et ses collaborateurs
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confirment leur modele proposé en 2015, a savoir, que la queue C-terminale constituée

par le domaine PRD se replie sur le domaine N-terminal Bro-1 (Sun et al., 2016).

III. Fusion et fission membranaire

Dans cette derniére partie, je souhaiterais aborder les processus de fusion et de
fission membranaire. Je commencerai par décrire les acteurs cellulaires connus pour étre
impliqués dans ces processus pour finir sur les méthodologies permettant de mettre en
évidence ces processus. La fusion et la fission membranaire sont des processus
ubiquitaires essentiels dans un grand nombre de processus biologiques tels que la
transmission neuronale, 1'endocytose, 1'exocytose, l'entrée et le bourgeonnement des
virus enveloppés dans la cellule. Ce sont des processus complexes, dynamiques et

transitoires.

A. La Fusion membranaire :

Les différents compartiments des cellules eucaryotes : le réticulum
endoplasmique, l'appareil de Golgi, les endosomes, les lysosomes, la membrane
plasmique, communiquent entre eux grace a des vésicules. Cette voie de transport
d’information est appelée trafic vésiculaire. Ce trafic dépend de trois mécanismes : d'une
part, le bourgeonnement de vésicules a partir du compartiment donneur, le déplacement
de ces vésicules vers le compartiment accepteur et enfin leur fusion avec ce dernier. Cette
derniere étape de fusion membranaire est une étape qui nécessite de 1'énergie. En effet,
les forces répulsives, d’origine entropique et électrostatique, tendent a conserver une
mince couche d’eau entre les deux membranes. Ces forces induisent des barrieres
d’énergie devant étre surpassées pour que la fusion survienne. L'énergie d'activation du
processus doit étre suffisamment importante pour empécher des événements de fusion
spontanée et non spécifique, mais elle doit étre suffisamment faible pour pouvoir étre
surmontée par des protéines de fusion.

Le processus de fusion membranaire comprend quatres phases. La premiere, le
contact de deux membranes, la deuxieme, la formation d’une structure appelée « stalk »,
que 'on pourrait appeler tige, la troisieme, la fusion des deux monocouches externes

étroitement apposées (hémifusion) et enfin la derniere, 'ouverture d'un pore suivi de son
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agrandissement, permettant le mélange du contenu des compartiments préalablement

séparés par les membranes (Figure 22).

ﬁm&m“ o
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Figure 22 : Etapes du processus de fusion membranaire

La premiére étape de la fusion est la formation de la structure appelée « stalk » ou tige. L’hémifusion est
obtenue par le contact des monocouches externes, elle est suivie par 'ouverture du pore (Adapté de Joardar
etal 2022)

Le processus de fusion membranaire intervient dans de nombreux processus
biologiques, comme le transport intracellulaire, le développement musculaire (pour
revue (Towler et al.,, 2004 ; Demonbreun et al., 2015), la transmission synaptique (pour
revue Rothman, 2015), lors de la spermatogenese (Washington and Ward, 2006) et lors
de l'infection virale (pour revue Weissenhorn et al., 2007). Pour chacun de ces processus,

les catalyseurs de la fusion membranaires sont différents.
1. Les protéines SNARE

La communication entre les neurones repose principalement sur des synapses
chimiques et sur la libération de neurotransmetteurs. Au niveau des terminaisons
nerveuses, des vésicules synaptiques remplies de neurotransmetteurs s’arriment a la
membrane plasmique avant de subir une étape de maturation qui leurs permet d’acquérir
la capacité de fusionner avec cette membrane plasmique. La libération de
neurotransmetteurs s’effectue par un processus d’exocytose dépendant du calcium. Des

lors, quand l'influx calcique déclenche la machinerie de fusion membranaire, un pore de
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fusion connectant la lumiere des vésicules synaptiques a la fente synaptique s’ouvre et
permet la libération des neurotransmetteurs. Ce processus d’exocytose nécessite
I'assemblage de complexes moléculaires tres conservés appelés protéines SNARE.

Les SNARE synaptiques constituent la machinerie de fusion membranaire la
mieux caractérisée et sont formées de deux SNARE de la membrane plasmique: la
syntaxine et SNAP-25 et d’'une SNARE vésiculaire: VAMP2 (ou synaptobrévine). Ce
complexe est composé d’'un faisceau de quatre hélices a torsadées: une provenant de
VAMP?2 qui contient une hélice cytosolique unique et un domaine transmembranaire fixé
a la vésicule synaptique, une de la syntaxine et deux hélices de SNAP25 (Figure 23).
SNAP25 ne possede aucune région transmembranaire, elle est ancrée dans la membrane
plasmique par l'intermédiaire de la palmitoylation de ses résidus cystéine. Lorsque le
faisceau de quatre hélices o torsadées est formé, la rigidité de la structure et les forces
appliquées sur les parties transmembranaires permettent de resserrer les deux
membranes jusqu'a ce que les deux domaines transmembranaires s’alignent l'un
avec l'autre et créent un pore de fusion (pour revue Brukman et al., 2019 ; Risselada and
Mayer, 2020 ; Mion et al., 2022). La formation du complexe SNARE libere une partie de
'énergie nécessaire pour franchir la barriere de potentiel correspondant a la fusion de

deux bicouches lipidiques.

Neuron

Q-

t-SNARE

Figure 23 : Fusion membranaire médiée par le complexe SNARE synaptique (Yoo et al., 2022)

Le cceur du complexe SNARE est formé par la syntaxine (en bleu), la synaptobrevine (en bleu clair) et
SNAP25 (en rouge). A. La vésicule synaptique et la membrane plasmique sont a proximité 1'une de l'autre.
B. La vésicule synaptique est arrimée a la membrane plasmique par I'assemblage du complexe SNARE. C et
D. Les feuillets internes se rapprochent progressivement les uns des autres, poussés par une force appliquée
sur les parties C-terminales des SNARE jusqu'a l'ouverture d'un pore de fusion permettant la fusion
complete de la vésicule a la membrane présynaptique et la libération du neurotransmetteur.
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L’invalidation du géne codant pour la synaptobrévine (Schoch et al,, 2001) ou
pour SNAP-25 chez la souris (Washbourne et al, 2002) affecte la libération de
neurotransmetteurs, confirmant ainsi la nécessité de protéines SNARE pour assurer la
fusion des vésicules d’exocytose. Des études de substitutions d'un seul acide aminé dans
les domaines transmembranaires de la syntaxine et de la synaptobrévine influencent la
conductance et la dynamique du pore de fusion (Chang and Jackson, 2015 ; Hastoy et al,,
2017). 11 a été montré que le domaine transmembranaire de la synaptobrévine est
nécessaire pour permettre une libération efficace du contenu dans un systeme de fusion
in vitro entre des liposomes et des nanodisques (Shi et al., 2012). Les substitutions au
niveau des parties C-terminales du domaine transmembranaire peuvent retarder la
fusion lorsque I'hydrophobicité des parties C-terminales est diminuée, ou accélérer la

fusion lorsque celle-ci est augmentée (Wehland et al., 2016).

2. Les glycoprotéines virales

Lors de la premiere étape du cycle infectieux des virus enveloppés, les virus
entrent dans leurs cellules cibles suite a la fusion de leur enveloppe virale avec la
membrane plasmique cible. Il peut s’agir de la membrane plasmique, ou de la membrane
d’'un endosome. Les catalyseurs de cette fusion membranaire sont les glycoprotéines
ancrées dans ’enveloppe virale (pour revue Weissenhorn et al.,, 2007).Une fois entré dans
la cellule, le virus réplique son génome et assemble de nouvelles particules virales qui
quittent la cellule par bourgeonnement. Sur la base de leurs structures, trois classes
différentes de glycoprotéines virales ont été identifiées. L'activité de fusion est associée a
un changement conformationnel important de la glycoprotéine d'un état natif dit de « pré
fusion » a un état final dit de « post fusion ». Dépendant de la famille virale, cette transition
structurale peut étre déclenchée a la membrane plasmique par 'interaction du virus avec
son récepteur, soit dans les endosomes ou I’environnement acide conduit a la protonation

de résidus clés qui déclenche le changement conformationnel de la glycoprotéine.
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Figure 24 : Modéele de fusion membranaire virale (Barrett and Dutch, 2020)

Cette figure représente un modele de fusion médié par une protéine de fusion virale de classe 1. Toutefois,
des processus similaires se produisent également dans le cas des protéines de fusion virale de classe II et
111 A. Etape d’amorgage : La protéine subit un traitement protéolytique afin de préparer a la fusion (classe
I) B. conformation métastable de pré-fusion C. la protéine forme une structure allongée, permettant au
peptide de fusion (violet) de pénétrer dans la membrane cible (rouge). D. la structure commence alors a se
replier sur elle-méme, en formant une structure en épingle a cheveux E. les répétitions N-terminales et C-
terminales se rapprochent pour former un faisceau de six hélices F. Enfin, le peptide de fusion (violet) etle
domaine transmembranaire (bleu clair) s'approchent pour achever la fusion des deux membranes et
I'ouverture du pore de fusion.

Les données expérimentales indiquent que les glycoprotéines catalysent la fusion
membranaire de fagon tres similaire chez tous les virus. En réponse a la liaison d'un ligand
(proton, protéine), la protéine change de conformation permettant au peptide de fusion
préalablement enfoui d’étre exposé et de pénétrer dans la membrane cible : structure
intermédiaire étirée (Figure 24C). Cette structure étirée de la glycoprotéine, lui permet
ainsi d’étre connectée aux deux membranes a fusionner. Le domaine transmembranaire
est ancré dans I'enveloppe virale alors que la partie N -terminale est insérée dans la
membrane de la cellule cible. La structure commence alors a se replier sur elle-méme,
formant une structure en épingle a cheveux, rapprochant les deux membranes : virale et
cible. La membrane cible et la membrane virale atteignent un état d'hémifusion. Enfin, le
peptide de fusion et le domaine transmembranaire s'approchent pour achever la fusion

des deux membranes et l'ouverture du pore de fusion (Barrett and Dutch, 2020).
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3. L’Atlastine

Le réticulum endoplasmique est constitué d’'un réseau de tubules connectés par
des jonctions formant un maillage dynamique. Chez la drosophile, il a été montré que la
régulation de la formation des tubules est dépendante d’'une protéine de la famille des
dynamines, la protéine Atlastine (Orso et al., 2009). En 2011, Moss et al proposent le
modele selon lequel deux membranes du RE se faisant face pourraient fusionner grace
aux Atlastines de chaque membrane opposée pour former des intersections dans le
réseau. Un modele de fusion a été proposé impliquant la dimérisation de la protéine en
trans via ses domaines GTPase (Byrnes et al., 2013). La formation de cet homodimeére

permettrait le rapprochement et la fusion des membranes du RE (Figure 25).

Atlastin- GDP
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Figure 25 : Modéle de fusion induite par I’Atlastine (Ozeir and Cohen, 2022)

Panneaux du haut: structures cristallographiques du dimere d’Atlastine dans une conformation ouverte
(PDB : 3QOF) ou dans une conformation fermée (PDB : 41DQ)

Panneaux du bas: Lors de la fusion induite par I'Atlastine, c’est 'oligomérisation de I’Atlastine par le
domaine GTPase qui est responsable de la fusion de la membrane du réticulum endoplasmique. La bicouche
fusionnée contient le dimére d’Atlastine en conformation postfusion fermée.

4. Les protéines « spikes » des virus pléomorphes d’archées

Une cinquantaine de virus infectant les micro-organismes ont été isolés depuis
les années 1980. La plupart de ces virus proviennent d'environnements hypersalins ou
géothermaux. IIs présentent une tres importante diversité de morphotypes. Leurs hotes

sont hyperthermophiles, acidothermophiles, halophiles extrémes ou méthanogenes.
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Les virus pléomorphes ne possedent pas de capside protéique rigide. Au lieu de
cela, leurs virions sont des vésicules membranaires simples, sphériques et flexibles. Elles
ne possedent que 2 a 4 types de protéines structurelles majeures, soit situées a l'intérieur
de la membrane, soit distribuées de maniere irréguliere a la surface du virion: les
protéines « spike ». La structure cristallographique de la protéine « Spike » du virus
pléomorphe Halorubrum 6 (HRPV-6) a été déterminée a une résolution de 2.7A (El Omari
etal, 2019)(Figure 26A). La structure a révélé la présence de deux domaines de longueur
égales qui se replient en forme de V, qui n’est pas sans rappeler la structure du domaine
V central de la protéine Alix. Grace a la cryotomographie électronique, il a pu étre
déterminé qu’a la surface du virion, la protéine « spike » est monomeérique et attachée a

la membrane par sa partie C-terminale (Figure 26B).

Figure 26 : Structure cristallographique et cryotomographie électronique de la protéine « spike » du
HRPV-6 (El Omari et al., 2019)

A. La partie N-terminale comprend deux sous domaines nommés N1 et N2. La partie C-terminale comprend
3 sous domaines C1-C3 B. cryotomographie électronique de la protéine « spike » du HRPV-6. La protéine de
surface « spike » est attachée a la membrane par son extrémité C-Terminale.

Lors de 'infection virale, la liaison de la protéine « spike » avec le récepteur de la
cellule hote induit un changement de conformation de la protéine « spike ». L’ouverture
de la protéine pourrait conduire a amener la région comprenant les 20 premiers acides
aminés hydrophobes, protégés du solvant dans la structure cristalline, prédits pour
former un peptide de fusion, a s'insérer dans la membrane de la cellule hote et initier ainsi

la fusion des membranes virale et hote (Figure 27).
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Figure 27 : Modéle proposé pour le réarrangement de la protéine « spike » lors de I'infection par le
virus HRPV-6 (El Omari et al., 2019)

Les domaines N et C-terminaux de VP4 sont colorés en bleu et rouge, respectivement, tandis que le domaine
de reconnaissance au récepteur de la cellule hote (N2) est coloré en vert. Apres l'interaction de la protéine
« spike » avec le récepteur a la surface de la cellule hote, peut-étre via son sous-domaine N2 (vert), le
faisceau a-hélicoidal du sous-domaine N1 (bleu) s'ouvrirait et s'étendrait de ~150 A. L’ouverture de la
protéine pourrait conduire a amener le peptide de fusion, a s'insérer dans la membrane de la cellule hote et
initier ainsi la fusion des membranes virale et hote

La fusion membranaire est un processus fondamental qui est catalysé par des
protéines spécifiques. Il existe de nombreux processus de fusion membranaire, chacun de
ces processus faisant appel a des fusogenes spécifiques. En dépit de la diversité des
machineries formées par ces protéines, les réactions de fusion partagent de nombreux
points communs et semblent procéder par la formation des mémes intermédiaires

lipidiques.

B. La fission membranaire

Deux classes majeures de machineries cellulaires sont impliquées dans les
processus de fission membranaire, les protéines dynamines qui catalysent entre autres la
fission mitochondriale et la machinerie ESCRT impliquées dans les processus cellulaires
tels que la cytokinese, les formations des vésicules intraluménales, le bourgeonnement

viral, la réparation de la membrane plasmique.
1. Les dynamines
L’endocytose par des vésicules recouvertes de clathrine est une voie majeure

d’internalisation dans les cellules de nombreux récepteurs transmembranaires ayant des

roles-clés dans de multiples fonctions cellulaires. La formation de vésicules recouvertes
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de clathrine requiert 'action concertée de plusieurs dizaines de protéines. Les étapes
nécessaires sont la déformation de la membrane plasmique et le recrutement du manteau
de clathrine et enfin la fission de la vésicule de la surface cellulaire. La Dynamine est une
protéine dont la fonction a été reliée génétiquement et biochimiquement a la fission
membranaire pendant ce processus d’endocytose. Le membre le plus connu de la
superfamille des dynamines est la dynamine de mammiferes Dyn1 (Pour revue Antonny
et al, 2016 ; Ozeir and Cohen, 2022). La dynamine purifiée polymérise spontanément
en anneaux et en hélice lorsqu’elle est incubée dans des solutions a faible
concentration ionique ou en présence d’éléments tubulaires étroits chargés
négativement (Hinshaw and Schmid, 1995). La reconstruction 3D de la structure des
polymeres de Dynamine a été mise en évidence par microscopie électronique (Zhang and
Hinshaw, 2001). Grace a son oligomérisation, la dynamine peut tubuler des bicouches
lipidiques (Figure 28A). La fonction essentielle de la dynamine est d’utiliser 'énergie de
I'hydrolyse du GTP pour couper les tubules membranaires. En effet, lors de ’hydrolyse du
GTP, les réarrangements conformationnels de la protéine induiraient une constriction des

membranes jusqu’a induire la fission (Ramachandran and Schmid, 2018).
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Figure 28 : Structures des polyméres et mécanisme de fission de la Dynamine (Zhang and Hinshaw,
2001 ; Ramachandran and Schmid, 2018)

A.Image de microscopie électronique montrant un polymeére hélicoidal de Dynamine purifiée qui a entrainé
la formation d’un tubule a partir d’'un liposome.

B. Lors de I'hydrolyse du GTP, le mouvement du domaine BSE (magenta) vers l'intérieur fait glisser les deux
échelons hélicoidaux dans des directions opposées (fleches) ce qui crée un cisaillement et la constriction de
la membrane.
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2. Les protéines du complexe ESCRT-III

La machinerie ESCRT est une machinerie cellulaire conservée a travers
’évolution impliquée dans de nombreux processus de remodelage de la membrane dont
nous avons parlé dans le premier chapitre. Le cceur de la machinerie ESCRT est constitué
des complexes ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II et ESCRT-III, la protéine accessoire Alix et
I’ATPase Vps4 (Tableau2).

Levure Mammiféres Fonctions biologiques
ESCRT-0 Vps27 HRS (HGS) MVB
Hsel STAM1, STAM2 MVB
ESCRT-I Vps23 TSG101
Vps28 VPS28 MVB, Bourgeonnement
Vps37 VPS37A,B,C, D viral, cytokinese
Mvb12 MVB12A MVBB
ESCRT-II Vps22 EAP30, SNF8
Vps25 EAP20 MVB
Vps36 EAP45
ESCRT-III Vps20 CHMP6 MVB
Vps32/Snf7 SNF7A/CHMP4A; SNF7B/CHMP4B;
SNF7C/CHMP4C MVB, Bourgeonnement
Vps2/Did4 VPS2A/CHMP2A VPS2B/CHMP2B viral, cytokinése
Vps24 CHMP3
Vps60/Mos10  CHMP5 MVB, cytokinése
Vps46/Did2 DID2A/CHMP1A MVB, Bourgeonnement
DID2B/CHMP1B viral, cytokinése
Aucun CHMP7 MVB, Bourgeonnement viral
Istl IST1 MVB, cytokinése
Complexe Vps4 Vps4 VPS4 A, B/ SKD1 MVB, Bourgeonnement
Vtal LIP5 viral, cytokinése
Protéine accessoire Vps31 Alix/AIP MVB, Bourgeonnement

viral, cytokinése, taille des

neurones, apoptose...

Tableau 2 : Composants de la machinerie ESCRT
(Adapté de Saksena et al., 2007; Hurley and Hanson, 2010)

Les complexes ESCRT-I et ESCRT-II activent et orchestrent le processus de scission
membranaire en recrutant le complexe ESCRT-III vers les sites de scission. Le complexe
ESCRT-III est un complexe dynamique capable de polymériser en un complexe
hétéroligomérique au niveau de la membrane. Chez 1'homme, il existe 12 protéines

constituant le complexe ESCRT-III (Figure 29). Ces protéines sont appelées protéines
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CHMP (Charged Multivesicular Body Protein). Elles ont été initialement découvertes chez
la levure Saccharomyces cerevisiae, lors des études menées sur le transport vésiculaire.
Chezlalevure, les protéines constituant le complexe ESCRT-III se nomment VPS (vacuolar
protein sorting) : Did2 (CHMP1), Vps2 (CHMP2), Vps24 (CHMP3), Snf7 (CHMP4), Vps60
(CHMP5), Vps20 (CHMP6), Chm7(CHMP7) et IST1. Toutes les protéines CHMP possedent
une organisation similaire (Figure 29) (Christ et al.,, 2017 ; Schoneberg et al., 2017). Ces
protéines CHMP sont généralement constituées de 6 hélices a repliées dans une méme
structure tridimensionnelle malgré une structure primaire peu conservée (Muziot et al.,
2006). Elles possedent une extrémité N-terminale basique composée de deux longues
hélices a (alet a2) suivies de deux autres hélices plus courtes (a3 et a4) qui se replient
respectivement sur les deux premieres hélices. La partie C-terminale, impliquée dans
I'autoinhibition ainsi que dans le recrutement d’autres protéines, est généralement
composée de deux hélices o (a5 et a6). A la différence des sous unités des complexes
ESCRT-I et -II, qui sont recrutées sur la membrane sous forme de complexes préformés
provenant du cytosol, les sous-unités du complexe ESCRT-III résident sous forme de
monomeres fermés dans le cytosol en I'absence de signaux d'activation et de recrutement
(Lata et al,, 2008 ; Lin et al., 2005 ; McCullough et al,, 2015 ; McMillan et al., 2016 ;(Tang
etal, 2016).

B4 84 iz

Basic

Autcinhibited (closed form)

Yas C0D s
HARA—— 453

Figure 29 : Le complexe ESCRT-III
Organisation structurale des 12 protéines du complexe ESCRT-III humain (Schoneberg et al., 2017)
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Comme d'autres machines de remodelage de membranes, de nombreux efforts
ont été faits pour comprendre comment le complexe ESCRT-III intervient lors du
processus de fission membranaire. Le principe général de la réaction de fission, médiée
par ce complexe ESCRT-III, repose sur un assemblage transitoire d'une variété de
filaments sur la membrane pour induire une courbure de la membrane, ce qui aiderait a
resserrer un col de membrane au point ou la fission survient. En effet, les protéines du
complexe ESCRT-III oligomérisent ou polymérisent sous une grande variété de formes :
tubes, spirales, anneaux, filaments ou cones (Pires etal.,, 2009 ; Effantin et al., 2013 ; Bodon

etal, 2011 ; Lataetal, 2008 ; Hanson et al., 2008 ; Cashikar et al., 2014) (Figure 30).

CHMP4B AC ESCRT-I CHMP4A CHMP2A AC

( CHMP6 — CHMP2B —

CHMP1B)

CHMPAB e anx CHMP2B CHMP2A AC /
Klfess CHMP2A AC / CHMP3 AC CHMP3 AC

C

CHMP4AC VIH-1 GAG CHMP1B

Figure 30 : Les structures des polymeres du complexe ESCRT-III

Les sous unités du complexe ESCRT peuvent polymériser en un large éventail de structures qui ont toutes
été visualisées en microscopie électronique. A. Spirales B. Tubes C. Assemblage en spirales des ESCRT sur
la membrane plasmique. (Pires et al., 2009 ; Effantin et al., 2013 ; Bodon et al,, 2011 ; Lata et al,, 2008 ;
Hanson et al., 2008 ; Cashikar et al.,2014)

Il a été montré que la surexpression de la protéine CHMP4A du complexe ESCRT-
I1], dans une cellule humaine dépourvue de I'activité de '’ATPase VPS4 induit |'extrusion
de tubules membranaires incurvés négativement a partir de la membrane plasmique. Ces

tubules sont remplis de spirales de filaments fins d’ESCRT-III (Figure 31). En revanche, la
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surexpression de la protéine CHMP1B du complexe ESCRT-III, dans une cellule dépourvue
de l'activité de 'ATPase VPS4 induit l'invagination de tubules membranaires incurvés
positivement a partir de la membrane plasmique (Figure 31). Dans ce cas, les minces
filaments d’ESCRT-III s'enroulent a l'extérieur du tubule. Ces études ont permis de
montrer que les différents filaments ESCRT-III peuvent stabiliser des tubules

membranaires dans des directions opposées.

T T RS, R e
&% Fl#t membrane | % Ihside-out
i tubulation

Flat membrane & Outsidedin ”

tubulation

B Negatively Positively
curved curv
tubule . saddle

Positively Negatively
curved curved
tubule

CHMP1B Cytoplasm

Figure 31 : Modéle de remodelage de la membrane par les ESCRT

Les deux premiers panneaux présentent des photos de microscopie électronique de cellules humaines
surexprimant CHMP4A (Hanson et al. 2008, McCullough et al. 2015). Les filaments cytoplasmiques
contenant CHMP4A peuvent s'assembler sur des membranes plates et peuvent favoriser 1'extrusion des
tubules membranaires. Le troisieme panneau montre une représentation schématique de cette extrusion.
Les trois derniers panneaux montrent des photos de microscopie électronique de cellules humaines
surexprimant la protéine CHMP1B. Les filaments de CHMP1B peuvent stabiliser les membranes plates et
les tubules de la membrane plasmique incurvée positivement et ainsi promouvoir les réactions de fission
membranaire de I'extérieur vers l'intérieur (Cashikar et al. 2014, Hanson et al. 2008, McCullough et al.
2015).

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer comment les filaments
ESCRT-IIl et ’ATPase Vps4 catalysent ensemble le remodelage, la constriction et la fission
des membranes (Chiaruttini and Roux, 2017 ; Fabrikant et al., 2009 ; Chiaruttini et al,,
2015 ; Peel etal,, 2011 ; Saksena et al., 2009 ; Schoneberg et al., 2017 ; Azad et al., 2022).
Un des modeles implique les filaments CHMP2A-CHMP3 (Figure 32)(Maity et al,, 2019).
Dans ce modele, CHMP3 et CHMP2A vont étre recrutés au niveau d’'un col membranaire.
IIs vont s’assembler en un hétéropolymere. Au fur et a mesure de sa progression, la
surface externe du polymere impose a la membrane une réduction de diametre et fournit
'énergie nécessaire a la fermeture du col membranaire. La derniere étape du processus
conduit a la fission membranaire apres intervention de I’ATPase VPS4 qui fournit

’énergie nécessaire a la déstabilisation de la structure par désassemblage du polymere.
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Figure 32 : Modéle de constriction membranaire induite par les filaments ESCRT-1II CHMP2 /CHMP3
(Caillat et al., 2019)

A. Les filaments hélicoidaux CHMP2A-CHMP3 s'assemblent au niveau d’'un col de membranaire B. VPS4
forme une structure hexameérique en présence d'ATP et de Mg2+. Cette structure est capable de s’assembler
au milieu des filaments ESCRT-III. L'assemblage d'un complexe VPS4 pourrait étre suffisant pour conduire
a la constriction de la membrane et au clivage du filament CHMP2A-CHMP3. C. Alternativement, deux
complexes VPS4B adjacents remodélent les filaments CHMP2A-CHMP3 conduisant ainsi a la génération de
deux coiffes terminales en forme de dome et au clivage du filament CHMP2A-CHMP3.

La structure de filaments CHMP2A-CHMP3 recouverts de membrane a été
obtenue par cryo-microscopie électronique a une résolution de 3,6 A (Azad et al., 2022).
Elle révele des filaments hélicoidaux assemblés par les hétérodimeres de protéines
CHMP2A-CHMP3 en conformation ouverte. Les interactions inter-filaments sont
électrostatiques, ce qui facilite le glissement des filaments lors du remodelage du
polymere médié par VPS4. Des données par microscopie a force atomique montrent que
ces mémes polymeres de CHMP2A-CHMP3 et 'ATPase VPS4 peuvent resserrer et couper
les tubes membranaires, agissant ainsi comme un mécanisme minimal de fission
membranaire.

Il semble que les différentes structures observées et les différents modeles
proposés répondent a la variété des processus cellulaires dans lesquels la machinerie

ESCRT-III est impliquée.
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C. Mise en évidence expérimentale de la fusion membranaire

La fusion membranaire est un processus qui consiste en I'assemblage de deux
membranes. Lors de ce processus, les lipides des deux membranes sont mélangés et le

contenu respectif des deux compartiments sont fusionnés (Figure 33).

3 7

O, e, e <

Figure 33 : Diffusion de lipides lors de la fusion membranaire de deux bicouches lipidiques
(Schéma provenant de la Thése de Claire Francois Martin «Mesure expérimentale de I'énergie
d’activation de la fusion de membranes lipidiques»)

Dans un premier temps les membranes se rapprochent localement. Une distorsion locale favorise la
formation d’'une connexion lipidique entre les feuillets des membranes. Cette connexion s’étend pour
former le stade d’hémifusion. Finalement, il y a la formation d'un pore qui conduit a la fusion complete.

Toute molécules, protéines de fusion ou ions déclenchant la fusion des bicouches
lipidiques et catalysant ce passage de barrieres d’énergie est communément appelées
fusogene. Plusieurs études menées sur des systéemes membranaires artificiels in vitro tels
que les liposomes, les larges vésicules unilamellaires (LUV), les vésicules unilamellaire
géantes (GUV), ont mis en évidence qu'il existe des fusions membranaires indépendantes
de protéines, induites en utilisant des compositions lipidiques particulieres (Lira et al,,
2019), des peptides (Mora et al., 2020), des ions multivalents comme le calcium ou le
magnésium ou des stimuli physiques tels que des nanoparticules d'or chauffées
optiquement (Bolognesi et al., 2018) ou des impulsions électriques (Haluska et al., 2006):
De nombreuses technologies ont été mises en ceuvre afin de pouvoir visualiser ce
processus de fusion membranaire et de nombreux efforts sont réalisés pour en

développer de nouvelles. Dans cette partie, je décrirais certaines d’entre elles.
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1. Reconstitution de membranes cellulaires in vitro

Dans l'optique de mettre en évidence ce processus de fusion membranaire, un
des modeles de choix reste la reconstitution de membranes cellulaires : liposomes, GUV
(Giant Unilamellar Vesicule), LUV, associé a des essais de transfert d’énergie par
fluorescence (FRET). Le FRET est un processus de transfert entre deux molécules
fluorescentes appelées donneur et accepteur. Lorsque le donneur est excité et qu'il est
suffisamment proche de l'accepteur, alors I’énergie du donneur est absorbée par
'accepteur. Par contre, si le donneur est assez éloigné de I'accepteur, le donneur sera
capable d’émettre de la fluorescence. Pour que ce transfert d’énergie puisse avoir lieu, les
molécules fluorescentes doivent remplir deux conditions. Dans un premier temps, le
spectre d’émission du donneur doit recouvrir le spectre d’excitation de l'accepteur.
Deuxiemement, comme il a été spécifié auparavant, les deux molécules fluorescentes

doivent étre suffisamment proches I'une de I'autre (Figure 34).

A Excitation 540nm o
Excitation 540nm
FRET

\,\ No emission \ Emission 570nm

Fluorescence

Figure 34 : Mise en évidence de la fusion membranaire grace au FRET

A. Principe du FRET: Le FRET est un processus de transfert d’énergie entre deux fluorophores: I'un donneur
nommé Dil (rose), I'autre accepteur nommé DiD (bleu).

Panneau de gauche: Si le donneur (rose) est excité et qu’il est suffisamment proche de I'accepteur (bleu), le
donneur cede une partie de son énergie a 'accepteur. Il n'y a pas d’émission de fluorescence a la longueur
d’onde d’émission du donneur. Panneau de droite : Si le donneur (rose) est excité et qu'il est suffisamment
loin de 'accepteur (bleu), le donneur sera capable d’émettre de la fluorescence.

B. Le test de fusion membranaire consiste a observer la fusion d'une membrane contenant des lipides
fluorescents de deux types (donneur et accepteur) avec une membrane non fluorescente. Si les deux
membranes fusionnent, les fluorophores présents sur la premiére membrane vont diffuser sur la deuxieme
membrane, ce qui va provoquer la dilution des sondes fluorescentes. Lorsque I'on excite le donneur et que
I'on suit son intensité de fluorescence, celle-ci augmentera puisque le donneur transférera moins d’énergie
au profit de 'accepteur (diminution du FRET par dilution).
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Afin de mesurer la fusion des virus avec les cellules cibles, une méthode similaire
est utilisée : la méthode de « dequenching ». Le colorant lipophile octadecylrhodamine
R18 est incorporé dans les membranes virales. A forte concentration, le colorant n’émet
pas de fluorescence, on parle de « self quenching ». La fusion entrainant une dilution de
ce colorant, a pour effet, une augmentation de la fluorescence : « dequenching » (Figure

35).

Cellule cible |

¢

Adhésion

o RIS i ‘:;
H— o —
‘ ~ Fusion

Virus R18 / Virus

Figure 35 : Redistribution du fluorophore R18 pendant la fusion virale (Schéma adapté de
Blumenthal et al., 2002)

Le colorant lipophile R18 est incorporé dans les virions. Lors de la fusion, le R18 est redistribué et dilué
dans la membrane des cellules cible, le «self quenching » est levé: on parle de « dequenching », la

fluorescence augmente.

2. Microscopie confocale a fluorescence

Les vésicules unilamellaires géantes (GUV) sont des modeles couramment
utilisés en biologie pour imiter la membrane plasmique. Elles constituent d'excellents
candidats pour l'étude de processus biologiques complexes comme la fusion
membranaire lorsqu’elles sont associées a de la microscopie confocale a fluorescence

(Figure 36).
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Figure 36 : Exemple de fusion des GUV induite par des billes de SiO2 (Arribas Perez and Beales,
2021)

Les images de microscopie confocale montrent les étapes du processus de fusion. Les GUV sont marquées
avec Rh-DOPE (canal rouge) ou avec le colorant DiO (canal vert). Les diagrammes montrent l'intensité de
fluorescence de chaque fluorophore mesuré au niveau des carrés bleus. Les dessins sont des
représentations schématiques du mélange des lipides et des transformations topologiques qui se
produisent a ce moment précis.
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3. Les sondes colloidales et microscopie a force atomique

Les sondes colloidales sont des spheres lisse de 10 microns de diameétre collées
sur un micro levier (Figure 37). Montée sur le microscope a force atomique (AFM), la
sonde colloidale permet d'étudier les forces d'interactions entre surfaces dans une
géométrie sphere-plan bien définie. Les sondes colloidales recouvertes de membranes
offrent un avantage supplémentaire par rapport aux membranes fixées a des supports
solides, une géométrie tridimensionnelle plus complexe. Cette combinaison en fait un
systeme modele puissant qui permet la visualisation de processus biologiques

dynamiques et une dépendance minimale aux marqueurs fluorescents.
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Figure 37 : Illustration de la microscopie a sonde colloidale (Witt et al., 2021)
A. La sonde colloidale est recouverte d'une bicouche lipidique et est mise en contact avec une membrane
plane, toutes deux portant des protéines de fusion. B. Tracé typique de 1'expérience de fusion. C. Les

différents événements de fusion : (2) formation du complexe SNARE, (3) hémifusion, (4) fusion complete et
(5) détachement de la surface.

4, Camera CCD

Les différentes sortes de microscopies, la microscopie électronique, la
microscopie a balayage, la diffraction des rayons X produisent, elles aussi, des images
détaillées des produits de fusion. Cependant, elles ne peuvent produire que des images de
structures immobilisées sur la surface d'un substrat. La vidéo-microscopie optique est
une nouvelle technique prometteuse qui permet d’'imager la dynamique de la fusion des

bicouches lipidiques et de capter des évenements de 'ordre de 50 microsecondes (Figure

38).

A

Loy iy

Figure 38 : Images de fusion membranaire

A. en cryo microscopie électronique (Zeev-Ben-Mordehai et al., 2014)
B. en vidéo microscopie optique (Haluska et al., 2006)
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5. Testbiochimique

Les tout premiers évenements de fusion intercellulaire ont été mis en évidence
par des tests biochimiques. Rothman et ses collaborateurs ont étudié le transport de la
glycoprotéine membranaire G, exprimée en abondance pendant I'infection par le virus de
la stomatite vésiculaire (VSV). La modification différentielle des chaines
d’oligosaccharides de la protéine G pendant le transit intragolgien fournissait I'outil
biochimique indispensable pour suivre le transport de la protéine a travers les différents
compartiments du Golgi. Le test était plus particulierement basé sur la derniere
modification effective dans le compartiment de Golgi médian a savoir I'acquisition de la
résistance au clivage par I’endoglycosidase H apres I'addition du sucre terminal N-acetyl-
glucosamine. Il consistait simplement a incuber deux homogénats ensemble I'un produit
a partir de cellules mutantes 15B infectées par le VSV (donneur), et I'autre produit a partir
de cellules sauvages non infectées (accepteur). La protéine Endo H sensible (provenant
des membranes 15B donneuses) pouvait alors étre traitée par 'enzyme NAGT-I (N-
Acétyl-Glucosamine Transférase I) présente dans les membranes cellulaires de type
sauvage et devenir par la suite Endo-H résistante. Ce test de complémentation mettait en

évidence la fusion membranaire intracellulaire.
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IV. Objectifs de I’étude

Comme nous venons de le voir, la protéine accessoire Alix, est présente dans de
nombreux processus cellulaires impliquant un remodelage de la membrane. Notre
laboratoire et d’autres équipes ont montré qu’elle était capable de dimériser via son
domaine V central, fonction nécessaire, entre autres, pour le bourgeonnement du VIH-1
(Pires et al., 2009). Bien que des structures monomériques de ses domaines V et Bro-1
aient été résolues, a ce jour, aucune information structurale a haute résolution n’est
disponible pour sa forme dimérique. Malgré le fait que de nombreux partenaires de liaison
d'Alix soient connus, le processus physiologique qui induit sa dimérisation et son role
exact dans la régulation des complexes ESCRT, sont encore mal compris. Sachant que ces
monomeres ne peuvent induire la formation de dimere en solution, nous proposons
I'hypothese que la dimérisation de la protéine Alix impliquerait des changements
conformationnels significatifs de la protéine. De nombreuses études conduisent a une
idée, maintenant largement répandue, selon laquelle la protéine Alix existe sous deux
formes, une forme monomérique fermée inactive et une forme dimérique ouverte active.
Il reste donc a définir comment la protéine Alix est activée (dimérisation) pour
coordonner le complexe ESCRT-III a différents emplacements cellulaires. L'activation de
la protéine Alix serait régulée par plusieurs phénomenes distincts, comprenant entre
autres, les modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, qui libére
'auto-inhibition (Sun et al., 2016), I'ubiquitination (Dores et al.,, 2015) et par l'interaction
avec des adaptateurs membranaires comme CEP55 (Carlton and Martin-Serrano, 2007)

et Alg-2 (Suzuki et al., 2008).

Dans l'optique de comprendre ce processus de dimérisation, ce projet de these

s’articule donc autour de trois grands points.

- La résolution de la structure cristalline du dimére du domaine V de la protéine Alix.

Ricardo Pires avait initialisé ce travail, rendu difficile par I'importante flexibilité de la
molécule et la difficulté d’obtenir un dimere pur. J'ai donc concentré mes efforts sur
I'amélioration du protocole de purification et sur I'obtention d’'un dimere plus homogene.

J'ai ensuite poursuivi ce travail en utilisant des nanocorps afin de bloquer la flexibilité de
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la molécule qui restait un frein a la cristallisation et a la résolution de la structure

cristallographique.

- La formation du complexe Alix entiere /Alg-2 et la résolution de sa structure en microscopie

électronique.

Au début de mon travail de these, seules la structure de la protéine Alg-2 et la structure
de la protéine Alix monomérique dépourvue de son domaine PRD étaient connues. Ce
deuxieme point a deux objectifs, a savoir la possibilité de résoudre la structure de la
protéine Alix entiere et de déterminer si l'interaction avec son partenaire Alg-2 est
nécessaire et suffisante pour la dimérisation de la protéine Alix. Pour cela, j'ai mis au point
la purification, l'isolation du complexe, réalisé de la microscopie électronique par

coloration négative et de la cryo-microscopie électronique.

- Etude de l'interaction de la protéine Alix avec un modéle membranaire (liposomes).

De nombreux travaux ont mis en évidence que la protéine Alix est capable d’interagir avec
les membranes via son domaine Bro-1. Mes travaux ont cherché a savoir si I'interaction
avec les lipides est nécessaire et suffisante pour la dimérisation de la protéine Alix et

mesurer les conséquences de cette interaction sur les bicouches lipidiques.

71



72



Matériels et Méthodes

73



74



1¢re partie : Clonage et expression des protéines

I. Clonage, expression et purification des différentes constructions d'Alix
1. Mutagenese dirigée

Le plasmide Alix V 358-714 pGEX6P, clone numéro 4 de Ricardo Pires est utilisé
comme ADN parental pour la mutagenese dirigée selon la méthode Quick Change
(Stratagene). La mutagenese s’effectue par PCR avec le programme suivant: 95°C pour
3min, (95°C pour 30s, 55°C pour 9min, 65°C pour 5min) 30 fois. Les produits de réactions
sont ensuite digérés ’enzyme Dpnl 1hr a 37°C (Thermo Fisher Scientific). Ceci permettant
de digérer tous les sites méthylés et ainsi sélectionner spécifiquement I'’ADN
nouvellement synthétisé. Apres transformation, les cellules TOP10 d’E.coli sont étalées
sur milieu sélectif. Les plasmides ont été extraits par minipréparation d’ADN plasmidique

et les séquences sont vérifiées par Eurofins genomic.

Liste des primers:

Clones primer forward primer reverse
QC1AS481A | CAAAGGACTCCAGCCAATGACCT | GTACAGGTCATTGGCTGGAGTCCTTTG
GTAC
QC1ES481E | CAAAGGACTCCAGAAAATGACCT | GTACAGGTCATTTTCTGGAGTCCTTTG
GTAC
Qcs AAGGAAAGAGAGGCCCTTGAGA | GTCAAAATTCACGGCCTTCAGGTCATTCTCAAG
S568A-S577A | ATGACCTGAAGGCCGTGAATTTT | GGCCTCTCTTTCCTT
GAC
QC10 ATACTTACCAAGTCTGCCTCTGT | CAGCTGGTCGACGGCCTGGATGCCTCCCTGTTC

T422A-T432A | AGTTGAACAGGGAGGCATCCAG | AACTACAGAGGCAGACTTGGTAAGTAT
GCCGTCGACCAGCTG

2. Expression et purification de la protéine Alix APRD

L’ADN codant pour la forme tronquée en C-terminal de la protéine Alix APRD -
mus musculus (UniProtKB/Swiss-prot Q9WU78) (clone de Remy Sadoul) a été recloné
dans le vecteur pETM11 contenant une étiquette Histidine. Des cellules compétentes
Escherichia coli BL21(DE3) sont transformées avec le plasmide pETM11/Alix APRD et
incubées une nuit a 37°C sur une plaque de LB agar (Miller) contenant 100ug/ml de

kanamycine. L’expression de la protéine de fusion HIS-Alix APRD est induite avec 0.1mM
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isopropyl-B-D-galactopyranoside (IPTG) lorsque la DO 600=0.6 pendant 4h a 37°C. Les
cellules sont centrifugées 15 min a 6500rpm dans le rotor JLA8.1000 (Beckman). Le culot
est resuspendu dans 25ml de tampon A (50mM Tris-HCl pH7.5; 100mM NaCl ; 2ZmM
Bmercaptoethanol). Les cellules sont lysées par sonication. Le lysat est centrifugé 20min
a20.000rpm dans le rotor JA25.50 (Beckman) et le surnageant est chargé sur une colonne
de nickel préalablement équilibrée dans le tampon A. L’élution de la protéine est obtenue
avec le tampon A supplémenté de 250mM d’imidazole, elle est suivie en utilisant une
solution de bradford (Bio rad). La protéine est ensuite chargée sur une colonne de
filtration sur gel Superdex S200 Increase (GE HEalthcare) préquilibrée dans le tampon

HBS (20mM Hepes pH 7.5 ; 150mM NaCl).

3. Expression et purification des différents mutants de la forme

dimérique du domaine V d’Alix

Des cellules compétentes Escherichia coli Rosetta sont transformées avec le
plasmide pETM11/Alix-V et incubées une nuit a 37°C sur une plaque de LB agar (Miller)
contenant 100ug/ml de kanamycine et de chloramphénicol. L’expression de la protéine
de fusion His-Alix-V est induite avec 0.1mM isopropyl-B-D-galactopyranoside (IPTG)
lorsque la DO 600=0.8 pendant 3h a 37°C. Les cellules sont centrifugées 15 min a 6500rpm
dans le rotor JLA8.1000 (Beckmann). Chaque culot est resuspendu dans 25ml de tampon
A (50mM Tris-HCI pH7.5 ; 100mM NaCl ; 2ZmM Bmercaptoethanol). Les cellules sont lysées
par sonication. Le lysat est centrifugé 20min a 20.000rpm dans le rotor JA25.50
(Beckmann) et le surnageant est chargé sur une colonne de nickel préalablement
équilibrée dans le tampon A. Un lavage est réalisé avec du tampon A supplémenté de
10mM imidazole. Enfin, La protéine est éluée avec le tampon A supplémenté de 250mM
d’imidazole, I’élution est suivie en utilisant une solution de Bradford (Bio rad). Le tag
histidine est clivé avec la protéase TEV (1/100, ON , 4°C) (EMBL). Afin d’enlever le tag
histidine, la protéine clivée préalablement dialysée dans 4 litres de tampon A est chargée
sur une deuxieme colonne de nickel pré-équilibrée dans le tampon A. Le non retenu
contenant la protéine non taguée Alix-V est mis en dialyse dans 4 litres de tampon B
(25mM Bis Tris pH6.3). Afin de s’affranchir d’une certaine quantité de monomere de la
protéine Alix-V, une colonne MonoP (GEHealthcare) est réalisée. La colonne monoP est

équilibrée avec le tampon B. La protéine est chargée sur la colonne et est éluée a pH=4
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avec le tampon C (100ml de Pharmalyte (4-6.5: 2ml /3 -10: 500ul) pHer a pH4 avec de
'acide chlorhydrique glacial) (GEHealthcare). Afin d’éviter la précipitation de la protéine,
le pH est réajusté en diluant la protéine dans un tampon E (50mM Tris HCI pH8.8 /100mM
NaCl) jusqu'a obtenir un pH de 6-7. Un gel natif 10% acrylamide est réalisé afin de choisir
les fractions contenant la forme dimérique de la protéine Alix. Chacune des fractions
contenant le dimere de Alix sont concentrées dans un concentrateur Amicon Ultra -4 10K
MWCO (Millipore) puis chargées séquentiellement sur une colonne de filtration sur gel
Superdex S200 Increase (GE HEalthcare) pré-équilibrée dans le tampon D (50mM Tris-
HCl pH7.5). Un second gel natif 10% acrylamide est réalisé afin de choisir les fractions

contenant la seule forme dimérique de la protéine Alix.

4. Expression en cellules de mammiferes et purification de la protéine

Alix entiere

Les cellules Hek 293FS sont cultivées dans du milieu freestyle 293 (Gibco, 12338)
et maintenues a 37°C sous une atmosphere a 10% CO2 sous agitation 150 rpm. Le jour de
la transfection, une culture de 300ml de suspension cellulaire a 1.10¢ cellules/ml est
fraichement préparée. 300ug d’ADN plasmidique pCi Flag-mAlix wt sontdilués dans 15ml
d’Opti-MEM (Gibco, 31985) puis 900ul d’une solution a 1mg/ml de PEI linéaire 25K
(Polysciences, 23966) sont ajoutés goutte a goutte. Ce mélange est incubé 20min a
température ambiante puis déposé dans la culture de cellule. Apres 72h d’expression, les
cellules sont culottées a 264g pendant 10 min, lavées avec du PBS1X et lysées dans 75ml
de tampon de lyse: 20mM tris pH7.4, 150mM NaCl, 1mM MgCl2, 1% triton X-100,
complete EDTA freee (Roche). Aprés 15 min d’incubation sur glace. Le lysat est alors
centrifugé 10 min a 16000g dans le rotor JA25.50 (Beckmann) et le surnageant est chargé
sur une colonne Anti Flag préalablement équilibrée dans le tampon A (50mM Tris-HCl
pH7.5; 100mM NaCl; 2mM Pmercaptoethanol). Enfin, La protéine est éluée avec le
tampon 100mM Glycine pH 3.5. Afin de neutraliser la protéine directement a la sortie de
la colonne, Iélution est réalisée dans des tubes préalablement remplis avec du tampon E
(50mM Tris HCI pH8.8 /100mM NaCl). La derniere étape de purification est une colonne
de filtration sur gel Superdex S200 Increase (GE HEalthcare) préequilibrée dans du
tampon HBS (25mM HEPES pH7.5 / 150mM NacCl).
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II. Clonage, expression et purification de la protéine Alg-2

1. Clonage d’Alg-23ges23

Brievement, deux sites de restriction BamH1 et Not1 sont insérés aux extrémités
de la séquence Alg-2 a cloner par la technique PCR. Les oligonucléotides utilisés sont les
suivants
5’-GGATCCATGGCTGACCAGAGCTTCCTGTGGAACGT-3’
3’-GTCTTCAGCATTGTATAGGCGGCCGCTAAACTAT-5’

La séquence amplifiée est purifiée, puis digérée avec les enzymes de restriction
BamH1 et Not1. Le plasmide pETM41 est linéarisé par digestion avec les mémes enzymes
et purifié par extraction sur gel. Plasmide et insert sont ligués par la takara DNA ligase. La
construction est transformée dans des cellules Escherichia coli TOP10 et les colonies
positives sont testées par séquencage (eurofins genomics), apres digestion-controle

préalable pour vérification de la présence de l'insert.

2. Expression de la protéine Alg-2 3 ges23

Des cellules compétentes Escherichia coli BL21 gold sont transformées avec le
plasmide pETM41/Alg-23.4es23 €t incubées une nuit a 37°C sur une plaque de LB agar
(Miller) contenant 100pg/ml de kanamycine L’expression de la protéine de fusion MBP-
Alg-23.4es23 est induite avec 0.1mM isopropyl-B-D-galactopyranoside (IPTG) lorsque la DO
600=0.8 pendant 3h a 37°C. Les cellules sont centrifugées 15 min a 6500rpm dans le rotor
JLA8.1000 (Beckman). Chaque culot est resuspendu dans 25ml de tampon A (50mM Tris-
HCl pH7.5; 100mM NaCl; 2mM mercaptoethanol). Les cellules sont lysées par
sonication. Le lysat est centrifugé 20min a 20.000rpm dans le rotor JA25.50 (Beckman) et
le surnageant est chargé sur une colonne d’amylose préalablement équilibrée dans le
tampon A. Puis, La protéine est éluée avec le tampon A supplémenté de 10mM maltose,
I’élution est suivie en utilisant une solution de Bradford (Bio rad). Enfin la protéine est
chargée sur une colonne de filtration sur gel Superdex 200 increase (GE HEalthcare)

préequilibrée dans le tampon HBS (20mM Hepes pH 7.5 ; 150mM NaCl).
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III. Production, expression et purification des nanocorps
1. Production des nanocorps

Un dossier a été déposé a INSTRUCT pour obtenir des anticorps a domaine
unique. Les anticorps a domaine unique, connus sous le nom de nanocorps, sont des
anticorps composés d'un seul domaine d'anticorps variable. Comme un anticorps entier,
ils sont capables de reconnaitre un antigene spécifique. Les nanocorps ont un poids
moléculaire de 'ordre de la dizaine de kilodaltons (entre 12 et 15 kDa). IIs sont beaucoup
plus petits que les anticorps traditionnels (150 kDa) ou que les fragments Fab (~50 kDa)
(Figure 39). Les premiers nanocorps ont été identifiés chez les camélidés, ils sont appelés

VHH.
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Figure 39 : Anticorps produits par les camélidés

Le centre Nanocorps4Instruct a produit et caractérisé des anticorps a domaine
unique (Nanocorps) dirigés contre le domaine V dimérique de la protéine Alix (Alix-V).
Ces Nanocorps ont été utilisés comme des chaperons pour aider la cristallisation de la
protéine Alix pour laquelle ses états conformationnels transitoires étaient un frein a la
détermination de sa structure. La production d’anticorps a domaine unique comprend les
étapes suivantes. Tout d'abord, des lamas sont immunisés avec le domaine V dimérique
de la protéine Alix. Aprés I'immunisation, un échantillon de sang est prélevé, le répertoire
d’anticorps a domaine unique mirs in vivo est amplifié par RT-PCR et cloné dans des
bibliotheques de phages. Les anticorps a domaine unique spécifiques ciblés sont ensuite
sélectionnés sur les antigénes souhaités (le domaine V dimérique de la protéine Alix).

Enfin, les anticorps a domaine unique sont sélectionnés et caractérisés (Figure 40).
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Figure 40 : Processus de production d’anticorps a domaine unique

L'ensemble du processus de découverte peut étre divisé en plusieurs parties :
- la vaccination : 7 semaines (6 vaccinations)

- I'élaboration et la signature d'un accord de transfert de matériel

- création de bibliotheques : 2 a 3 semaines

- la découverte : 1 a 2 semaines

- le dépistage : 1 a 2 semaines

- analyse des séquences : 1 semaine

- la confirmation des données : 1 semaine

2. Expression et purification des nanocorps

Les nanocorps ont été clonés derriere un présignal (PelB signal) qui les dirigent
vers l'espace périplasmique. Ils portent une étiquette histidine C-terminale (His6 et
EPEA). Des cellules compétentes WK6 (Su-) sont transformées avec les plasmides codants

pour les nanocorps et incubées une nuit a 37°C sur une plaque de LB agar (Miller)
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contenant 2% de glucose et 100pg/ml d’ampicilline. La préculture des nanocorps se fait
dans du LB agar (Miller) supplémenté de 2% glucose et 1mM MgCly, incubées une nuit a
37°C. L’expression des nanocorps est réalisée dans du terrific broth supplémenté de 0.1%
glucose et de 2ZmM MgCl; et induite avec 0.1mM isopropyl-f-D-galactopyranoside (IPTG)
lorsque la DO 00=1 sur la nuit a 28°C. Les cellules sont centrifugées 15 min a 6000rpm
dans le rotor JLA8.1000 (Beckman). Le culot est resuspendu dans 15ml de tampon TES
par litre de culture. Le culot est homogénéisé sous agitation pendant au moins 1h a 4 °C.
Un choc osmotique est réalisé en ajoutant 30ml de tampon TES/4 par litre de culture. Le
culot est homogénéisé une seconde fois sous agitation pendant au moins 1h a 4 °C. Le lysat
est centrifugé 30min a 8.000rpm dans le rotor JA25.50 (Beckman) et le surnageant
(fraction périplasmique) est chargé sur une colonne de nickel préalablement équilibrée
dans le tampon phosphate pH7. Un lavage est réalisé avec du tampon phosphate pHé.
Enfin, La protéine est éluée avec le tampon phosphate pH7 supplémenté de 250mM
d’imidazole, I'élution est suivie en utilisant une solution de bradford (Bio rad). Enfin les
nanocorps sont chargés sur une colonne de filtration sur gel Superdex 200 increase (GE

HEalthcare) préequilibrée dans le tampon HBS (20mM Hepes pH 7.5 ; 150mM NacCl).

3. Complexe Alix-V QC8 dimérique / nanocorps

Le dimere du domaine V du mutant QC8 d’Alix et les nanocorps sont purifiés
séparément. Le complexe est formé en présence d'un exces de nanocorps afin de saturer
tous les sites d’interaction avec la protéine Alix. Puis le complexe est passé sur une
colonne de filtration sur gel Superdex 200 increase (GE HEalthcare) préequilibrée dans le

tampon 50mM Tris HCl pH7.5 afin d’enlever I’exces de nanocorps.
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2eme partie. Méthodes de caractérisation des protéines

I. Spectrométrie de masse

1. Principe

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse physique permettant
l'ionisation des molécules d'un échantillon puis la séparation et la détection des ions ainsi
produits, en fonction de leur rapport masse sur charge noté m/z (m étant la masse et z la
charge). La source d’ionisation a pour but de produire des ions en phase gazeuse a partir
de I'échantillon étudié. Deux sources d’ionisation sont principalement utilisées pour
identifier et/ou quantifier des peptides ou des protéines dans un milieu biologique : le
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) permettant d’effectuer des analyses
simples et rapides d’'un échantillon simplement déposé sur une cible métallique et I'ESI
(Electrospray lonization) généralement couplé a la chromatographie liquide.

L’ionisation par la technique MALDI se déroule en deux étapes (Figure 41 A).
Dans un premier temps I’échantillon a analyser est mélangé a une matrice. Cette solution
est déposée sur une surface métallique, appelée cible MALDI. Dans un second temps, la
cible est introduite dans la source du spectrometre de masse maintenue sous vide et
’échantillon est irradié par de breves impulsions laser. Ce rayonnement va étre absorbé
par la matrice et cette irradiation va provoquer, d’'une part, I'ionisation de la matrice, et

d’autre part, sa sublimation.
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Figure 41 : Schéma du principe d’ionisation par MALDI ou ESI
A. MALDI B. ESI

82



L’électro-nébulisation (« electrospray ») (Figure 41 B) consiste a pulvériser une
solution, a ioniser les especes qui y sont présentes et a en assurer I’évaporation, ceci en
appliquant un champ électrique sur un liquide traversant un capillaire (nébuliseur). Le
champ électrique créé entre ce capillaire et une contre électrode dans un flux d’azote
chaud permet la création de gouttelettes chargées. Ces gouttelettes soumises a une
atmosphere chaude vont éclater par «explosion coulombienne ». Pour des petites
molécules organiques, I'ion formé est ionisé une seule fois. Pour un peptide ou une
protéine, le nombre de charges positives par ion dépend du nombre d’acides aminés

basiques contenus dans la molécule.

2. Controle qualité par spectroscopie de masse dénaturante ESI

Afin de contrdler que les protéines purifiées : Alix-V QC8, Alix APRD, Alix FL, Alg-
23-des23 €t les deux nanocorps notés NB79 et NB76, possedent bien le poids moléculaire
attendus, les échantillons protéiques purifiés sont soumis a une caractérisation par
spectroscopie de masse par ionisation electrospray (ESI: Electrospray Ionisation)
réalisée par la plateforme de spectroscopie de masse delIBS. Un volume de 10pl
d’échantillon a 10uM dans le tampon 50mM tris HCl pH7.5 est donné a la plateforme pour

analyse par spectrométrie de masse par electrospray ou par MALDI.

3. Spectrométrie de masse en conditions natives

Pour déterminer la steechiométrie du complexe Alix QC8 dimérique/nanocorps
NB79, un volume de 10pul de complexe a 10uM dans le tampon 250mM ammonium acétate

pH7 est soumis a une analyse de spectroscopie de masse en conditions non dénaturantes.

II. BLI: bio layer interferometry

1. Principe

Le BLI est une technique optique qui mesure les variations d’épaisseur optique a
la surface d’un biocapteur grace aux interférences créées lors de la réflexion d’un faisceau
lumineux a la surface du biocapteur et a la surface de la couche biomoléculaires (Figure

42).
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Figure 42 : Principe du BLI
Le BLI utilise l'interférence produite par deux réflexions lumineuses d'une source unique pour mesurer
I'association/dissociation d'une molécule cible sur la surface du capteur.

2. Caractérisation de I'affinité des oligomeres des différentes

constructions d’Alix pour les nanocorps

Les différents oligomeres des différentes constructions de la protéine Alix sont
biotinylées suivant le protocole du kit de «biotinylation des protéines pour
immobilisation sur des biosensor streptavidine » de ForteBIO. Les protéines sont ensuite
passées sur une colonne de dessalage ZebaSpin Desalting de Thermoscientific afin
d’enlever toute la biotine non fixée. Une analyse pilote est réalisée pour chacune des
constructions afin de déterminer la concentration a utiliser des deux partenaires étudiés.
Des concentrations de protéine biotinylée de 1 pg /ml, 10 ug /ml et 50 pg /ml sont testés.

Pour 'analyte, c’est-a-dire les nanocorps, une concentration de 100nM est testée.

A B

Biosensar streptavidine Ligne de base Antiggne Lligne de base Association Dissociation

(sA)
e Biosensor streptavidine B\Dser\snrstrepbawdlne
. = »
= Liaison de Liaison g
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Alix biotinylée Nanobady
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Figure 43 : Caractérisation de I'affinité de la protéine Alix avec les nanocorps par BLI

A. Représentation schématique du fonctionnement du BLI (bio-layer interferometry) utilisant des
biocapteurs streptavidine (SA) pour caractériser les constantes d’affinités des différentes constructions de
la protéine Alix avec les Nanocorps.

B. Etapes expérimentales d'un sensorgramme de BLI. : I) Ligne de base initiale : tampon A (II) Liaison de la
biomolécule (Alix biotinylée) sur le biosensor streptavidine. (III) Ligne de base: tampon A (IV)
Liaison/association de l'analyte (Nanocorps) sur le biosensor. (V) Dissociation de l'interaction dans le
tampon A
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Une fois I'analyse pilote réalisée, une cinétique est effectuée (Figure 43 B). Les
sensors streptavidine sont coatés avec la protéine Alix biotinylée a 25 pg/ ul. La dilution
de la protéine pour obtenir cette concentration finale est réalisée dans le tampon A:
50mM Tris HCI pH7.5 complémenté de 0.02% Tween-20. Une gamme de nanocorps est
utilisée : OnM, 3.13nM, 6.25nM, 12.5nM, 25nM, 50nM, 100nM, 200nM. La gamme est
réalisée de la méme maniere que pour le ligand, dans le tampon A. L’étude cinétique
comprend 4 grandes parties : laligne de base, ’étape d’association, ’étape de dissociation
et la régénération des biocapteurs afin de faire des triplicats (Ligne de base:120s;
chargement du ligand : 600s ; association : 300s ; dissociation : 600s ; régénération dans
10mM glycine pH3 :30s.) (Figure 43B). Les données obtenues sont ensuite analysées avec
le logiciel Forte Bio. Les constantes d’affinités, d’association et de dissociation peuvent

ainsi étre déterminées.

III. Ultracentrifugation analytique

Afin de vérifier I'état oligomérique de la protéine Alg-2 une ultracentrifugation
analytique a été réalisée sur trois concentrations 0.3 mg/ml, 0.9 mg/ml et 2.4 mg/ml. Les
expériences de vitesse de sédimentation ont été effectuées a 42000 rpm, a 4°C, sur une
ultracentrifugeuse analytique XLI avec le rotor Anti-50 (Beckman Coulter, Brea, USA), et
des cellules a doubles canaux de 12 et 3 mm de trajet optique équipée de fenétres de
Saphir (Nanolytics, Potsdam, DE). La référence utilisée est le tampon 20 mM HEPES, 150
mM NaCl, 1 mM CaCl,. L’acquisition a été faite en absorbance a 280 et en interférence.
Les données ont été traitées par le logiciel REDATE v 1.0.1.

Les analyses ont été faites avec les logiciels SEDFIT v 16.36 et GUSSI 1.4.2.
Les parametres ont été :
- Pour le tampon : calculés avec le logiciel SEDNTERP v 1.1

- Pourles molécules : calculés avec le logiciel SEDFIT v 16.36

IV. Cristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X est une technique de référence pour la détermination de
structures tridimensionnelles de protéines a I’échelle atomique.

Cette technique comprend trois phases :
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1) Lacristallisation de la protéine
2) L’enregistrement et le traitement des données de diffraction des rayons X
3) Larésolution de la structure a partir des données de diffraction, qui nécessite a la

fois une étape de phasage et un processus d’affinement de la structure.

1. Principe

La cristallisation consiste a faire passer la protéine d'un état libre en solution a
un état solide et ordonné ; I'état cristallin. Pour cela, une solution protéique pure est
placée dans des conditions particuliéres (sels, concentration de protéine, pH, agents
précipitants) permettant de diminuer lentement sa solubilité afin de favoriser les
interactions spécifiques intermoléculaires et ainsi organiser la protéine sous forme

cristalline (Figure 44).
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Figure 44 : Principe de la cristallisation

A. La macromolécule quitte la solution pour former une phase solide ordonnée, le cristal. Le motif
moléculaire répété par translation le long du réseau cristallin est appelé maille cristalline

B. Diagramme du processus de cristallogenese. (Claude Sauter et Richard Giegé 2001)

Au niveau de la courbe de solubilité (en rouge), le cristal et la solution sont en équilibre thermodynamique.
Au-dela de cette courbe, la solution est dite sursaturée. Plus la macromolécule s’enfonce dans cette zone,
plus la sursaturation est élevée. Elle constitue la force motrice de la nucléation en fournissant a la
macromolécule I'énergie nécessaire a la production d’'un noyau stable (en B), a partir duquel un cristal va
croitre jusqu’au retour a I'équilibre.

Le but de la cristallisation va donc étre de trouver un compromis entre la
concentration en protéine et la concentration en agent précipitant afin d’amener la
protéine dans la zone de nucléation, sans pour autant faire précipiter la protéine.

La recherche des conditions de cristallisation s’effectue sous forme de criblage a haut
débit en raison de nombreux parametres qui influencent la cristallisation :
- la pureté de la protéine

- la concentration en protéine
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- la nature des agents précipitants et leur concentration

- le pH : il détermine a la fois la stabilité de la protéine mais aussi I'état de charge de la
protéine.

- la présence ou non de ligands : ils peuvent induire un changement conformationnel
pouvant rigidifier des parties flexibles de la protéine et donc, aider a la cristallisation.

- la présence ou non d’additifs : leur nature peut étre tres variée (ions, alcools, détergents,
peptides, sucres, métaux, etc...). [Is peuvent favoriser la cristallisation de la protéine.

- la température : Elle affecte la stabilité et la solubilité de la protéine. Elle a une influence

majeure sur la cinétique de cristallisation.
2. Techniques de cristallisation

Plusieurs techniques permettent de diminuer progressivement la solubilité de la
protéine afin de I'amener a un état cristallin. La plus utilisée est la diffusion de vapeur,
mais cela peut également se faire par dialyse, ou par batch. Dans ce travail, c’est la
cristallogenese par diffusion de vapeur qui a été utilisée. La diffusion de vapeur repose
sur I’équilibration entre une goutte de solution de la protéine d’intérét mélangée a une
solution de précipitation, et d'un réservoir contenant de la solution de précipitation. Des
lors, une diffusion de vapeur entre la goutte et le réservoir se produit. Dans des conditions
favorables, la protéine va atteindre la zone de nucléation. Celle-ci peut étre mise en place

selon deux techniques : la goutte suspendue ou la goutte assise (Figure 45).
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+—4—— Solution de cristallisation (du puits) L4

(a) Schéma de la méthode de la goutte suspendue et de la goutte assise

Figure 45 : Principe de cristallisation par diffusion de phase vapeur en goutte suspendue ou en
goutte assise.

Lors de la méthode dite «en goutte suspendue», un volume de solution protéique est déposé sur une fine
lamelle auquel est ajouté un volume de solution mere. Pour ce qui est de la méthode en « goutte assise », le
mélange est déposé dans un cavalier.
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3. Criblage de conditions de cristallisation

Les premiers tests de cristallisation sont réalisés avec 6 plaques commerciales de
la plateforme de cristallisation a haut débitde 'EMBL ; JCSG-plus (Molecular Dimensions),
Wizard (Emerald BioSystems), SaltRX (Hamptonresearch), PEG/Ion Screen (Hampton
research), Classic. Ces premiers tests permettent un criblage de 96 conditions différentes
et de connaitre ainsi le comportement de la protéine dans différentes conditions de pH,
de force ionique et I'agent précipitant a utiliser de préférence.

Les boites sont placées a 20 °C et I'’évolution des gouttes est suivie a 'aide du robot de

cristallisation.

4. Congélation et enregistrement des données de diffraction

Les cristaux de protéines contiennent un pourcentage important de solvant
(entre 30 2 70%). Il est donc primordial de protéger le cristal contre la formation de glace,
qui pourrait endommager le cristal, et donc affecter son pouvoir de diffraction. D’autre
part, lors de I'enregistrement des données de diffraction au synchrotron, les cristaux sont
soumis a des rayons X tres intenses. Ces rayonnements induisent la formation de radicaux
libres ou des phénomenes d’ionisation qui entrainent la dégradation de la protéine et du
cristal. Afin de protéger les cristaux de la formation de glace et éviter les dommages dus
aux radiations, ils sont préalablement trempés dans une solution de cryoprotection ;
solution de réservoir supplémentée avec 25% d’éthylene glycol. Les cristaux sont ensuite

congelés dans de 'azote liquide.

5. Traitement des données

Les ondes diffusées par le cristal sont décrites par une amplitude et une phase
qui seront utilisées afin de calculer une carte de densité électronique. Dans un premier
temps, 'amplitude est déduite de l'intensité des taches de diffraction alors que la phase
de I'onde est perdue au cours de I'expérience de diffraction. Celle-ci sera obtenue soit par
phasage expérimental soit par remplacement moléculaire.

Tous les traitements des données ont été réalisé par Pauline Macheboeuf et
Carlos Contreras-Martel. Dans un premier temps, les clichés de diffractions sont indexés
par le programme XDS (Kabsch, 2010) afin d’analyser la répartition des taches de
diffraction sur le cliché et de déterminer les parameétres de maille du cristal. Ensuite, les

intensités des taches de diffraction sont intégrées puis mises a 1’échelle et enfin
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moyennées afin de comparer des réflexions équivalentes par symétrie. Le programme
STARANISO (Tickle et al., 2018) est utilisé pour la détermination de la résolution
maximale de diffraction.

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu résoudre le probleme de la phase par la
méthode du phasage par diffusion anomale. En effet, la position des diffuseurs anomaux
dans le cristal peut étre déterminée grace a I’excitation du cristal a une longueur d’onde
proche du seuil d’absorption du diffuseur anomal.

Dans le but d’obtenir des phases, de nombreuses stratégies ont été testées :
'obtention de cristaux avec une protéine marquée a la selenomethionine, le trempage et
la cocristallisation de la protéine avec des métaux lourds tels que, le mercure (HgCl2), le
nitrate d’argent, le chlorure de rubidium, le potassium dicyanoaurate, 'ammonium
hexabromoplatinate, le potassium hexachloro osmate, le strontium chloride ou des
lanthanides (X04, HDPO3A, DO3A, DPA). Tous les cristaux ont montré un faible pouvoir
de diffraction. Le trempage dans un cluster de bromure de tantale (Jena bioscience), en
termes de signal anomal, a été un peu plus satisfaisant mais est restés insuffisant pour
résoudre la structure de la protéine.

Nous avons également utilisé la technique du remplacement moléculaire qui
nécessite une structure d'une protéine homologue ayant une identité de séquence
d’environ 30%. Nous avons utilisé le programme Phaser (McCoy, 2007) et le modele de la
protéine monomérique (PDB 20]JQ). La structure a ensuite été complétée par des cycles
de reconstruction par le programme COOT (Emsley & Cowtan, 2004) et d’affinement par
le programme Refmac (Mrshodov, 2011) de la suite CCP4 afin d’obtenir la structure finale.
La validation de la structure a été effectuée avec les programmes MOLPROBITY (Davis et

al., 2007) et PROCHECK (Laskowskiet al., 1993).

V. Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)
A. Principe et acquisition des données

Le SAXS permet de déterminer la masse moléculaire, les dimensions et la forme
globale d’une protéine en solution. Cette technique d’étude structurale est parfaitement
adaptée aI’étude d’objets qui présentent une certaine flexibilité en solution, qui rend leur
cristallisation tres difficile. Le SAXS constitue de cette facon une approche
complémentaire a la cristallographie, mais aussi a la RMN puisqu'’il n'y a pas de limitation

de taille pour I'objet étudié. Les données enregistrées sont en revanche a faible résolution.
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Il est difficile d’estimer une résolution en SAXS, puisque cette méthode permet de
déterminer l’enveloppe globale de la protéine, mais il est admis que les données
enregistrées présentent une résolution limite supérieure a la dizaine d’Angstréom. Le
SAXS, tout comme la cristallographie, est basé sur l'interaction des rayons X avec les
électrons de la protéine. Le faisceau de rayons X est diffusé au contact de la protéine, et
les rayons diffusés aux petits angles vont étre analysés sur un détecteur. Les données
diffusées a angle nul sont en revanche non mesurables dii a la présence d’'un beam stop
pour protéger le détecteur du faisceau direct.

Toutes les mesures sur les mutants de la protéine Alix ont été réalisés sur la ligne
de lumiere SWING du synchrotron SOLEIL avec I'aide d’Aurélien Thureau et de Thibaut
Crépin. Cette ligne de lumiére permet de réaliser des mesures de SEC-SAXS. Elle est
couplée a une chromatographie d’exclusion stérique en HPLC. Ce systeme a un tres gros
avantage car il permet une derniére purification de 1’échantillon avant la mesure, et
permet ainsi d’éviter une contamination délétere par des agrégats éventuels, ou de faire
des mesures sur des complexes protéiques en séparant le complexe des protéines
dissociées (Figure 46).

A Relié a un systéme HPLC
Détecteur

—

k, rayon Xincident: A= 1.033 A

Capillaire de mesure

B

o
=

diffusé

Détecteur

Figure 46 : Description du principe du SAXS.

A. Sur la ligne SWING de SOLEIL, le capillaire de mesure est couplé a une colonne de type SEC couplée a un
systeme HPLC, ce qui permet de séparer les agrégats de la protéine d’intérét. Le faisceau X incident k0
interagit avec I’échantillon protéique. L’échantillon va alors diffuser les rayons X dans toutes les directions.
Le détecteur est placé a une distance variant de 1 a 4 m de I’échantillon pour enregistrer le rayonnement
diffusé aux petits angles (0,1° a y°). B. vecteur de diffusion q: q= 411 sinB/A.; A la longueur d’onde et 20
I'angle de diffusion ; q a les dimensions de I'inverse d’une distance, et est exprimé généralement en A-1 ou
nm-1
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Les données expérimentales consistent en une courbe d’'intensité (I) en fonction
du vecteur de diffusion q. Cette diffusion est enregistrée aux petits angles (0,1-10°) sous
forme d'un cliché de diffusion. Aprés mesure du signal, les intensités obtenues pour le
tampon sont soustraites a celles enregistrées pour la solution protéique afin d’obtenir des
informations concernant la protéine uniquement. Les données sont ensuite traitées grace
a différents logiciels décrits par la suite. Il est alors possible de calculer le rayon de
giration Rg, la fonction de distribution des distances P(r) et le diamétre maximum Dmax

de la molécule.

B. Traitement et analyse des données
1.Loi et représentation de Guinier

La loi de Guinier permet d’approximer l'intensité I(q) par la relation :

InI(q)=In 1(0) - (Rg* q°/3)
L’application de cette loi, nous permet de déterminer le rayon de giration Rg de la protéine
a partir de la pente de la droite ainsi que d’extrapoler I'intensité diffusée a angle nul 1(0).
Cette représentation, appelée représentation de Guinier, nous permet d’autre part de
déterminer la qualité des mesures et de 1'échantillon, la linéarité étant un gage de la

qualité des données (Figure 47).

Log | (relative)
Log | (relative)
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Figure 47 : Représentation de Guinier des données SAXS (adapté de Putnam, et al.,2007)

2. Fonction de distribution de distance

Cette fonction est calculée grace a la transformée de Fourier inverse de la courbe
de diffusion. Le calcul de la fonction de distribution de distance se fait via le programme

GNOM de la suite ATSAS (Svergun, 1992). Cette fonction permet de définir la distance
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maximale entre deux électrons au sein de la protéine étudiée appelée Dmax. L’allure de la
fonction de distribution de distance renseigne également sur la forme de 'objet en

solution (Figure 48).

P(r) [au]

Figure 48 : Fonction de distribution de distance (Nyman, & Fullmer, 2015)

Plusieurs fonctions de distribution de distance sont représentées ici. Chaque courbe correspond a une des
formes représentées sur la droite. La Dmax pour la courbe en orange représentant un cylindre est indiqué
a titre d’exemple.

3. Interprétation des données SAXS et modélisation structurale

Plusieurs programmes, majoritairement présents dans la suite ATSAS, sont
ensuite utilisés pour interpréter les données SAXS. Ces programmes cherchent
généralement a corréler les courbes de diffusion calculées pour les modeles qu’ils
proposent, a la courbe de diffusion expérimentale. Pour cela, un facteur de corrélation est

calculé : le chi.

4. Calcul d’enveloppe ab-initio

Le SAXS permet de déterminer I’enveloppe de la protéine a basse résolution grace
notamment a un programme appelé DAMMIN (Svergun, 1999). Ce programme crée un
modele a partir de pseudo-atomes de rayon variable. En effet, a partir d’'une forme
compacte de pseudo-atomes, d'un diametre correspondant a la Dmax de la protéine, le
programme va procéder a des cycles. A chaque cycle, DAMMIN va supprimer des pseudo-
atomes et/ou les réarranger dans l'espace, en gardant comme contrainte la valeur de la
Dmax (Figure 49). Une courbe de diffusion théorique est alors calculée a partir du modele
afin de la faire correspondre au mieux a la courbe de diffusion expérimentale. Pour chaque

modele, dix calculs de formes sont effectués. Les enveloppes sont ensuite superposées par
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les logiciels DAMSUP et SUPCOMB. Puis le logiciel DAMAVER permet de moyenner les
enveloppes obtenues. Enfin, elles sont filtrées par le logiciel DAMFILT. Ainsi, seules les

portions redondantes entre plusieurs enveloppes sont conservées.

Figure 49 : Modéles générés par le logiciel DAMMIN

5. Comparaison de structures aux données SAXS

Un des points intéressant du SAXS est de pouvoir comparer les structures a haute
résolution résolues par cristallographie aux données en solution. En effet, il arrive parfois
que les structures cristallographiques de certaines protéines ne reflétent pas leur état
physiologique en solution. Pour cela le programme CRYSOL (Svergun, et al.,, 1995) calcule
une courbe de diffusion théorique pour la structure a haute résolution et la superpose
ensuite a la courbe de diffusion expérimentale. Si un désaccord apparait, des programmes
de dynamique moléculaire peuvent étre utilisés pour générer de la diversité dans les
modeles, permettant ainsi d’améliorer l'accord entre les données calculées et

expérimentales.

VI. Microscopie électronique

La microscopie électronique a été utilisé pour plusieurs projets. Le premier, afin
de déterminer la structure du complexe Alix APRD /NB96, le deuxieme afin de déterminer
la structure du complexe Alix FL/ Alg-23.¢es23 €t le dernier afin d’'imager les liposomes en
présence ou non de la protéine Alix. Les différents échantillons sont analysés en

coloration négative au SST 2% pour |'étude des complexes ou I'acétate d’'uranyle pour les
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liposomes par Guidenn Sulbaran. De la cryo-microscopie électronique a été réalisée sur
un échantillon de complexe Alix FL/ Alg-23.4es23 par Gregory Effantin. En bref, 3.5 pL
d'échantillon ont été appliqués sur des grilles Quantifoil en cuivre (Q 1.2/1.3) puis
congelés dans 1'éthane liquide avec un Vitrobot Mark IV (ThermoFischer Scientific). Les
grilles ont été observées avec un cryo microscope électronique de type Glacios
(ThermoFischer Scientific) a 200 kV. Les images ont été acquises avec une caméra de type

K2 Summit (Gatan/Ametek) a un grandissement de 36,000 avec le logiciel SerialEM

3eme partie : Interaction avec la membrane

I. Reconstitution en Liposomes

1. Préparation des liposomes

Les liposomes ont été préparés en utilisant des lipides synthétiques fournis par
Avanti Polar Lipids (DOPE:DOPS:DOPC :PI; 2:3:4 :1 ) a une concentration de 1mg/ml. Le
chloroforme dans lequel sont solubilisés les lipides est évaporé sous un léger flux d’azote
gazeux. Puis les lipides sont placé dans un dessicateur sous vide pendant une nuit afin
d’éliminer les dernieres traces résiduelles de chloroforme. Le film lipidique ainsi formé
est alors repris dans 1 ml de tampon HBS (50mM Hepes pH 7.5, 150mM NacCl). Afin
d’obtenir une suspension lipidique homogene, les lipides sont extrudés 20 fois au travers
d’'une membrane de polycarbonate (Whatman® NucleporeTM Track- Etched Membranes,
Sigma-Aldrich) ayant des pores de 0,1 um. La polydispersité et la qualité de la suspension
extrudée ont été analysées respectivement par Nanosight et par microscopie électronique

a coloration négative.
2. Tests de flottaison des liposomes avec la protéine Alix APRD

50ul de liposomes a 1mg/ml sont incubés avec 10ul d’Alix APRD a 45 uM pendant
2hr a température ambiante dans 50ul de tampon HBS a pH4.5. Apres incubation,
'incorporation de la protéine Alix APRD dans les liposomes est vérifiée sur gradient de
saccharose. Le gradient de saccharose, constitué de 4 couches contenant de bas en haut
40, 20, 10 et 0 % de saccharose, est généré dans un tube Ultra-Clear (Beckman Coulter).

La premiere couche au fond du tube contenant une concentration finale de 40%
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saccharose a été formée a partir d’'un volume équivalent de protéoliposomes et de 80 %
de saccharose / HBS pH4.5. Les gradients sont ensuite ultracentrifugés a 50 000rpm
pendant 2hr a 4 °C (ultracentrifugeuse Optima XPN-80 et rotor SW 55 Ti - Beckman
Coulter). Chaque couche de gradient est ensuite analysée sur gel d’acrylamide 12% SDS-

PAGE. Les bandes sont détectées avec un marquage au bleu de Coomassie.

3. Testde Fluorescence DiD/Dil

Les liposomes marqués sont formés comme mentionnés auparavant auxquels, on
ajoute 2% (mol/mol) de DiD/Dil. Pour ce test de fluorescence, un mélange de liposomes
pip/pil et de liposomes non marqués est préparé pour atteindre un ratio final de 1:10
particules fluorescentes par rapport aux liposomes non marqués. L'intensité de la
fluorescence du donneur (Dil) est enregistrée. La longueur d'onde d'excitation du Dil est
de 540 nm et sa longueur d'onde d'émission est de 570 nm. Au départ, 'émission de
fluorescence du Dil et transférée et absorbée par le DiD. Le DiD est appelé «dye
quencheur ». Les liposomes marqués sont ensuite incubés avec les liposomes non

marqués et la protéine Alix APRD (45uM).

4. NTA nanosight

L'analyse de la distribution de la taille des liposomes a été réalisée en utilisant
I'analyse de suivi des nanoparticules (Malvern Instruments Ltd., NanoSight NS300) a
25°C. Les distributions de taille des échantillons ont été obtenues dans une suspension
liquide dans du HBS en analysant le mouvement brownien par diffusion de la lumiere. Les
données ont été analysées a l'aide du logiciel NTA 2-1 (NanoSight) 260 et tracées a l'aide

du logiciel OriginPro.
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Résultats
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1ere partie : Etude du dimére du domaine V de la protéine Alix par
cristallographie aux rayons X

Comme, je I'ai dit auparavant, Alix est une protéine cytosolique de 868 acides
aminés. Elle est organisée en 3 domaines distincts : Le domaine Bro-1 N-terminal, le
domaine V central et enfin le domaine riche en proline C-terminal. Pour plus de clarté,
dans la suite de ce manuscrit, voici les différentes constructions de la protéine Alix

utilisées au cours de ce travail (Figure 50)

1 360 702 868
Alix FL | BRO 1 ) Vv | PRD |
1 360 702
Alix APRD | BrO1 | \ ]
360 702
Alix V - |

Figure 50 : Représentation schématique des trois constructions de la protéine Alix utilisées dans ce
manuscrit

La construction entiére de la protéine sera notée Alix FL, la construction délétée de sa partie C-terminale
riche en proline sera notée Alix APRD et la construction contenant seulement le domaine central V sera
notée Alix-V.

Notre laboratoire et d’autres équipes ont montré que la protéine Alix est capable
de dimériser via son domaine V central (Pires et al, 2009). Bien que des structures
monomériques cristallographiques des domaines V et Bro-1 aient été résolues (Fisher et
al, 2007), aucune information structurale a haute résolution n’est disponible a ce jour,
pour la forme dimérique de la protéine Alix. En 2008, le travail de Ricardo Pires, étudiant
en these dans notre laboratoire a montré que les différents états oligomériques
(monomeres et dimeres) du domaine V de la protéine Alix sont des entités stables
lorsqu’elles sont exprimées en bactéries. Ces deux entités ne sont pas en équilibre. D’autre
part, il a établi que le phénomene de dimérisation de la protéine est nécessaire au
relargage des particules virales montrant ainsi que la forme dimérique serait la forme
active de la protéine (Pires et al., 2009). Des lors, obtenir une information structurale de
cette forme dimérique apparait incontournable dans la compréhension des détails
moléculaires de l'activité d’Alix. Des cristaux de la forme dimérique du domaine V de la

protéine Alix ont été obtenus par Ricardo Pires. Seulement, ces cristaux ont toujours
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montré un faible pouvoir de diffraction. Dés lors mon premier objectif de these a été
d’optimiser la purification et la cristallisation de la protéine afin d’obtenir des jeux de

diffraction a une meilleure résolution que ceux obtenus antérieurement.

I. Cristallisation initiale du dimeére du domaine V de la protéine Alix

1.Production et purification de la protéine Alix-V dimérique

Pour améliorer la qualité et 'homogénéité de la solution protéique du domaine V
de la protéine Alix, une optimisation du protocole de purification, qui comporte deux
étapes de purification supplémentaires, a été réalisée. En effet, apres la purification sur
colonne d’affinité de nickel, une colonne MonoP (GEHealthcare) a été ajoutée. La colonne
monoP permet une élution des protéines en fonction de leur point isoélectrique, cette
colonne a permis de s’affranchir d’'une certaine quantité de monomere (~80%) de la
protéine Alix-V (Figure 51 A - fractions 17 a 20). Les fractions 21 a 24 contiennent le
dimere de la protéine (Figure 51 A). Elles sont concentrées et déposées sur filtration sur
gel. D’autre part, des colonnes de filtration sur gel Superdex S200 Increase (GE
HEalthcare) permettant une meilleure résolution ont été commercialisées. Nous avons
donc utilisé ce type de colonne pour la derniére étape de purification du dimere (Figure
51 B.). Le profil de chromatographie sur gel présente deux pics, un a 11ml et un a 13ml
correspondant respectivement au dimere et au monomere de la protéine Alix-V (Figure
51 B). Les fractions sont déposées sur gel natif et les fractions 10 a 12 correspondants au
dimere sont rassemblées et concentrées jusqu’a 18mg/ml pour initier les tests de

cristallisation.
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Figure 51 : Optimisation du protocole de purification du domaine V central de la protéine Alix

A. Profil de la colonne MonoP. Le gel natif 10% montre qu'une grande quantité de monomere a pu étre
séparé (~80% - fractions 17 a 20) du dimere (fractions 20 a 24)

B. Profil de la filtration sur gel S200 Increase. Le volume d’élution du dimére est de 11ml (1¢ pic : fractions
10 a 13), tandis que le volume d’élution du monomere est de 13ml (2¢me pic : fractions 14 a 16).

Les premiers tests de cristallisation ont été réalisés sur la plateforme HTX
(EMBL) avec une protéine concentrée a 18mg/ml sur les 6 plaques commerciales qui
offrent I'avantage d’explorer une grande variété d’agents précipitants (sels, polymeres,
solvants organiques), de pH, et d’additifs. Les premiers cristaux du dimere d’Alix-V ont
été obtenus dans la condition : 0.05M potassium dihydrogen phosphate, 15% PEG8000
en présence de I'additif 7% 1-butanol (Figure 52 A). Les cristaux ont montré une faible

diffraction a 134 sur la ligne de lumiére ID 30 de I'ESRF.

A B

Figure 52 : Cristaux du dimére du domaine V central de la protéine Alix : Alix-V
A. Cristaux obtenus avec une protéine a 18mg/ml dans 0.05M potassium dihydrogen phosphate, 15%
PEG8000 en présence de I'additif 7% 1-butanol.

B. Cristaux obtenus avec une protéine a 9mg/ml supplémentée de broyats cristallins dans 0.1M Na-HEPES
pH7.5, 10% isopropanol, 20% PEG 4000.
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Afin d’améliorer leurs pouvoir de diffraction, la technique d’ensemencement a été

utilisée. Celle-ci consiste a prélever les cristaux obtenus, de les broyer a 'aide du kit Seed

bead |M (Hampton Research) et de prendre les broyats pour ensemencer des gouttes en
sous-saturation, on parle de microseeding. Tous les screens commerciaux ont été retesté
en présence de ces broyats. Des cristaux ont été obtenus dans la nouvelle condition 0.1M
Na-HEPES pH7.5, 10% isopropanol, 20% PEG 4000 (Figure 52 B). Ces cristaux ont montré
une meilleure diffraction anisotrope a 3.3A - 4A le 17 juillet 2013 sur la ligne de lumiére
ID30 de I'ESRF. Une tentative de remplacement moléculaire grace a la structure
monomérique résolue par Lee en 2007 (PDB 20]JQ) a été initiée par Pauline Macheboeuf
sur ces données. Malheureusement, cette tentative a échoué. Il nous fallait donc obtenir
des phases afin de résoudre la structure par la méthode de MAD (multiple wavelength
anomal diffusion). Dans le but d’obtenir des phases, de nombreuses stratégies ont été
testées :
- Obtention de cristaux avec une protéine marquée a la sélénométhionine. Les
cristaux n’ont montré qu’une pauvre diffraction a 10A.
- Trempage ou cocristallisation de la protéine avec des métaux lourds ou des
lanthanides. Les cristaux ont montré un pauvre pouvoir de diffraction.
- Trempage dans un cluster de bromure de tantale (Jena bioscience) : Les résultats,
en termes de signal anomal, ont été un peu plus satisfaisants mais sont restés

insuffisants pour résoudre la structure du dimere.

Des lors, il nous a fallu réfléchir a comment limiter la flexibilité de la molécule a I'origine

de I'anisotropie des cristaux et de leur faible pouvoir de diffraction.
2. Etude de la phosphorylation du dimére du domaine V de la protéine Alix

De nombreux travaux ont mis en évidence qu’un processus de phosphorylation
serait impliqué dans la dynamique de la molécule. Entre autres, Sun et al ont décrit en
2016 que les phosphorylations des serines S71g et S721 du domaine PRD de la protéine
induisent un changement conformationnel de la protéine Alix, nécessaire a sa fonction
lors de la cytokinese et lors du bourgeonnement du virus de I’ anémie infectieuse équine
(Equine Infectious Anemia Virus)(Sun et al., 2016). En 2005, Schmidt et al mettent en

évidence que la protéine Src se lie a la protéine Alix permettant ainsi sa phosphorylation
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(Schmidt et al., 2005). La phosphorylation de la tyrosine Y319 du domaine Bro-1 régule
alors, négativement sa capacité a interagir avec ses partenaires. En effet,
I'hyperphosphorylation d’Alix par Src provoque un changement dans la localisation
cellulaire d’Alix, de la fraction membranaire vers le cytoplasme et réduit son interaction
avec le complexe SET/CIN85 et inhibe 'internalisation le récepteur a I'EGF (Epidermal
Growth Factor) (Chen et al, 2000 ; Schmidt et al, 2004). La phosphorylation des domaines
Bro-1 et PRD d'Alix est donc solidement établie. La phosphorylation du domaine V, méme
si elle a été démontrée grace a une étude de phosphoprotéomique basée sur de la
spectrométrie de masse (Zhou et al, 2013) reste pour le moment tres peu caractérisée. Au
cours de mon travail, j’ai mis en évidence que Alix-V présente plusieurs bandes en gel natif
(Figure 53 A ; panneau de gauche D1, D2, D3). En 2018, je suis donc partie du postulat que
les trois bandes observables en gel natif pourrait étre l'effet d’'une phosphorylation

différentielle. Un western blot sur gel natif révélé par un anticorps dirigé contre les

résidus sérines phosphorylés a donc été réalisé (Figure 53 B).

A Dimére Monomere B Dimére Monomere

Dimeére 3 —=
Dimeére 2 —»
Dimére 1 —

«— Monomére

Figure 53 : Mise en évidence de la phosphorylation du domaine V central de la protéine Alix
A. Le dimere ou le monomeére du domaine V central de la protéine Alix est déposé sur un gel natif 10%
B. Western blot antiphosphoserine (P3430 Sigma Aldrich)

Le western blot anti phosphoserine sur le dimeére et le monomere montre que la
protéine produite en cellule bactérienne est phosphorylée (Figure 53 B). Par la suite, une
étude protéomique en gel 2D des monomere et dimere de Alix-V a été réalisé. De fagon
trés inattendue, une identité totale des profils entre monomere et dimere a été obtenue
(Figure 54 C). Le monomere et le dimere présentent donc le méme nombre de
modifications post-traductionnelles, pas forcément de la méme nature ni au méme

endroit.

103



A B C

Monomeére Dimeére Monomeére + Dimére

‘, _ — SR

| ' |
Figure 54 : Etude protéomique en gel 2D des monoméres et diméres du domaine V central de la
protéine Alix
A. Monomeére B. Dimére C. Superposition des deux gel 2D : monomere + dimere

Afin de mettre en évidence les résidus phosphorylés dans les deux oligomeres,
une étude plus poussée de spectrométrie de masse sur résidus phosphorylés (Plateforme
EDYP -CEA) a été mise en place et a révélé que les deux entités présentent des
phosphorylations, mais sur des acides aminés distincts (Figure 55 Légende de la figure

sur la page suivante). Les quatre especes: monomere, dimere 1(D1), dimere 2(D2), et

dimere 3 (D3) ont été analysées.
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Figure 55 : Spectrométrie de masse sur résidus phosphorylés sur les oligomeres du domaine V de la
protéine Alix

M. Monomeére ; D1. Dimeére 1 ; D2. Dimeére 2 ; D3. Dimeére 3

A. La spectrométrie de masse a identifié une dizaine de résidus phosphorylés dans le domaine V de la
protéine. Certains spécifiques du monomere, en rouge, et d’autres spécifiques du dimere, en vert.

B. Les résidus phosphorylés ont été répertoriés dans un tableau en fonction de leurs spécificités pour le
monomere ou le dimeére

Des mutants de phosphorylation ont été générés en rapport avec les résultats de
spectrométrie de masse obtenus. Tous les résidus phosphorylés dans le monomere ont
été mutés en Alanine afin d’abroger toute phosphorylation. A l'inverse, tous les résidus
phosphorylés dans le dimere ont été mutés en glutamate afin de mimer la
phosphorylation. Le but étant de pouvoir balancer I'équilibre vers une quantité plus

importante de dimere.

3. Etudes biophysiques des mutants par SAXS

Tous les mutants ainsi générés ont été purifiés. Malheureusement, de tous les
mutants testés aucun ne semblait plus apte a dimériser. Par contre, certains mutants
montrent une diminution de la quantité de dimeres.

Afin de déterminer, les enveloppes globales (modéles ab initio) de tous les mutants
générés (structure a basse résolution), nous avons utilisé la technique de diffusion des
rayons X aux petits angles. Toutes les mesures ont été réalisées sur la ligne de lumiére
SWING du synchrotron SOLEIL avec'aide de Aurélien Thureau et de Thibaut Crépin. Cette
ligne de lumiere couplée a une chromatographie d’exclusion stérique en HPLC permet de
réaliser des mesures de SEC-SAXS. Ce systéme a un trés gros avantage car il permet une
derniere purification de I'échantillon avant la mesure, et permet ainsi d’éviter une
contamination délétere par des agrégats éventuels. Ainsi, nous obtenons une courbe de
diffusion représentative de notre protéine en solution. Grice a cette courbe et a
I'approximation de Guinier, nous avons pu calculer la fonction de distribution des
distances P(r), le rayon de giration Rg et le diametre maximum Dmax. Ces données,
indiquées dans la Figure 56 A, ont été utilisées par la suite pour construire un modele ab
initio grace au logiciel DAMMIN.

En 2008, Ricardo Pires avait obtenu des données SAXS pour la forme
monomérique du domaine V (Figure 56 D). Il avait a 'époque montré que la structure du

monomere Alix-VWT en solution différait de la structure cristalline. Alors que la structure
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cristalline présente une forme de V, celle du modele ab initio de DAMMIN présente une
structure en L. En effet, il n’y avait pas de possibilité d’ajuster correctement la structure
cristalline Alix-V de 1'orthologue humain (code PDB 20JQ - Lee et al, 2007) dans le
modele ab initio de la molécule d’Alix en solution. D’autre part lorsque la courbe de
diffusion théorique calculée a partir de la structure cristalline était ajustée a la courbe de
diffusion expérimentale obtenue, un écart élevé (y2 > 5) était obtenu, ce qui suggérait que
la structure cristalline fixe la molécule dans une conformation spécifique différente de la
structure en solution. D’autre part, il avait mis en évidence que le monomere du mutant
de dimérisation mutl montrait une forme trés allongée de 1704, ce qui suggérait la
possibilité qu’Alix pouvait étre en conformation ouverte (données non montrées). La
premiere étape dans cette étude a été de confirmer les résultats obtenus par Ricardo Pires
en 2008, a savoir l'analyse de Alix-V (WT) monomérique. Il montre une structure
relativement allongée avec une Dmax de 150 A en solution et un rayon giratoire de 34+
0.14 A. Le modele ab initio en forme de L obtenu (Figure 56 B) est en parfaite adéquation

avec les résultats de Ricardo Pires (Figure 56 D).
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Figure 56 : Profils de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et modéle ab initio du
monomere du domaine V de la protéine Alix (Alix-V WT)

A. Profils de SAXS obtenus pour le monomeére Alix-V permettant d’obtenir le rayon giratoire Rg, la distance
maximale de la molécule Dmax et d’obtenir un profil de corrélation entre les données expérimentales
(points noirs) et la courbe théorique (ligne rouge) du modele généré par le logiciel DAMMIN présenté en B.
B. Le modele ab initio du monomeére Alix-V révéle une forme en L. C. Schématisation du modele ab initio

D. Ajustement manuel de la structure cristalline de d’Alix V humaine (PDB 20jq ; Lee, Joshi et al. 2007) dans
le modéle ab initio obtenu en 2008 par Ricardo Pires.
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Dans cette partie, je choisirai de ne montrer les résultats que de 3 mutants (QC1 ;
QC8; QC10). Le mutant Alix-V QC1 (S481A) monomérique montre une structure
relativement allongée avec une Dmax de 134 A en solution et un rayon giratoire de 33.5+
0.15 A ce qui est similaire aux résultats obtenus avec le monomeére Alix-V WT ot1 la Dmax
estde 150 A etle rayon giratoire est de 34 + 0.14 A (Figure 57 A). La forme en Y du modéle
ab initio du mutant Alix-V QC1 monomérique obtenu pourrait correspondre soit au
détachement d’'une hélice (Figure 57 C : schéma du haut), soit a différentes positions d’'un

bras de la molécule dii a une forte flexibilité en solution (Figure 57 C : schéma du bas).
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Figure 57 : Profils de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et modéle ab initio du
monomeére du mutant Alix-V QC1

A. Profils de SAXS obtenus pour le monomere du mutant Alix-V QC1 permettant d’obtenir le rayon giratoire
Rg, la distance maximale de la molécule Dmax et d’obtenir un profil de corrélation entre les données
expérimentales (points noirs) et la courbe théorique (ligne rouge) du modeéle généré par le logiciel DAMMIN
présenté en B. Le modele ab initio du monomeére du mutant Alix-V QC1 révele une forme en Y. C.
Schématisation hypothétique du mouvement des bras de la molécule pouvant expliquer le modeéle ab initio
généré par DAMMIN.
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Lorsque 'on regarde la localisation de la mutation (Sig1A : noté en bleu sur la
Figure 58 A), on observe d’une part que cet acide aminé est un résidu conservé a travers
les espéces et d’autre part qu'il est impliqué dans l'interaction avec des acides aminés de
deux autres hélices alpha. ]'ai muté cet acide aminé en glutamate, la propension du mutant
S4g1E a générer du dimere est tres largement réduite. Ce qui nous pousse a penser que

cette région est importante lors du processus de dimérisation.
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Figure 58 : Localisation de la mutation du mutant Alix-V QC1

A. Localisation de la mutation S4s1A (noté par une étoile bleue) et interaction de la serine 481(A. panneau
de droite noté en bleu) dans la structure cristalline monomérique (PDB 20]JQ)

B. Alignement montrant la conservation de ce résidu a travers les espéces.

Le deuxieme mutant Alix-V QC8 (SsesA-Ss77A) monomérique montre un
arrangement similaire aux résultats obtenus avec le monomere de Alix-V WT avec une
Dmax de 160 A et un rayon giratoire de 36+ 0.16 A (Figure 59 A). Un écart élevé (x2 > 8)
est obtenu lorsque la courbe de diffusion théorique calculée a partir de la structure
cristalline monomere du domaine V (PDB 20]Q) est ajustée a la courbe de diffusion
expérimentale obtenue pour le mutant QC8 ce qui suggére que le mutant adopte une
forme différente lorsqu'’il est en solution (Figure 59 A panneau de droite). Le modele ab
initio obtenu par DAMMIN semble tres similaire a celui obtenu avec le mutant Alix-V QC1
(Figure 59 B panneau de gauche). Il semblerait que le mutant Alix-V QC8 en solution,
pourrait adopter des formes distinctes : une forme relativement fermée comme le WT et

une forme ouverte et allongée. Le coefficient de corrélation x obtenu entre les données
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expérimentales et la courbe théorique du modele généré par le logiciel DAMMIN est tres
proche de 1 ce qui confirme la validation du modele généré par DAMMIN (Figure 59 B

panneau de droite), confirmant I'ultra flexibilité de la molécule.
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Figure 59 : Profils de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et modéle ab initio du
monomere du mutant Alix-V QC8

A. Profils de SAXS obtenus pour le monomere du mutant Alix-V QC8 permettant d’obtenir le rayon giratoire
Rg, la distance maximale de la molécule Dmax et d’obtenir un profil de corrélation entre les données
expérimentales (points noirs) et la courbe théorique (ligne rouge) de la structure monomérique du WT
(PDB 20]JQ). B. Panneau de gauche : Le modéle ab initio du monomere du mutant Alix-V QC8 révele une
forme trés similaire a celle du mutant Alix-V QC1. Panneau de droite : Profil de corrélation entre les données
expérimentales (points noirs) et la courbe théorique (ligne rouge) du modéle généré par le logiciel
DAMMIN. Le coefficient de corrélation est trés bon.

Le mutant Alix-V QC10 (T422A-T431A) monomeérique montre une structure un
peu plus allongée complétement linéaire avec une Dmax 163 A en solution et un rayon
giratoire de 36.7+ 0.55 A (Figure 60 A). La corrélation entre les données expérimentales
et le modele ab initio généré par DAMMIN présente un facteur y?>=1.16 ce qui est signe de
bonne corrélation (Figure 60 A panneau de droite). A partir de ce modeéle ab initio
completement ouvert, j’ai souhaité savoir si je pouvais obtenir un modele ouvert avec la

structure cristalline. Pour cela, j'ai utilisé le logiciel CORAL.
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Figure 60 : Profils de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et modéle ab initio du
monomere du mutant Alix-V QC10

A. Profils de SAXS obtenus pour le monomeére du mutant Alix-V QC10 permettant d’obtenir le rayon giratoire
Rg, la distance maximale de la molécule Dmax et d’obtenir un profil de corrélation entre les données
expérimentales (points noirs) et la courbe théorique (ligne rouge) du modeéle généré par le logiciel DAMMIN
présenté en B.

B. Le modéle ab initio du monomere du mutant Alix-V QC10 révele une forme complétement allongée en
conformation ouverte avec une D max de 163 A.

Le logiciel CORAL génere des modeles en bougeant les domaines qu'on lui définit
et recréant des domaines de liaison entre ces domaines tout en les faisant corréler aux
données expérimentales. A partir de la structure cristallographique du monomere du
domaine V (PDB 20]JQ), j'ai créé deux domaines distincts A et B en enlevant les trois
boucles flexibles de la molécule qui lient les deux bras (Figure 61) : le premier domaine
correspondant aux trois hélices du premier bras (a1, a7, a8, a9, a10) et le deuxieme

domaine aux trois hélices du deuxiéme bras (a2, a3, a4, a5, a6 et a11).
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Figure 61 : Structure cristallographique du domaine V de la protéine Alix (Lee etal., 2007)
Les deux domaines A et B crée dans le logiciel CORAL sont schématisés par les carrée discontinus gris

Le modele obtenu par le logiciel CORAL montrant une structure complétement
ouverte et linéaire bien que trés compacte au niveau de la région charniere, a pu étre
superposé au modele ab initio de DAMMIN (Figure 58A). Le profil de corrélation entre les
données DAMMIN obtenues pour le monomeére du mutant Alix-V QC10 et la courbe
théorique du modele généré par le logiciel CORAL montre une trés bonne concordance
avec un facteur de corrélation de y2=1.11 ce qui conforte dans I'idée que ce mutant a une

conformation monomeérique ouverte en solution (Figure 62 B).
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Figure 62 : Modéle ab initio du monomeére du mutant Alix-V QC10

A. Modele proposé par le logiciel CORAL

B. Profil de corrélation entre les données expérimentales (points noirs) obtenus pour le monomere du
mutant Alix-V QC10 et la courbe théorique (ligne rouge) du modeéle généré par le logiciel CORAL (hélices
alpha jaune en A.)
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En paralléle, les dimeres de chacun des mutants ont été analysés.
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Figure 63 : Analyse SAXS des diméres Alix-V WT et des mutants Alix-V QC1, Alix-V QC10 et Alix-V QC8
Panneau de droite : Représentation de Guinier pour A. WT B.QC1 C. QC10 D. QC8.

Panneau central : Fonction de distribution de distance pour A. WT B.QC1 C. QC10 D. QC8.

Panneau de gauche : Intensités de diffusion expérimentales mesurées pour A. WT B.QC1 C. QC10 D. QC8.
La ligne rouge indique la courbe de diffusion théorique calculée pour les modéles SAXS ab initio.

E. Modeles ab initio obtenus pour les différents dimeres Alix-V WT et des mutants Alix-V QC1, Alix-V QC10
et Alix-V QC8

Les quatre diméres adoptent une forme trés allongée avec une Dmax de 185 A, 204
A, 202 A et 192 A respectivement (Figure 63). La représentation de Guinier nous a permis
de déterminer les rayons giratoires des 4 dimeres, 48.7 A 493 A&,505A4, et50A (Figure
63 Panneaux de gauche). Lorsque dans cette représentation, l'intensité diffusée est
linéaire, ceci est la preuve de 'absence d’interactions intermoléculaires et un gage de la
qualité de nos données. Cela confirme que nos échantillons ne comportent pas d’agrégats.
Cette représentation de Guinier nous a aussi permis de déterminer la masse moléculaire
de la protéine en solution qui est en accord avec la masse moléculaires des dimeres, a
savoir 80kDa. Les formes ab initio qui ont été générées par DAMMIN témoignent d’'une
grande flexibilité du dimere (Figure 63 E). Or, les générations de modeéles ab initio par
DAMMIN et DAMMIF ne sont pas adaptées pour décrire des complexes flexibles. Pour
avoir une description plus compleéte, il faut utiliser des logiciels qui permettent de décrire
les données expérimentales par des ensembles de plusieurs conformations de la protéine

(EOM, flexible meccano).
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J'ai donc entrepris d'évaluer si la diffusion observée représente un mélange de
conformations en solution. Pour explorer cette possibilité, j'ai souhaité mettre en place
une analyse par la méthode d'optimisation d'ensemble (EOM) qui permet de déterminer
la distribution des conformations en solution. Pour ce type d’analyse, la premiere étape
est de déterminer les domaines que I’on souhaite voir se réarranger. Dans notre cas, nous
avons une molécule comprenant de I'extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminale, 6
hélices notées A B C D E F (Figure 64). Ces 6 hélices sont regroupées en deux domaines
différents de trois hélices, comme suit 1¢r faisceau d'hélices A-D-E et un 2eme faisceau
d'hélices B-C-F (nonlinéaire). Ce sont ces deux domaines que nous souhaitons réarranger
I'un avec I'autre. Seulement, cette analyse n’a pas pu étre mise en place car le logiciel EOM

ne sait pas gérer les domaines non linéaires.

vd

Figure 64 : Schématisation de la structure de Alix-V
Le premier domaine comprend les hélices ADE et le deuxieme domaine comprend les hélices BCF.

4, Etudes cristallographiques du mutant de phosphorylation Alix-V SsesA-
Ss77A

En parallele des études de SAXS, tous les mutants générés ont été purifiés et
testés sur la plateforme de cristallographie de HTX (EMBL, Grenoble). En juillet 2018, des
cristaux sont obtenus avec le mutant Alix-V Sse8A-Ss77A (noté QC8) dans les conditions
0.1M tri-sodium citrate, 20% isopropanol, 20% PEG 4000 (Figure 65 A). Des données de
diffraction ont été obtenues jusqu’a 2.7 A sur la ligne de lumiére ID30 de 'ESRF (Figure
65 B).
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A 0.1M Trisodium citrate
20% isopropanol
20% PEG 4000

C Spacegroup P212121
Cell parameters 46.129 57.078 356.476
90.0 90.0 90.0

Wavelength [A] 0.96600
Overall InnerShell Outer Shell

Low resolution limit 178.238 178.238 2.669
High resolution limit 2.386 9.360 2.386
Rmerge (all I+ & I-) 0.071 0.029 0.705
Rmeas (all I+ & I-) 0.078 0.032 0.774
Rpim (all I+ & I-) 0.031 0.013 0.312
Total number of observations 91370 4275 4537
Total number unique 14995 749 750
Mean(l)/sd(l) 11.5 40.3 1.8
Completeness (spherical) 38.6 99.3 6.9
Completeness (ellipsoidal) 87.5 99.3 66.0
Multiplicity 6.1 5.7 6.0
CC(1/2) 0.999 0.999 0.864

Figure 65 : Données Cristallographiques du dimére du mutant Alix-V SsesA-Ss77A (QC8)
A. cristal obtenu avec 9mg/ml et broyats cristallins dans 0.1M tri sodium citrate, 20% isopropanol, 20%
PEG 4000 B. Cliche de diffraction C. Données cristallographiques

En aout 2018, ces mémes cristaux ont été trempés dans un cluster de bromure de
tantale (Jena bioscience). Des données de diffraction incompletes ont été obtenues jusqu’a

3.5 A sur la ligne de lumiére Proxima 2 du synchrotron SOLEIL (Figure 66).
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Cristal soake dans le tantalum bromide

C Space group: P 212121
Cell parameters 46.31 47.79 361.45
90.00 90.00 90.00

Overall InnerShell OuterShell
Low resolution limit 47.38 47.38 3.48
High resolution limit 3.39 15.18 3.39
Rmerge (within I+/I-) 0.097 0.026 2.590
Completeness 99.5 99.1 94.9
Multiplicity 7.7 52 7.6
Anomalous completeness 98.9 726 93.8
Anomalous multiplicity 4.2 4.1 4.0

Figure 66 : Données Cristallographiques du cristal du dimére du mutant Alix-V SsesA-Ss77A (QC8)
trempé dans cluster de bromure de tantale

A. Cristal obtenu avec 9mg/ml et broyats cristallins dans 0.1M tri sodium citrate, 20% isopropanol, 20%
PEG 4000 et trempés dans le cluster de bromure de tantale (Jena bioscience) B. Cliché de Diffraction C.
Données cristallographiques

Les données incompletes (Figure 66), due a une forte anisotropie des cristaux et
a la flexibilité de la molécule dimérique, n’'ont pas permis de résoudre avec certitude la
structure du dimere (Rfree 40%) mais ont permis de donner une premiere hypothese de

dimérisation (Figure 67).
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5.Modéle de dimérisation
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Figure 67 : Modéle de dimérisation du domaine V de la protéine Alix

Le premier panneau montre la structure du monomere du domaine V d’Alix (PDB 20]JQ). L’hélice alpha N-
terminale est notée en orange. L’hélice alpha N-terminale du deuxiéme protomere est notée en vert foncé.
Suite a 'ouverture du domaine V, I'hélice alpha N-terminale se détache des deux autres hélices pour
interagir avec les deux hélices alpha du deuxiéme protomere (noté en vert).

La dimérisation impliquerait des changements conformationnels importants,
conduisant a un échange de domaines au sein des deux protomeres du dimere. La
structure hypothétique montre que dans un premier temps, la conformation du domaine
V fermé doit s'ouvrir. Dans un second temps, le bloc contenant la premiere hélice N-
terminale du bras du V (en orange) se dissocie. Ainsi, I'hélice N-terminale du bras du V du
premier protomere (en orange) restée seule, interagit avec les deux hélices du bras du
second protomere et I'hélice N-terminale du bras du V du second protomere (en vert)
interagit avec les deux hélices du bras du premier protomere, générant ainsi un
assemblage plat tres flexible : SWAPP dimeére (Figure 67). Malgré de nombreux efforts de
Pauline Macheboeuf (CRCN-IBS) et de Pierre Legrand (synchrotron SOLEIL), cette
structure reste un modele puisqu’elle n’a pas atteint le degré de confidence nécessaire
(Rfree=40%). Dés lors, une demande de nanocorps de lama a été envisagée afin de

rigidifier la structure, obtenir sa structure et valider le modéle obtenu.
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II. Etude structurale du dimére du domaine V de la protéine Alix en présence de

nanocorps de lama

1. Production et purification des nanocorps anti Alix-V

Afin d’obtenir des nanocorps dirigés contre le domaine V dimérique de la
protéine Alix, un dossier de recherche a été réalisé et envoyé au centre INSTRUCT de
Belgique. Les centres INSTRUCT sont des centres européens de recherche en biologie
structurale qui mettent a la disposition des chercheurs européens des technologie de
pointe tels que la cryo-microscopie, la résonance magnétique nucléaire, la
cristallographie, la spectrométrie de masse et la production de Nanocorps. Notre
demande a été soumise et acceptée en novembre 2019 (Annexe). Du fait de la période de
restriction COVID, les nanocorps ont été recus en juin 2021. L'objectif de la production de
nanocorps était multiple. Dans un premier temps, ces nanocorps ont été produits dans le
but de stabiliser, rigidifier une conformation dimérique de la protéine afin de fournir une
meilleure qualité cristalline, obtenir de meilleures données cristallographiques et de
valider le modele obtenu en 2018. Dans un deuxiéme temps, ils pourront étre utilisés dans
des études cellulaires fonctionnelles pour localiser la protéine au niveau des différents
processus de remodelage de la membrane cellulaire qui sont controlés par la protéine
Alix.

Deux des nanocorps ont été produits dans des cellules WK6 (Su), purifiés sur une
colonne de nickel (Figure 68 A). Les nanocorps élués présentent une taille d’environ
15kDa sur gel d’acrylamide ce qui est en adéquation avec leur taille respective, a savoir
13.5kDa pour le NB79 et 14.8kDa pour le NB96. Les profils de filtration sur gel des deux
nanocorps NB79 et NB96 montre un seul pic homogéne a un volume d’élution de 19ml et

18.5ml respectivement (Figure 68 B panneau de gauche et du milieu).
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Figure 68 : Production et purification des nanocorps et du complexe Alix-V QC8
dimérique/nanocorps

A. Purification sur colonne de nickel des deux nanocorps CA17596 et CA 17579 respectivement appelés
NB96 et NB79. -1 : avant induction ; +I : apres induction ; NS : Non soluble ; L : Echantillon chargé; FT : Non
retenu ; E : Elution B. Profil de filtration sur gel S200 increase des nanocorps et de la protéine Alix V QC8
dimérique seule et des Nanocorps 79 et 96 seuls. Le volume d’élution de la protéine Alix V est de 13ml. Le
volume d’élution des nanocorps est compris entre 18 et 20ml C. Superposition des profils de filtration sur
gel S200 increase de la protéine Alix V QC8 dimérique seule ou en complexe avec les nanocorps 79 et 96. D.
Gel natif 10% de la protéine Alix V QC8 dimérique, seule ou en complexe avec les nanocorps 79 et 96.

Dans un premier temps, afin de confirmer si les nanocorps interagissent
correctement avec le dimere de la protéine Alix, des filtrations sur gels et un gel natif de
la protéine seule et en complexe avec le nanocorps 79 ou les deux nanocorps ont été
réalisés. L'analyse sur filtration sur gel réalisée révele de nouveaux profils d’élution pour
les complexes avec les nanocorps. En effet, alors que la protéine Alix-V QC8 dimérique
seule élue a un volume de 13ml (Figure 68 B panneau de droite), le complexe avec le
nanocorps 79 ou avec les deux nanocorps élue a des volumes respectifs de 12.5ml et
12.2ml (Figure 68 C). Il y a donc un décalage du volume d’élution indiquant qu’il y a bien

interaction entre la protéine dimérique et les nanocorps. Cette interaction est confirmée
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en gel natif. La protéine Alix-V QC8 dimérique seule est déposée sur un gel natif (Figure
68 D ligne de gauche), la migration présente le profil habituel pour le dimere du domaine
V a savoir, trois bandes. Le complexe avec le nanocorps 79 présente une bande plus haute
et plus homogene (Figure 68 D ligne du milieu) indiquant qu’il y a bien formation d'un
complexe. Le complexe avec les deux nanocorps montre un décalage supplémentaire
indiquant l'interaction des deux nanocorps et la protéine Alix-V (Figure 68 D ligne de

droite).

2. Spectrométrie de masse native du complexe Alix-V QC8 dimérique en

présence de nanocorps

Afin de déterminer la stoechiométrie des deux complexes Alix-V/NB79 et Alix-
V/NB96, trois échantillons ont été analysé par la plateforme de spectrométrie de masse
de I'IBS en spectrométrie de masse en conditions non dénaturantes dans le tampon
250mM Ammonium acétate : la protéine Alix-V QC8 dimérique seule, le complexe Alix-V
QC8/NB79 et le complexe Alix-V QC8/NB96. La spectrométrie de masse native est une
technique par laquelle des assemblages protéiques peuvent étre transférés d'une phase
liquide a la phase gazeuse par ionisation électrospray (ESI-MS) tout en préservant dans
la phase gazeuse les interactions non covalentes entre les sous-unités protéiques. Apres
différentes étapes d’analyse, des cartes d’interactions 2D de complexes protéiques
peuvent étre établies. Elle a été utilisée afin de déterminer la stcechiométrie des
complexes.

La masse moléculaire obtenue pour la protéine Alix-V QC8 seule correspond bien
a la masse du dimere, a savoir 80kDa (Figure 69 A). En ce qui concerne le complexe avec
le nanocorps 79, une masse moléculaire de 106544 Da a été obtenue, ce qui correspond a
la masse molaire du dimere d’Alix en présence de deux nanocorps 79 (Figure 69 B). Pour
le complexe avec le nanocorps 96, le principal signal indique une masse moléculaire de
110158 Da, ce qui correspond a la masse molaire du dimere d’Alix-V avec deux nanocorps
96, mais un second signal de 95281 Da est présent correspondant a la masse molaire du
dimere d’Alix-V avec un seul nanocorps 96 (Figure 69 C). Des lors, le complexe Alix-V

/NB79 étant le plus homogene, il a été choisi pour faire de la cristallisation.
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Figure 69 : Profil de spectrométrie de masse native du complexe Alix-V QC8 dimérique / Nanocorps
79 ou 96

A. Profil obtenus avec Alix-V QC8 dimérique seule B. Profil obtenus avec du complexe Alix-V QC8 / NB79
C. Profils obtenus avec le complexe Alix-V QC8 /NB96

3. Purification du complexe Alix-V QC8 dimérique / nanocorps 79

Le dimere du domaine V du mutant QC8 d’Alix et le nanocorps 79 ont été purifiés
séparément. Le complexe est formé en présence d'un exces de nanocorps afin de saturer
tous les sites d’'interaction avec la protéine Alix. Puis, le complexe est passé sur une
colonne de filtration sur gel Superdex 200 increase pré-équilibrée dans le tampon 50mM
Tris HCl pH7.5 afin d’enlever I’excés de nanocorps. Finalement, le complexe est concentré

et envoyé a la plateforme de cristallisation HTX (Figure 70).
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Purification d’Alix-V QC8 dimérique Purification du Nanocorps 79
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Figure 70 : Production et purification du complexe Alix-V QC8 dimérique / Nanocorps 79
Les fractions de la filtration sur gel S200 increase d’Alix-V QC8 marquées d'une étoile rouge ont été choisies
pour former le complexe avec le nanocorps 79.

4. Criblage des conditions de cristallisation du complexe Alix-V QC8

dimérique / nanocorps 79

Afin d’identifier les conditions permettant d’induire la cristallisation du

complexe, celui-ci a été concentré a 6mg/ml, puis un grand nombre de conditions de

cristallisation ont été criblées a 'aide des plaques commerciales (96 puits) : Classics

giagen, Wizard, JCSG MD, PACT MD, PEG giagen et Salt Grid hampton de la plateforme HTX

(EMBL). Les tous premiers cristaux du complexe ont été obtenus au bout de 15 jours dans

la condition 0.1M HEPES pH7.5 / 8% PEG 8000 / 8% éthylene glycol. Le Laboratoire de

cristallisation a haut débit de 'TEMBL (HTX) propose une technologie de péche et de

congélation des cristaux entierement automatisée : le systeme CrystalDirect (Figure 71).

Ce systéme est basé sur une plaque de cristallisation qui permet de faire croitre les
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cristaux sur des films tres fins qui peuvent ensuite étre excisés avec un faisceau LASER
pour récupérer le cristal. Les cristaux péchés sont fixés a une boucle de cristallisation
appelée « SPINE » et stockés dans 1'azote liquide. Pour la collecte de données synchrotron,

les cristaux sont envoyés sur la ligne de lumiére automatisée MASSIF-1 de I'ESRF.

Crystallisation film

Harvesting by
laser photo-ablation

Laser beam
‘ -~
1}
|}
1

SPINE CD sample
holder

Solution removal
Hole + aspiration

Figure 71 : Le systéme CrystalDirect (HTX-EMBL)

Le robot du systéme CrystalDirect permet de pécher des cristaux, a partir d'une goutte de cristallisation
d’une plaque 96 puits. Dans un premier temps, la solution entourant les cristaux est retirée pour assurer
une vitrification rapide des cristaux sans avoir besoin d'ajouter des cryoprotectants, puis les cristaux sont
péchés et fixés aux boucles de cristallisation SPINE. Les cristaux sont ensuite congelés dans I'azote liquide
et envoyés sur la ligne automatique MASSIF-1 de 'ESRF

Les cristaux péchés automatiquement par le systeme CrystalDirect n’ont montré
qu’une pauvre diffraction a 26 A. Afin d’améliorer les cristaux, un nouvel échantillon du
complexe a été envoyé a la plateforme HTX, dans cette méme condition, afin de tester des
screens d’additifs mais cette fois ci a une concentration plus élevée de 12mg/ml (Figure

72).
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'0.1M HEPES PH7.5 0.1M HEPES PH7.5

0.1M HEPES PH7.5
8% PEG8000

0.01M Sodium acetate pH 4.6
8% Ethylen glycol

0.1M HEPES PH7.5
8% PEG8000

Figure 72 : Cristaux du dimere du domaine V central de la protéine Alix en présence du nanocorps
NB79

Cristaux obtenus avec une protéine a 12mg/ml dans la condition 0.1M HEPES pH7.5 / 8% PEG 8000 / 8%
ethylen glycol en présence de différents additifs.

Tous les cristaux obtenus ont été péchés a la main et congelés dans I'azote liquide
en présence de 25 % éthylene glycol (cryo-protectant) puis envoyé a ligne automatique
ID30.1A MASSIF de 'ESRF. Des données de diffractions ont été enregistrées jusque 2.7 A

dans la condition en présence de 0.01M Sodium acétate pH4.6.

5. Analyse de la structure cristallographique du complexe Alix-V QC8

dimérique / nanocorps 79

La structure a été entierement résolue par Carlos Contreras Martel. Les données
ont été indexées par XDS puis analysées en utilisant le programme staraniso. Les
paramétres de maille ont été déterminé 84 A ,71 A, 131 A, 90°, 109°, 90°, ainsi que le

groupe d’espace ; il s’agit du P2 (Figure 73).
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Collecte de jeu de données

Source X-ray (Beamline)
Détecteur

Longueur d’onde (A)
Gamme de balayage (°)
Oscillation (°)

Groupe d’espace

a(4)

b (A)

c(A)

a(°)

b (°)

g ()

Mosaicité ()

Résolution (A)

No. réflections observée/unique
Résolution haute (A)
Complétude(%)

Rsym

I/a(1)

CC1/2

Wilson plot B-facteur (A2)

Remplacement Moléculaire
Phaser LLG

Rwork/ Rfree [%)

Refinement

Initial Rwork/Rfree [%)

Final Rwork/Rfree [%)

Qualité stéréochimique

RMS deviation, longueur (A)
RMS deviation, angles (2)
Facteur B moyen (A2)

No. d’atomes
Ramachandran plot (%)

Figure 73 : Cliché de diffraction du cristal du complexe Alix-V QC8 dimérique / nanocorps 79
A. Cristal obtenu dans la condition 0.1M HEPES pH7.5 / 8% PEG 8000 / 8% éthyléne glycol /0.01M
sodium acétate pH4.6 B. cliché de diffraction

ESRF(ID30A-1)
Pilatus 2M
0.96546
168

0.05

P21
84.267
70.876
130.619
90
108.814
90

0.162
45.32-2.66
128088/41543
2.82-2.66
98.3(95.5)
8.4(692.0)
5.32(0.19)
99.6 (12.1)
118.416

1006.968
37.28/44.87

37.28/44.87
25.56/31.40

0.003
1.007
144.895
7114
100

Tableau 3 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure du complexe Alix-
V QC8 dimérique / nanocorps 79
Les chiffres entre parenthése correspondent aux données dans la derniere tranche de résolution.



Le premier point que j'aborderai dans l'analyse de cette structure est la
confirmation d’'un swapp dimere. La structure est en accord avec le modeéle obtenu en
2018. Les deux bras comprenant les hélices alpha 7 a 10 se détachent et viennent reformer

le monomere initial avec I'hélice alpha N-terminale du second protomere (Figure 74).
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Figure 74 : Structure Xray du complexe Alix-V QC8 dimérique / nanocorps 79
Le premier protomere de la protéine Alix est identifié en jaune, le second protomere de la protéine Alix est
identifié en vert. Les deux nanocorps NB79 sont matérialisés en bleu.

En effet, lorsque la structure du monomere du domaine V (Lee et all.,, 2007 ; PDB
20Q)]J) est superposée a la structure du monomere reformée dans le dimere, on peut voir
que les deux structures sont tres proches (Figure 75). Cette similarité de structure est
confirmée par la valeur du facteur RMSD qui est de 1.96 A. Ce qui veut dire que sur 192
atomes, les molécules difféerent de 1.96 A. Le facteur RMSD est une valeur d’adéquation

entre deux structures, plus ce facteur est proche de 1 plus les structure sont similaires.

Figure 75 : Comparaisons de structures cristallographiques du monomere et du monomere reformé
dans le dimeére d’Alix

Le monomeére est noté en gris. Le dimere est noté en vert et jaune. La région swappée correspond a la région
encadrée en rouge. Les deux hélices vertes correspondent au second protomeére du dimeére.
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Sil'onregarde de plus préesla structure, on peut voir qu’il y a de 1égers changements
au niveau de la région swappée, c’est a dire entre I'hélice alpha N-terminale (hélice jaune)

et les deux autres hélices du second protomere (hélices vertes) (Figure 76).

e e e e e e e e e ey

Figure 76 : Comparaisons de Structure cristallographiques du monomeére et du monomeére reformé
dans le dimeére d’Alix

Le monomere est noté en gris (PDB 20]Q). Le dimere est noté en vert et jaune.

A.T'hélice alpha N-terminale du dimere montre un changement de position de 12.8 degrés

B. Il y a une structuration en hélices alpha supplémentaire dans le dimére noté en vert (carré rouge)

C.ily a deux kicks présents dans le monomere qui ne sont pas visibles dans le dimere, indiqués par les
fleches rouges

L’hélice alpha N-terminale du dimére montre un changement de position de 12.8
degrés par rapport a la structure du monomere (Figure 76 A). D’autre part, on peut voir
une structuration en hélices alpha supplémentaire dans le dimére sur 'une des hélices
swappées (Figure 76 B. carré rouge). En effet, le monomere présente une région flexible
suivie d’'un kick, le dimere lui, présente une région linéaire structurée en hélice alpha
(Figure 76 C. fleche rouge de gauche). Enfin, la région présente entre les deux hélices
vertes n’est pas convenablement résolue dans la structure dimérique mais l'orientation
de I'hélice alpha est clairement différente dans le monomere (Figure 76 C. fleche rouge de
droite).

Les données de diffraction étant tres anisotropiques, la résolution moyenne
atteint seulement 2.7 A. De plus, la structure est a 90% hélicoidale. Ces deux facteurs n’ont
pas facilité la reconstruction la région charniere. Cependant, la carte de densité

électronique semble étre en adéquation avec le modele proposé (Figure 77).
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Figure 77 : Structure cristallographique de la région charniére du dimere du domaine V d’Alix
La carte de densité (grille grise) a une forte correspondance avec les acides aminés de la région charniére
reconstruits (symbolisés en bleu)

Lorsque I'on observe les boucles flexibles qui constituent la région charniere,
nous pouvons voir que deux boucles changent de position entre la forme monomérique
(Figure 78 A) et la forme dimérique (Figure 78 B) : boucle bleue 1 : AAs3s-546, boucle rouge
2 : AA¢37-645. Ces derniéres correspondent aux boucles auxquelles sont rattachées les deux
hélices alpha « swappées » (Figure 78 B. carrés gris) qui doivent s'ouvrir. La troisiéeme
boucle : boucle noire 3 : AA4os-415 connectée a 1'hélice alpha N-terminale du domaine V
(notée N-ter) ne montre pas beaucoup de changements de position entre la forme

monomérique et la forme dimérique (Figures 78).
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Figure 78 : Comparaisons des structures cristallographiques de la région charniére du monomére
ou du dimére du domaine V d’Alix

A. Structure cristallographique du monomere Alix-V et zoom sur les trois boucles flexibles (PDB 20]Q) B.
Zoom sur les boucles flexibles du dimere du domaine V d’Alix. L’hélice N-terminale est notée N-ter.

Boucle bleue 1 : AAs3s-s546; boucle rouge 2 : AAs37-645 ; boucle noire 3 : AA4os-415

Enfin, lorsque l'on superpose la structure du dimere du domaine V avec la
structure de la forme monomérique des domaines Bro-V obtenue par Fisher en 2007 (PDB
20EV) cela nous permet d’extrapoler la structure de la protéine entiere dimérique, c’est a
dire comprenant son domaine Bro-1 et son domaine PRD C-terminal (Figure 79 A). On
obtient alors une structure tres allongée ou les deux domaines Bro-1 sont disponibles de

part et d’autre du domaine V dimérique (Figure 79 B).
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Figure 79 : Extrapolation de la structure cristallographiques de la protéine entiere dimérique Alix
A. Superposition de la structure cristallographique de la construction Bro-1-V monomérique (PDB20EV)
notée en gris avec la structure du dimére du domaine V ; Le premier protomeére du dimére est identifié en
jaune, le second protomere est identifié en vert. La partie N-terminale du domaine V de la protéine Alix
dimérique est notée en bleu auquel est rattaché le domaine Bro-1 et la partie C-terminale est notée en rouge
auquel se rattache le domaine PRD C-terminal.

B. Extrapolation de la structure de la protéine entiére dimérique Bro-V-PRD. Le domaine PRD est
représenté par une ligne continue noire placée de fagon complétement aléatoire puisqu’aucune structure
n’est disponible a ce jour. Les carrés rouges indiquent les zones de flexibilité de la protéine.

Rappelons que le domaine Bro-1 est d’'une part, le site d’interaction de la protéine
CHMP4 dont la liaison est indispensable au relargage du VIH et d’autre part le site
d’interaction du lipide endosomal LBPA. En 2009, I'interaction de la protéine Alix APRD

avec des polymeres de la protéine CHMP4 a été mise en évidence en microscopie
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électronique par Ricardo Pires (Pires et al., 2009). Dans les structures observées, la
protéine Alix APRD dimérique « ponte » deux filaments de CHMP4 et génére des
structures en échelles avec des échelons d’une largeur de 300A. Nos données SAXS
obtenues sur le dimére du domaine V (QC8) révéle une Dmax d’environ 200A. La distance
du domaine Bro-1 obtenue a partir de la structure cristallographique PDB 20EV est
d’environ 100A. Deés lors, la configuration dimérique présentée (Figure 79 B) est en
adéquation avec les structures en «échelle » obtenues avec la protéine CHMP4 par
Ricardo Pires. Enfin, la localisation des deux domaines Bro-1, de part et d’autre de la
molécule, pourrait permettre a cette structure dimérique de lier, via son interaction avec
le lipide endosomale LBPA, deux membranes distinctes. La structure coiled coil en hélice
alpha du domaine V dimérique n’est pas sans rappeler la structure des complexes trans-
SNARE qui, de par leur agencement hélicoidal, force deux membranes a se rapprocher en

provoquant une force mécanique sur la membrane et permettant la médiation de la fusion

membranaire (Cf. introduction).

6. Validation du modele dimérique obtenu

Afin de valider la structure dimérique obtenue, nous avons décidé de mettre en
place une stratégie basée sur le verrouillage contrdlé de la protéine. Ce verrouillage est
opéré en remplacant des résidus se faisant face dans la structure du dimere par des
cystéines. De cette manieére, il est possible de créer un pont disulfure entre deux hélices
alpha choisies pour verrouiller la structure en absence d’agent réducteur. Ainsi, lorsque
la forme dimérique sera mise sur un gel dénaturant dans des conditions non réductrices,
nous devrions étre capable, si la structure est correcte et que les ponts disulfures se
créent, de voir une bande correspondant au dimere (80kDa).

Deux types de mutants cystéine ont été testés : mutant 1 : N533C-As40C et mutant
2: S381C-Ve15C. Le mutant 1 correspond a des mutations des acide aminés N3sg et Asso
situés dans la région charniere (Figure 80 A panneau du bas). Le mutant 2 correspond a
des mutations des acides aminés Szg1 et V15 localisés sur chacune des deux hélices alpha
swapées (Figure 80 B panneau du bas). Les deux mutants ont été produits et purifiés en
suivant le méme protocole que la protéine Alix WT (Matériels et méthodes lere partie

[.3). Le monomere et le dimere de chacun des mutants est déposé a la fois sur gel
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d’acrylamide dénaturant en présence ou non d’agent réducteur et a la fois sur un gel
d’acrylamide natif (Figure 80).

En conditions réductrices (Figure 80 gels R) sur un gel dénaturant, les
monomeres et les diméres migrent a une taille attendue de 40 kDa (Figure 80 gels R -
ligne M et D). Si la structure est correcte, en 'absence d’agent réducteur (Figure 80 ; gels
NR) sur un gel d’acrylamide dénaturant, les formes dimériques des deux mutants
devraient étre capables de créer des ponts disulfures (verrouillage de la structure), et

ainsi d’apparaitre sous forme d'une bande correspondant au dimere (80 kDa).
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Figure 80 : Validation de la structure dimérique d’Alix : Etude biochimique des mutants Ns3sC-As40C
et S381C-Ve15C

A. Mutant N538C-As40C. Panneau du haut : gel acrylamide 8 %/SDS M : monomeére ; D : dimére; NR:
condition non réductrice ; R : condition en présence d’agent réducteur ; NATIF : gel acrylamide 10% natif
Panneau du bas : localisation des acides aminés mutés dans la structure cristallographique

A. Mutant S381C-V615C. Panneau du haut: gel acrylamide 8 %/SDS M : monomére ; D : dimeére; NR:
condition non réductrice ; R : condition en présence d’agent réducteur ; NATIF : gel acrylamide 10% natif
Panneau du bas : localisation des acides aminés mutés dans la structure cristallographique
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Pour chacun des deux mutants, une bande aux alentours de 120 kDa est observée
dans les puits de dimeére (Figure 80 échantillons marqués d’une étoile rouge). Cette taille
étant plus grande que celle attendue (80 kDa), il a été nécessaire de vérifier que I'espece
produite par le pont disulfure était un dimere et non un multimere. Cependant, il est a
noter qu’il n’est pas rare qu’en conditions non réduites, la migration des échantillons soit
aberrante. D’autre part, le mutant Ns33C-As40C monomérique montre une faible bande a
120kDa en absence d’agent réducteur, ce qui indiquerait qu’il soit contaminé par la
présence de dimere (Figure 80 échantillon M - NR marqués d’une fleche bleue).

Pour confirmer I'état d’oligomérisation des échantillons dimériques, deux techniques ont
été mises en place en paralléle : un gel natif et une spectrométrie de masse en condition
native. Le gel natif a confirmé la présence d’'un dimere pour les deux mutants ayant une
migration semblable au dimeére de la protéine WT (cf 1¢¢ partie .2.Figure 53). Enfin, une
spectroscopie de masse native a été réalisée sur le mutant Ns33C-As40C afin de confirmer
cet état d'oligomérisation. Le spectre de masse native du mutant Ns3gC-As40C
monomérique montre une faible proportion de dimeére (carrée bleu Figure 81 A) ce qui
expliquerait la faible bande obtenue a 120 kDa dans I’échantillon monomérique (Figure
80 A - gel NR -ligne M fleche bleue). Le spectre de masse native confirme que I'espéce
ayant un profil a 120 kDa en conditions non réduites correspond bien a un dimere de

80kDa (carrée bleu Figure 81 B).
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Figure 81 : Profil de spectrométrie de masse native du mutant Alix QC8 Ns38C-As40C monomeérique
ou dimérique

A. Profil du mutant Alix-V QC8 N538C-As540C monomérique B. Profil du mutant Alix-V QC8 N538C-As40C
dimérique

En conclusion, nous avons réussi a valider la structure dimérique obtenue du

domaine V de la protéine Alix. Cependant, la résolution de cette structure ne nous a pas
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permis de répondre a notre question initiale, a savoir comment le processus de
dimérisation est initié. Les faibles différences entre les structures monomérique et
dimérique ne nous permettent pas d’envisager des hypotheses sur le processus
d’initiation de dimérisation. En outre, la structure ne nous donne aucune informations
pour comprendre le mutant de dimérisation mut-1 obtenu par Ricardo Pires (étudiant en
these en 2008) montrant un réle défectueux dans le bourgeonnement du VIH (Pires et al.,
2009). La stratégie de mutation a été difficile a mettre en place a cause de la forte
similarité des structures monomeérique et dimérique. Et aucunes données structurales ne
nous permettent d’envisager une stratégie pour obtenir du dimeére a partir de monomere

in vitro.

III. Caractérisation de I'affinité des Nanocorps pour les différentes constructions

d’Alix

Les nanocorps ont été créé afin de stabiliser la structure du dimere du domaine V
de la protéine Alix (construction notée Alix-V QC8). Il s’avere que, de tous les nanocorps
qui ont été générés, aucun n’est spécifique de la forme dimérique. En effet, ils
reconnaissent tous, les deux entités du domaine V. Dans le but d’utiliser ces nanocorps
afin d’étudier la localisation de la forme dimérique dans les cellules pendant différents
processus cellulaires tels que la cytokinese, le bourgeonnement du HIV ou la formation
des exosomes, j'ai voulu savoir si ces nanocorps reconnaissent de la méme maniere les
deux autres constructions de la protéine Alix, c’est-a-dire la protéine Alix APRD (Bro-V)

et la protéine entiéere notée FL (full length) (Figure 82).
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Figure 82 : Ligand et Analyte utilisés pour la caractérisation des affinités des différentes
constructions de la protéine Alix en fonction des nanocorps

A. Nanocorps utilisé comme analyte.

B.C.D Les Ligands : Les panneaux de gauche représentent les formes monomériques et les panneaux de
droite représentent les formes dimériques

B. Alix-V QC8 (domaine V) C. Alix APRD (Bro-V) D. Alix FL (Bro-V-PRD). Le domaine PRD est représenté par
une ligne continue noire placée de facon completement aléatoire puisqu’aucune structure n’est disponible
a ce jour. En jaune : domaine V; en gris : domine Bro-1

Afin de caractériser l'affinité des nanocorps pour les différents oligomeres et les
différentes constructions d’Alix, j'ai d’abord purifié séparément toutes les protéines et les
nanocorps. Tous les nanocorps ont été purifiés comme décrit dans la partie II. A.2. La
construction Alix-V QC8 a été purifiée comme décrit dans la partie I.1. La purification de
la construction Alix APRD (Bro-1-V) est tres similaire a la purification du domaine V QC8

(Figure 83).
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Figure 83 : Purification de la protéine Alix APRD

A. Représentation schématique des deux domaines de la protéine Alix APRD B. Purification de la protéine
Alix APRD sur colonne de nickel L : Echantillon chargé; FT: Nonretenu; E; Elution C. Profils de filtration
sur gel S200 increase de la protéine Alix APRD et analyse des fractions sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré
aubleu de Coomassie. Les fractions 4-5-6 correspondent au dimere et les fractions 8-9-10-11 au monomere.

L’expression de la protéine de fusion His-Alix APRD est réalisée dans des
bactéries E.Coli Rosetta. La protéine éluée de la colonne de nickel montre une seule bande
correspondant a la taille de la protéine 79kDa (Figure 83 B). Pour le reste, elle est purifiée
dans les mémes tampons et de la méme maniere que la construction Alix QC8 (partie .1).
Les deux seules différences résident dans le fait que, d'une part, je ne clive pas I'étiquette
6 histidines. En effet, au cours des différentes purifications de la protéine, je me suis
apercue que la protéine étiquetée présente plus de dimere que celle non étiquetée, j'ai
donc choisi de garder I'étiquette pour cette construction. D’autre part, 1'étape sur la
colonne de monoP n’est pas utile. En effet, cette construction produit trés peu de dimeére
et les tailles du dimeére et du monomere de cette construction sont suffisamment
différentes pour étre séparées en filtration sur gel aux volumes d’élution de 10.5ml et

12.5ml respectivement (Figure 83 C).
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L’expression de la protéine de fusion Flag-Alix FL, quant a elle, est réalisée dans
des cellules de mammiferes Hek 293FS. A partir du lysat cellulaire, la protéine est purifiée
sur une colonne Anti Flag (Figure 84 B). Dans la solution d’élution, on peut voir la
présence d’'une protéine d’environ 100kDa, qui correspond a la protéine Alix FL dont la
masse moléculaire est de 96kDa. La protéine est ensuite déposée sur une colonne de
filtration sur gel Superdex S200 Increase prééquilibrée dans du tampon HBS (20mM
HEPES pH7.5 / 150mM NaCl) (Figure 84 C). Deux pics a 10.5ml (fraction 4-5-6) et 12.5 ml

(fractions 9-10-11) correspondants respectivement au dimere et au monomere sont

obtenus en filtration sur gel.
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Figure 84 : Purification de la protéine Alix FL
A. Représentation schématique des trois domaines de la protéine Alix FL B. Purification de la protéine Alix

FL sur colonne anti Flag. L : Echantillon chargé ; FT : Non retenu ; E ; Elution C. Profils de filtration sur gel
S200 increase de la protéine Alix FL et analyse des fractions sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré au bleu

de Coomassie.
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Afin de déterminer I'affinité des différents oligomeres des différentes
constructions d’Alix, j’ai mis en place des mesures d’'interférométrie biocouche (BioLayer
Interferometry- BLI) pour lesquelles les nanocorps étaient les analytes et les différentes
constructions d’Alix, les ligands. Les différentes constructions de la protéine Alix sont
biotinylées puis sont fixées aux biocapteurs a streptavidine. Une cinétique est effectuée
pour chacun des couples ligand / analyte en utilisant une gamme de concentration OnM,
3.13nM, 6.25nM, 12.5nM, 25nM, 50nM, 100nM, 200nM pour les nanocorps et une
concentration de 25ug/ml pour tous les analytes. Pour chacun des couples, I'analyse a été
faiten duplicat en régénérant les biocapteurs dans 10mM glycine pH3.J'ai ensuite analysé
les mesures grace au logiciel ForteBio et j'ai déterminé la constante d’affinité de chacun
des couples étudiés. La figure 85 présente un exemple de courbes obtenues et les valeurs

obtenues a I’équilibre pour I'association du nanocorps NB79 avec Alix-V QC8.
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Figure 85 : Mesure d’affinité du domaine V dimérique de la protéine Alix avec le nanocorps 79

A. Association et dissociation du nanocorps 79 au dimere du domaine V de la protéine Alix. Cing
sensorgrammes sont présentés correspondants a 5 concentrations de nanocorps différentes. Le BLI a été
réalisé a 25°C dans le tampon BLI-100 (50mM Tris-Cl pH 7,5, 0,05% Tween-20). Dans le graphique présenté,
I'association a eu lieu pendant 300 secondes, puis les échantillons ont été transférés dans un puits contenant
du tampon pour mesurer la dissociation. Les lignes pleines représentent les lignes d’ajustement du logiciel
ForteBio. B. Données cinétiques obtenues a I'équilibre dérivées de I'expérience présentée en A.

La caractérisation des affinités des oligomeres des différentes constructions de la
protéine Alix avec les nanocorps n’a pas été simple car pour certains couples, la
dissociation des nanocorps était trop rapide pour nous permettre d’aligner les courbes
générées avec les courbes théoriques sur un modele 1 :1. Dés lors, nous n’avons pas pu

déterminer les constantes d’association ou de dissociation mais seulement la constante
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d’affinité de ces couples a I’équilibre (steady state graph Figure 85 B). D’autres part,
certains Kq n'ont pas pu étre déterminés (Figure 85 noté X). En effet, pour certains
couples, les analyses obtenues a I'équilibre ne montrent que le tout début de la gamme
lorsqu’elle est encore linéaire (3 premiers points de la courbe sur le graphique de la Figure
85 B). Ce qui indique que nous ne sommes donc pas dans les bonnes gammes de
concentrations d’analyte pour obtenir une courbe-réponse complete et donc un signal
interprétable. Malgré cela, ces résultats nous donnent une indication sur le fait que

'interaction du couple protéine/nanocorps est de tres faible affinité.

Ligand Analyte KD (M) Kon(1/Ms) Ko (1/5)
Nanobody 79 Alix QC8 Monomeére 5,7.107 6.10° 2,8.10%

Alix QC8 Dimere 5,2.10° 6.10° 2.10°3

Alix APRD Monomére  7.7.10% X X

Alix APRD Dimere X X X

Alix FL Monomere X X X

Alix FL Dimere X X X
Nanobody 96 Alix QC8 Monomeére 2,8.10¢ 8.10° 1,6.102

Alix QC8 Dimere 2,7.10® X X

Alix APRD Monomeére 1,6.108 4.10° 1.102

Alix APRD Dimére 1,5.108 8,2.10° 2.102

Alix FL Monomeére 3,4.108 1,2.10° 4,8.1072

Alix FL Dimeére 4.108 1,2.100 4,2.10
Nanobody 603 Alix QC8 Monomeére 5,7.10°8 X X

Alix QC8 Dimeére 3,6.108 X X

Alix APRD Monomére X X X

Alix APRD Dimeére X X X

Alix FL Monomeére X X X

Alix FL Dimeére X X X

Figure 86 : Mesure d’affinité des oligomeres des différentes constructions de la protéine Alix avec
les nanocorps
Ka : constante d’affinité ; Kon : constante d’association ; Kofr : constante de dissociation
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Pour plus de clarté, j'ai rassemblé les résultats d’interaction obtenus pour tous
les couples protéine/nanocorps dans un tableau (Figure 86). Grace a la superposition du
modele théorique 1:1 aux résultats expérimentaux et grace aux calculs du logiciel
ForteBio, ces mesures d’interférométrie biocouche m’ont permis de déterminer un Kq de
5.7 nM pour les deux oligomeres (monomere ou dimere) de la protéine Alix-V QC8 avec le
nanocorps NB79. Un Kq de 28 nM est obtenu pour les deux oligomeres de la protéine Alix-
V QC8 avec le nanocorps NB96 et un Kqde l'ordre de 40 nM est obtenu pour les deux
oligomeéres de la protéine Alix-V QC8 avec le nanocorps NB603. Par contre pour ce
nanocorps NB603, aucune constante de dissociation n’a pu étre déterminée car la
dissociation observée était quasiment immeédiate lorsque les biocapteurs étaient retirés
delasolution de nanocorps. Bien que I'immunisation des lamas ai été faite avec la protéine
Alix-V dimérique, on observe que les nanocorps sont aussi capables de reconnaitre la
protéine monomeérique avec des affinités similaires. Par contre, ces nanocorps présentent
des affinités et des comportements d’'interaction différents pour la protéine Alix-V.

Pour la construction Alix APRD, un Kq de 77 nM a été déterminé avec le nanocorps
NB79. Mais, de la méme maniere que pour le couple Alix-V QC8/NB603, aucune constante
de dissociation n’a été déterminée du fait d'une dissociation immédiate et rapide. Un Kq de
1.6 nM a été obtenu pour les deux oligoméres (monomere ou dimere) de cette
construction avec le nanocorps NB96. Tandis que I'affinité avec nanocorps 603 n’a pas pu
étre déterminée. Les résultats d’interaction de la protéine entiere Alix FL avec les
nanobody n’a permis de déterminer qu'une seule constante d’affinité avec le nanobody
NB96 avec un Kq de I'ordre de 40 nM pour les deux oligomeres.

En conclusion, aucun nanocorps testé n’a révélé une liaison différente entre les
oligomeéres de chacune des constructions. Comme nous pouvons le remarquer, le
nanocorps NB96 est le seul nanocorps capable de lier la protéine entiére avec une
constante d’affinité de 'ordre de 30-40 nanomolaire ce qui représente une affinité assez
forte. Cela peut nous permettre d’envisager d’utiliser ultérieurement ce nanocorps pour
des études cellulaires. Cependant, il ne nous permettra pas de distinguer la forme

monomérique de la forme dimérique.

140



IV. Caractérisation structurale du dimere de la protéine Alix APRD (Bro-V) en

interaction avec le nanocorps NB96 par microscopie électronique
1.Préparation des échantillons

A la suite de la caractérisation des affinités des nanocorps avec les différentes
constructions d’Alix, j’ai initié le travail de résolution de la structure du dimere de la
protéine Alix APRD par microscopie électronique en complexe avec le Nanocorps NB96.
Le nanocorps NB96 et la protéine Alix APRD dimérique ont été purifiés séparément. Le
complexe est formé en présence d’'un exces de nanocorps afin de saturer tous les sites
d’interaction avec la protéine Alix. Puis, le complexe est passé sur une colonne de filtration
sur gel Superdex 200 increase préequilibrée dans le tampon 20mM Hepes pH7.5 /150mM
NaCl afin d’enlever I'exces de nanocorps (Figure 87 A). Le complexe est ensuite soumis a
un gradient de saccharose en présence de formaldéhyde (Figure 87 B et C). Les fractions
20% et 40% sucrose sontredéposées sur deux filtrations sur gel successives afin d’obtenir
des fractions homogenes (Figure 87 D et E). Finalement, la fraction F9 est concentrée et
visualisée en coloration négative en microscopie électronique par Guidenn Sulbaran

(Figure 87 E ligne 9).
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Figure 87 : Purification du complexe Alix APRD dimérique / Nanocorps 96

A. Analyse des fractions de la filtration sur gel du complexe de la protéine Alix APRD dimérique et du
Nanocorps 96 sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré au bleu de Coomassie. B. gradient de sucrose en
présence de formaldéhyde C. analyse des fractions du gradient de sucrose sur gel d’acrylamide SDS 8%
coloré au bleu de Coomassie. D. Analyse des fractions la premiére filtration sur gel de la fraction 40%
sucrose sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré au bleu de Coomassie. E. Analyse des fractions de la deuxiéme
filtration sur gel de la fraction 40% sucrose sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré au bleu de Coomassie.

2.Microscopie électronique du complexe Alix APRD dimérique /NB96

Plusieurs analyses en microscopie électronique ont été réalisées pour le
complexe Alix APRD dimérique/ NB96. Les images obtenues en coloration négative sont
présentées Figure 88. Les différentes images présentent les différentes étapes de
purification du complexe. En A, I'image obtenue représente 1'échantillon juste apres le
gradient de sucrose sans aucune autre purification. L’échantillon sur gel de Coomassie est
hétérogene, il y a trois bandes signifiées par les fleches. Sur I'image de microscopie, on
peut observer des structures en croissant qui pourraient correspondre au dimere de la
protéine Alix APRD et des agrégats. Ces structures en croissant ressemblent a la forme

obtenue en SAXS par Ricardo Pires (Figure 88 D).
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Figure 88 : Image de microscopie électronique en coloration négative : Etapes de purification du
complexe Alix APRD dimérique/ NB96

A. échantillon correspondant a la fraction 20% de sucrose B. Echantillon aprés une S200 C. Echantillon
apres 2 S200. D. Représentation schématique et modeéle ab initio obtenu par SAXS par Ricardo Pires de la
protéine Alix APRD dimérique.

Ce premier échantillon nécessitait une étape de purification supplémentaire. Une
filtration sur gel a donc été rajoutée a la suite du gradient de sucrose. En B, on observe sur
gel de Coomassie que I’échantillon est beaucoup plus homogéene. Malgré cela, Guidenn
Sulbaran estime que I'échantillon était encore trop hétérogene pour pouvoir réaliser des
grilles de cryomicroscopie. Des lors, j'ai rajouté une deuxiéme filtration sur gel apres le
gradient de sucrose. En C, on observe sur le gel de Coomassie que I’échantillon semble
plutot homogene. Les images de microscopie seront a montrer a Gregory Effantin du
groupe Groupe Microscopie Electronique et Méthodes (MEM) de I'IBS, afin de savoir si cet

échantillon est prometteur pour une analyse plus poussée en cryomicroscopie.
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3.Caractérisation du complexe Alix APRD dimérique /NB96 en

spectrométrie de masse

Avant d’aller plus loin dans cette étude structurale par microscopie électronique,
il m’a paru évident de caractériser le complexe Alix APRD dimérique / Nanocorps 96. En
effet, une question a émergé aux vues des images de microscopie, I'hétérogénéité de
’échantillon vient-elle uniquement de la flexibilité de la molécule ou aussi du fait de
I'hétérogénéité du complexe. Dés lors, une spectrométrie de masse sur le complexe Alix
APRD dimérique / Nanocorps 96 cross linké a été envisagé afin de déterminer la
steechiométrie du complexe. Dans un premier temps, la protéine Alix APRD dimérique et
le nanocorps 96 ont été analysés séparément en spectrométrie de masse dénaturante par
ionisation par électronébulisateur (electrospray) afin de vérifier leurs masses

respectives.
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Figure 89 : Spectres de masse déconvolué de la protéine Alix A PRD et du Nanocorps 96 seuls
A. Spectre de masse déconvolué de la protéine Alix A PRD C=10.6uM ; dilution1 :2 ; 4ul injectés B. Spectre
de masse déconvolué du Nanocorps 96 C=22uM ; dilution 1:4 ; 4ul injectés

Les masses obtenues correspondent aux masses attendues, du nanocorps 96 :
His-NB96 et du monomere de la protéine His -TEV Alix APRD, a savoir des masses
respectives de 14.8 kDa et 82.9 kDa (Figure 89). Puis une analyse par spectrométrie de
masse MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) a été réalisée pour analyser
la steechiométrie du complexe Alix APRD dimérique / Nanocorps 96 cross-linké. Il faut

savoir que linterprétation des spectres sur des échantillons cross-linkés est tres
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compliquée car il est impossible de savoir combien de masses supplémentaires 1'agent

pontant, ici le formaldéhyde, va rajouter dans l'analyse. L'ionisation conduit a la

production d'ions multichargés, [M+zH]%™.Ceci se traduit sur le spectre de masse par une
enveloppe comportant plusieurs pics correspondant a une distribution statistique de
charges qui dépend de la stabilité des ions multiprotonés en phase gazeuse.

Afin d’interpréter au mieux le spectre obtenu pour le complexe Alix APRD dimérique /
Nanocorps 96 cross-linké et pour plus de clarté dans la compréhension, j'ai créé un
tableau comprenant les différents poids moléculaires des différents composants (Figure

90 et tableau 4).

MW (Da) m/z=2 m/z=3 m/z=4

Alix APRD 82331 41166 27444 20583
Alix APRD dimérique 164662 82331 54887 41166
NB96 14877 7439 4959 3719
Alix APRD dimérique + 1 NB96 179539 89770 59846 44885
Alix APRD dimérique + 2 NB96 194416 97208 64805 48604

Tableau 4 : Comparaison des masses moléculaires théoriques des protéines Alix APRD, du
nanocorps 96 et du complexe Alix APRD /NB96 avec les masses obtenues en spectrométrie de masse

Intensité (a.u) 41912.388 lix delta PRD/NB96
allx aelta
+4
+3
55874.671
+5
33544.153 e
+6 27869.076 83636.823
+7 20872.852 | | | | A
23926969 | | | | }l f
O L I ’/.‘L |
Pt i kel Wi i s
20800 ’ 10090 50000 ! ¥I000 ! 103000 m/z

Figure 90 : Spectre de masse du complexe Alix APRD dimérique / Nanocorps 96 cross linké

145



Si 'on considere m/z 83636 comme une espece doublement chargée, le m/z =55874
comme une espece triplement chargée, le spectre obtenu correspondrait a un dimere
d’Alix sans nanocorps. Il semblerait donc que le nanocorps pourtant présent apres la
filtration sur gel (Figure 87 A) se soit dissocié du dimere d’Alix. Pourtant la constante
d’association mesurée en BLI avec ce nanocorps est de 15 nanomolaire. Ce qui
expliquerait pourquoi malgré les étapes de purifications supplémentaires, 1'échantillon
montre une hétérogénéité. Cela vient de la flexibilité de la molécule que l'on pensait

pouvoir diminuer par la fixation du Nanocorps.
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2eme partie : Etude de I'interaction entre la protéine Alix et son
partenaire Alg-2

La protéine Alix a été initialement découverte en tant que partenaire de la
protéine proapoptotique Alg-2. Trioulier et ses collaborateurs ont montré que Alg-2 se lie
au domaine PRD de la protéine Alix, sur la région go2PGYs13 composé de 12 acides aminés
riche en tyrosine (Trioulier etal., 2003 ; Shibata et al., 2004). Alg-2 forme un homodimere.
En présence de calcium, la protéine change de conformation, devient active et chaque
molécule de monomere peut accepter un peptide d’Alix. Dans cette partie, la question est
de savoir si la protéine Alg-2 était capable d’induire a elle seule la dimérisation de la
protéine Alix puisque la résolution de la structure du domaine V dimérique n’a pas permis

de répondre, a elle seule, a cette interrogation.
I. Caractérisation structurale du complexe Alix FL /Alg-2

D’apres les résultats obtenus par Suzuki et collaborateurs, les protéines Alix et
Alg-2 interagissent de facon spécifique et avec une forte affinité. En 2008, cette interaction
est décrite a I’échelle atomique par la structure cristallographique du complexe entre la
protéine Alg-2, tronquée des 20 premiers acides aminés a I'extrémité N-terminale (des3-
23Alg-2), et d'un oligopeptide d’Alix de 16 résidus (1 GPPYPTYPGYPGYSQ 16)
correspondant aux acides aminés 799-814 en présence de Zn2* a une résolution de 2,2 A
(PDB 2ZNE). C’est pourquoi nous avons essayé d’étudier en microscopie électronique la

protéine Alix FL en complexe avec Alg-2 3-ges23.

1. Expression et purifications des protéines Alix FL et Alg-2 3.qes23

L’expression de la protéine de fusion Flag-Alix FL a été réalisée comme décrit
précédemment (1¢re partie III- Figure 84 B). Le profil de filtration sur gel montre deux pics
a 10.5ml et 12.5ml correspondant respectivement au dimere (fractions 4-5-6) et au
monomere (Fractions 9-10-11) de la protéine (Figure 84 C). Le gene codant pour la
protéine Alg-2 dépourvue des 20 acides aminés de I'extrémité N-terminale hydrophobe a
été cloné dans le vecteur pETM41. La protéine de fusion MBP-AIg2 3.4es23 de 64.2kDa est

purifiée sur une colonne d’amylose (Figure 91 B). Le profil de filtration sur gel montre
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deux pics a 12ml et 16ml attribués, dans un premier temps, respectivement au dimere et

au monomere de la protéine (Figure 91 C).
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Figure 91 : Purification de la protéine Alg23-ges23

A. Représentation schématique de la construction MBP-Alg23.des23 B. Purification de la protéine Alg23des23

sur colonne d’amylose L : Echantillon chargé ; FT : Nonretenu; E; Elution C. Profil de filtration sur gel S200
increase de la protéine Alg23deszs.

La protéine Alg-2 a besoin de calcium afin de dimériser (Suzuki et al., 2009). Au
cours des purifications successives, j'ai pu observer que I'état d’oligomérisation de la
protéine Alg-2 était a la fois dépendant de sa concentration et de la concentration en
calcium du tampon dans lequel elle est purifiée (Figure 92). En effet, j’ai pu observer que
les différentes concentrations de la protéine ne présentaient pas des profils d’élution
similaires sur la colonne de filtration sur gel. En dessous de 7mg/ml le profil d’élution
présente deux pics a 12ml et 16ml de rétention. Alors qu’au-dessus de 7mg/ml, le profil
d’élution ne présente plus que le seul pic a 12ml, suggérant que I'oligomérisation de Alg-
2 est concentration dépendante. |'ai pu observer de la méme manieére, des différences de

profils d’élution lors de 'augmentation de la concentration en calcium du tampon de
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chromatographie. Le profil d’élution de la protéine Alg-2 en présence de 1mM Ca?* montre

un seul pic a 12ml. Alors que pour la méme concentration en Alg-2, le profil d’élution en

présence de 100uM Ca?* montre deux pics a 12ml et a 16ml (Figure 92 B).
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Figure 92 : L’oligomérisation de la protéine Alg2s.des23 est dépendante de sa concentration et de la

concentration en calcium
A. Profils de filtration sur gel S200 increase de la protéine Alg23des23 en fonction de sa concentration dans

un tampon comprenant 100uM de CaCl?*. Les concentrations indiquées correspondent a la concentration
de I'’échantillon injectée sur la colonne B. Profils de filtration sur gel S200 increase de la protéine Alg23ges23

obtenus pour deux concentrations de calcium distinctes (1mM et 100puM)

Au vu de ces données, une analyse par ultracentrifugation analytique a été
effectuée. L'ultracentrifugation analytique (AUC) est une technique permettant
la caractérisation des processus d’auto et hétéro-association de macromolécules en
solution. Il s’agit d’'une ultracentrifugeuse équipée d’'un systéeme de détection optique.
Deux types de mesures complémentaires peuvent étre réalisées lors d'une
ultracentrifugation analytique : la mesure de la vitesse de sédimentation et I'équilibre de
sédimentation. A partir de ces mesures, il est possible de déterminer le coefficient de
sédimentation et la masse moléculaire des composés étudiés. Trois concentrations de
protéine Alg2 3.¢es23 ont été analysées 0.3 mg/ml (noté D0=0.6), 0.9 mg/ml (noté D0=1.5)

et 2.4 mg/ml (noté D0=4) en présence de 1mM calcium (Figure 93).
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Figure 93 : Etude de I'oligomérisation de la protéine Alg23.qes23 par ultracentrifugation analytique
Profils des trois concentrations de la protéine Alg23des23.

Coefficient de Sédimentation 4S 15S
D0=0.6 60% 13%
DO=1.5 27% 33%
DO=4 9% 60%

Tableau 5 : Etude de I'oligomérisation de la protéine Alg2s.qes23 par ultracentrifugation analytique
Les pourcentages notés dans le tableau correspondent au pourcentage de signal total. Le reste du signal
concerne des macromolécules non absorbantes, des pics mal définis entre 5 et 13 S et >20S.

Les résultats obtenus ont été synthétisés dans un tableau (Tableau5). A une
concentration 0.3 mg/ml (D0=0.6), I'espece majoritaire dans I'échantillon est I'espéce 4S
(60%). A l'inverse, pour une concentration de 2.4mg/ml (DO 4), 'espece 4S est
minoritaire et 60% du signal correspond a I’espece 15S. En conclusion, La proportion du
pic 4S diminue et celle du pic 15S augmente lorsque la concentration en Alg2 3.des23
augmente. Ceci indique qu'’il existe un équilibre d'association entre les deux especes
dépendant de la concentration en Alg23.4es23. Sachant que la masse moléculaire du
monomere de la protéine de fusion MBP- Alg23.q4es23 est de 64.2kDa, il a été défini que le
pic 4S correspond a un dimere globulaire. Tandis que le pic asymétrique a 15S correspond
soit a un 10-mere globulaire tres compact soit a un 12-mere globulaire compact (Figure

93). Contre toute attente, il apparait donc que I’espece que I’on pensait étre monomérique
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(volume d’élution = 16ml) correspond en fait au dimere de Alg2 et que l'espéce que I'on
pensait dimérique correspond a un multimere (volume d’élution = 12ml). Pour la suite
des expérimentations, il a été nécessaire de ne pas concentrer la protéine Alg23.qes23 au-

dela de 4mg/ml et de ne pas utiliser des concentrations de calcium supérieure a 100pM.

2. Formation du complexe Alix FL/Alg-2 3.4es23

Apres plusieurs essais, un protocole de purification a été établi afin d’obtenir un

complexe Alix FL/Alg-234es23 homogeéne et stable (Figure 94).

Purification d’Alix FL Purification d’Alg-25,..,5
* Production en cellules de mammiféres * Production en cellules bactériennes
¢ Colonne Anti flag + Colonne de Maltose
* 5200 dans HBS pH7.5 / 100pM CaCl, * 5200 dans HBS pH7.5 /100uM CaCl,
Complexe
Alix : Alg-2340c3
1:1

l

$200 dans HBS pH7.5 / 100uM CaCl,

l

Gradient de Sucrose en présence de formaldéhyde et 100uM CaCl,
40.000rpm — sur la nuit —4°C

Alix FL / Alg-2,4.005

10% sucrose + 1.25% FA + 100uM CaCl,

20% sucrose + 2.5% FA +100uM CaCl,
40% sucrose + 5% FA + 100uM CacCl,

|

EM

Figure 94 : Protocole de production et de purification du complexe Alix FL/ Alg-23-ges23

WEEE)

En effet, il est apparu des les premiers essais, que le complexe Alix FL/ Alg-23_des23
semble completement se dissocier apres dilution. Un protocole de purification et
d’obtention du complexe a été déterminé (Figure 94). Les protéines sont purifiées
séparément (2¢™e partie I.1.a-b). Apres formation du complexe Alix /Alg-23.4es23 dans un
rapport 1:1, sur la nuit a 4°C, il est purifié sur filtration sur gel en présence de 100uM de

CaClz (Figure 95 A). Le profil de filtration sur gel montre trois pics distincts. La totalité des
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fractions des pics de filtration sur gel est déposée sur gel d’acrylamide et montre qu'’il
s’agit du complexe dans les trois pics (Figure 95 B). Il est décidé de ne garder que les
fractions 7-8-9. Elles sont rassemblées et un gradient est réalisé en présence de
formaldéhyde afin de réaliser un pontage chimique et d’obtenir un complexe stable
(Figure 95 D). Ce méme gradient a été réalisé en parallele sur les protéines purifiées
seules (Figure 95 C). On observe que la protéine Alix FL seule se retrouve dans les
fractions 20 et 40 du gradient de saccharose. La protéine Alg-2 seule se retrouve
essentiellement dans la faction 20 du gradient. Le complexe apres gradient se retrouve
essentiellement dans la fraction 40 et apparait en une bande de trés haut poids
moléculaire (>180kDa) (Figure 95 D - fleche noire - ligne 40). Enfin, le complexe cross
linké est purifié sur deux filtrations sur gel successives. Apres la premiere filtration sur
gel, I'échantillon présente encore des agrégats dans les puits qui seront nuisibles a la
visualisation en microscopie électronique (Figure 95 E). Il est décidé de reconcentrer les
fractions (Figure 95 E carré rouge) et de faire une deuxieme filtration sur gel. Les fractions
de la deuxieme filtration sur gel notées d’une étoile rouge sont visualisées en coloration

négative en microscopie électronique (Figure 95 F).
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Figure 95 : Purification du complexe Alix FL/ Alg-23-des23

A. Profil de filtration sur gel S200 du complexe Alix FL/ Alg-23-des23B. Analyse des fractions de la filtration
sur gel, sur gel d’acrylamide SDS 15% coloré au bleu de Coomassie L : Complexe injecté sur la colonne de
filtration sur gel. 4-14 : Fractions de la filtration sur gel S200 C. Analyse du gradient de sucrose des protéines
Alix FL et Alg-2 3des23 seules sur gel d’acrylamide 8% D. Analyse du Gradient de sucrose du complexe Alix
FL/ Alg-23-des23 sur gel d’acrylamide 8% E. Analyse des fractions de la 1erefiltration sur gel S200 du complexe
Alix FL/ Alg-23-des23 sur gel d’acrylamide 8% coloré au bleu de Coomassie. Les 5 fractions correspondant au
complexe (notées par un carré rouge) sont reconcentrées et déposées sur une 2eme filtration sur gel. F.
Analyse des fractions de la 2eme filtration sur gel, sur gel d’acrylamide 8% coloré au bleu de Coomassie. Les
échantillons notés d'une étoile rouge sont analysés en microscopie électronique.

3. Analyse en microscopie électronique du complexe Alix FL/ Alg-23.des23

Les images obtenues en coloration négative (Figure 96 A panneau de gauche) ont
montré un échantillon plutét prometteur. Cependant, le picking automatique a échoué.
Guidenn Sulbaran qui a réalisé les grilles a dii entreprendre un picking manuel des
structures. Les structures ont été divisées en cinq classes différentes, sans aucune classe
majoritaire (Figure 96 A panneau de droite). D’autres purifications ont été réalisées afin
de diminuer I'hétérogénéité de 1'échantillon. Un échantillon a finalement montré une
homogénéité relative afin de réaliser des grilles de cryo-microscopie. Gregory Effantin du
groupe Microscopie Electronique et Méthodes (MEM) de I'IBS a analysé les grilles de cryo-
microscopie et apres un picking manuel des structures, a initié le travail de classification

(Figure 96 B).
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Figure 96 : Coloration négative en microscopie électronique du complexe Alix FL/ Alg-23-des23

A. Coloration négative en microscopie électronique du complexe Alix FL/ Alg-23-des23 et classification des
particules obtenues. B. Image de cryo-microscopie du complexe Alix FL/ Alg-23-des23 et classification des
particules obtenues.

Malgré de gros effort de purification, ’échantillon présente toujours une forte
hétérogénéité. Aux vues de la pureté de I'échantillon sur gel de Coomassie, il est tres
probable que cette hétérogénéité vienne de la flexibilité intrinseque de la molécule d’Alix.
Cette flexibilité rend l’étude en microscopie tres complexe. Nous pensions que
'interaction avec son partenaire Alg-2 pourrait permettre de stabiliser un tant soit peu la

structure mais il apparait qu’il n’en est rien.
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4. Caractérisation du complexe Alix FL / Alg-23.4es23 €n spectrométrie de

masse

Si la résolution de structure du complexe Alix FL/ Alg-23.4es23 par microscopie
électronique semble étre compromise, la question de savoir si la protéine Alg-2 est
I'initiateur de la dimérisation d’Alix est toujours en suspens. Une analyse par
spectrométrie de masse sur le complexe Alix FL/ Alg-23.4es23 cross-linké a été envisagée
afin de déterminer la stoechiométrie du complexe. Dans un premier temps, la protéine Alix
FL monomérique et la protéine Alg-2 dimérique ont été analysées séparément en

spectrométrie de masse afin de vérifier leurs masses respectives (Figure 97).
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Figure 97 : Profils de spectrométrie de masse des protéines Alix FL et Alg-23.des23

A. Profil déconvolué de spectrométrie de masse ESI de la protéine Alix FL B. Profil déconvolué de
spectrométrie de masse ESI de la protéine Alg-23-des23 C. Profil de spectrométrie de masse MALDI de la
protéine Alix FL D. Profil de spectrométrie de masse MALDI de la protéine Alg-23-des23
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La masse moléculaire théorique de la protéine Alix entiere avec son tag (Flag-Alix
FL) est de 99 kDa. Le profil spectrométrie de masse par ESI montre un pica 99190Da en
accord avec la masse théorique de la protéine (Figure 97 A). Le profil de MALDI montre
trois especes qui, si I'on considere m/z= 49591 comme une espece doublement chargée
(+2), m/z= 33049 (+3) m/z= 24771 (+4), est aussi en accord avec la masse théorique de
la protéine (Figure 97 C). La masse moléculaire théorique de la protéine Alg-23.qes23 avec
son tag (HIS MBP-TEV Alg23.4es23) est de 64.2Kda. Le profil de spectrométrie de masse par
ESI montre un pic a 64315Da en accord avec la masse théorique de la protéine (Figure 97
B). Le profil de MALDI montre deux especes qui, sil’'on considere m/z= 32152 comme 2+,

correspond a la masse théorique de la protéine (Figure 97 D).

De la méme maniere que pour le complexe Alix APRD dimérique / Nanocorps 96
cross linké, I'interprétation du spectre obtenu sur les échantillons cross linkés est tres
compliquée car il est impossible de savoir combien de masses supplémentaires 1'agent
pontant rajoute dans l'analyse. Afin d’interpréter au mieux le spectre obtenu pour le
complexe Alix FL/ Alg-23.qes23 cross linké, j’ai reporté les différents poids moléculaires des

différents composants dans un tableau (Figure 98 et Tableau 6).

MW m/z=2 m/z=3 m/z=4

Alix FL 99016 49508 33005 24754
Alg-2 64257 32129 21419 16064
Alix FL dimérique 198032 99016 66011 49508
Alg-2 dimérique 128514 64257 42838 32129
Alix FL. monomérique / Alg-2 dimérique 227530 113765 75843 56883
Alix FL dimérique / Alg-2 dimérique 326546 163273 108849 81637

Tableau 6 : Comparaison des masses moléculaires théoriques des protéines Alix FL, Alg-23-des23 et du
complexe Alix FL/Alg-23.4es23 et des masses obtenues en spectrométrie de masse
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Figure 98 : Profils de spectrométrie de masse du complexe Alix FL/Alg-23.des23
A. Profil de spectrométrie de masse MALDI du complexe Alix FL/ Alg-23.¢es23 Fraction 12 B. Profil de
spectrométrie de masse MALDI du complexe Alix FL/ Alg-23-des23 Fraction 15

Jai donné a analyser en spectrométrie de masse dénaturante deux fractions
provenant de la filtration sur gel (fraction 12 et fraction 15 - Figure 95 F). On observe que
les profils de spectrométrie de masse des deux fractions, pourtant similaires sur gel de
Coomassie, ne sont pas identiques. Prenons tout d’abord, le profil de la fraction 12, si I'on
considere m/z= 114002 comme +2, m/z= 76243 comme +3 et m/z= 57224 comme +4, le
spectre serait en accord avec la masse théorique d'un complexe Alix FL. monomérique
/Alg-2 dimérique (Figure 98 A). Cela montre que l'interaction de Alg-2 avec la protéine
Alix ne nécessite pas la dimérisation d’Alix et suggere qu’elle n’est pas suffisante pour
I'initier. Lorsque I'on analyse le spectre de la fraction 15, on observe que trois pics sont
similaires au spectre du complexe Alix FL. monomérique /Alg-2 dimérique (Figure 98 B
noté en rouge) et que 4 autres pics sont nouveaux. Si 'on considere m/z= 99305 comme
+1, m/z= 49861 comme +2 et m/z= 33221 comme +3, le spectre serait en accord avec la

masse théorique de la protéine Alix FL. monomérique seule (Figure 98 B noté en vert).
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Il semble donc que la fraction de filtration sur gel F15 contiennent donc un mélange de
complexe Alix FL. monomérique /Alg-2 dimérique et de protéine Alix FL. monomérique
seule. Sachant que I’agent pontant ameéne de forts biais dans I'analyse, il est difficile pour
le moment de conclure de fagon définitive quant a la stoechiométrie du complexe. Une
spectrométrie de masse native est envisagée pour nous permettre de statuer sur cette

stoechiométrie.
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3eme partie : Etude de I'interaction entre la protéine Alix et les
membranes biologiques

I. Role du pH dans l'interaction avec les liposomes

Dans cette partie, j'ai entrepris d’étudier la capacité de la protéine Alix a se lier
aux membranes. Le domaine de la protéine Alix mis en évidence pour interagir avec les
membranes est son domaine Bro-1 (Bissig et al.,, 2013).]’ai donc utilisé pour ces analyses,
la construction de la protéine, décrite en début de manuscrit: Alix APRD, contenant le
domaine Bro-1 et le domaine V. Afin de tester si la protéine Alix peut interagir avec les
membranes in vitro, des liposomes composés de 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC), 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE), 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DOPS) et de Phosphoinositides (PI) dans un
ratio DOPC:DOPE:DOPS :PI (4:2:3:1, p/p) ont été utilisés. Alix APRD monomérique a été
incubé avec des liposomes et I'association protéine-lipide a été analysée par des essais de
flottaison par gradient discontinus de saccharose (Figure 99 A) : les liposomes sont dilués
dans 80% de saccharose afin d’obtenir un premier coussin a 40% saccharose qui est
recouvert de deux coussins de 20% et 10 % de sacccharose et de tampon HBS. Les
différentes fractions obtenues apres une heure de centrifugation a 50000rpm sont
analysées sur gel de Coomassie. Apres centrifugation, les liposomes flottent jusqu’a
I'interface 20 :10 (notée LIP sur les gels) entrainant avec eux les protéines associées
(Figure 99 A). Alix APRD monomérique montre une efficacité de liaison modérée a pH 6.5 ;
une toute petite fraction de la protéine interagit avec les liposomes (LIP) alors que la
plupart est restée non liée dans la fraction inférieure (Figure 99 - 40% saccharose). La
protéine se lie de maniéere plus importante aux liposomes a pH 5,5 et encore plus a pH 4,5

(Figure 99 - LIP).
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Figure 99 : Effet du pH sur I'interaction de la protéine Alix APRD avec les liposomes

A. Gradient de saccharose

B. Centrifugation en gradient de saccharose des liposomes incubés sur la nuit avec Alix APRD a différents
pH. Les échantillons de 5 fractions du gradient ont été analysés par SDS- PAGE et les bandes correspondant
a la protéine Alix APRD (~ 79KDa) sont détectées par coloration au bleu de Coomassie.40 : fraction 40%
saccharose; 20: fraction 20% saccharose; 10: fraction 10% saccharose; LIP: fraction contenant les
liposomes.

II. Alix déforme les membranes lipidiques et provoque la fusion des liposomes

1.Nanosight et microscopie électronique

by

L'analyse de la fraction des liposomes seuls incubés a pH4.5, par microscopie
électronique a coloration négative a montré des vésicules rondes d'un diametre moyen
de 100 nm (Figure 100 A). Aprés une incubation sur la nuit a température ambiante avec
80uM d’Alix APRD d’autre images en microscopie électronique a coloration négative ont
été réalisées. On a pu observer que certains des liposomes imagés présentent un diametre
2 a 5 fois plus important, entre 200 et 500nm (Figure 100 B). Ceci correspondrait a une
fusion entre plusieurs liposomes. Les résultats de fusion des liposomes ont été confirmés

par I'analyse de suivi de nanoparticules par le NanoSight (NTA)(Figure 100 C et D). Cette
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technologie utilise les propriétés de la diffusion de la lumiere et du mouvement brownien
afin d'obtenir la distribution de taille et la mesure de la concentration des particules en
suspension liquide. Alors que I'on observe un seul pic de particules a 100nm pour les
liposomes seuls (Figure 100 C), on observe plusieurs pics de particules supplémentaires
s’étalant de 200nm a 600nm lorsque les liposomes ont été incubés avec la protéine Alix
APRD (Figure 100 D).
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Figure 100 : Effet de I'interaction de la protéine Alix APRD sur la taille des liposomes a pH 4,5
Panneau Haut : Analyse en coloration négative en microscopie électronique

A. liposomes seuls a pH4.5 (contrdle) B. protéoliposomes a pH4.5

Panneau Bas : Analyse NTA

C. liposomes seuls a pH4.5 (controle) D. protéoliposomes a pH4.5

2.Tests de Fluorescence

Un test de fluorescence utilisant deux fluorophores Dil et DiD a été mis en place
pour suivre la fusion des liposomes. Ces deux colorants carbocyanines lipophiles ont été
choisis pour leur capacité a marquer les membranes et leur capacité au transfert d'énergie
de résonance de fluorescence (FRET). En effet, lorsque les deux fluorophores sont excités

a 540 nm a proximité 'un de 'autre, la lumiere émise par le donneur Dil est transférée et
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absorbée par I'accepteur DiD, résultant en une diminution de la fluorescence émise du
donneur (phénomeéne de quenching) (Figure 101 A). Lorsque ces deux fluorophores sont
dilués lors d’'une fusion membranaire, par exemple, le donneur et’accepteur se dissocient
et I'émission de fluorescence du Dil augmente. Des liposomes marqués ont été préparés
en utilisant les lipides DOPE:DOPS:DOPC:PI (2:3:4:1) supplémentés des deux marqueurs
fluorescents Dil et DiD (2% mol/mol). Une mesure au Nanosight (NTA) de chacun des
types de liposomes, marqués et non marqués, a été réalisée pour permettre d’en
déterminer la concentration (particules /ml). Un mélange de liposomes pip/pi et de
liposomes non marqués est préparé pour atteindre un ratio final de 1:1. L’intensité de
fluorescence a 570 nm est mesurée avant et apres ajout de la protéine Alix APRD est

(Figure 101 C).
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Figure 101 : Principe du test de fluorescence

(A) Principe du test de fluorescence : Si les deux fluorophores sont tres proches: lorsque I'on excite a
540nm le Dil, la fluorescence émise est absorbée par la molécule DiD (on parle de FRET); Si les deux
fluorophores sont éloignés : lorsque I'on excite le Dil, la fluorescence a 570nm est émise (B) Schématisation
du test de fluorescence : Deux types de liposomes sont mélangés (marqués et non marqués), en présence
de la protéine Alix, les liposomes fusionnent. Les fluorophores sont donc dilués, il y aura donc une émission
de fluorescence (C) Profil de fluorescence théorique : La fluorescence est suivie au cours du temps a 570nm.
Lorsque du triton est ajouté, tous les liposomes sont solubilisés, la fluorescence est donc maximale.
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Les cellules eucaryotes sont tres compartimentées. Cette compartimentation est
directement liée au besoin de fournir des conditions environnementales distinctes aux
différentes voies métaboliques. La fonction de chacune des organelles dépend de

|’établissement et du maintien de pH distincts.
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Figure 102 : pH des différents compartiments subcellulaires d’'une cellule de mammiféres.
Les valeurs de pH indiquées proviennent de différentes sources. (Casey, Orlovski., 2010 review)

La protéine Alix est une protéine que I'on retrouve dans les exosomes (Théry et
al,, 2001), vésicules extracellulaires d'origine endosomale, dans le cytosol et associé a la
face cytosolique des membranes endosomales (Bissig et al., 2013). La protéine Alix est
impliquée dans la fusion des membranes vésicules intraluménales a l'intérieur des
endosomes (Baietti et al,, 2012b). Méme si pour le moment le pH des exosomes est
inconnu, nous sommes partis du postulat que la protéine Alix peut étre en présence d’'un
pH relativement acide proche de celui des endosomes tardifs, a savoir un pH entre 4.5 et
5.5 (Figure 102).

Un premier test de fusion a été réalisé. Dans ce premier test, j’ai souhaité tester
les roles de la protéine Alix APRD et du pH sur le processus de fusion des liposomes. Pour
cela, j'ai réalisé deux réactions dans deux puits paralléles. Dans le premier puit, la protéine
Alix APRD est ajoutée apres 5 min. En présence de la protéine Alix APRD a pH neutre
(pH7.5), aucune augmentation de fluorescence n’est observée (Figure 103 courbe grise).

A 11 min, I'HCI ajouté dans le puit, provoque une augmentation remarquable de la
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fluorescence indiquant que la protéine Alix APRD est capable de générer une fusion
lorsque le pH est acidifié. Dans le second puit, j'ai commencé par acidifier le milieu avec
1pul de HCI 1mM. Lorsque le HClI est ajouté une légere augmentation de la fluorescence est
observée mais celle-ci reste stable (Figure 99 courbe noire). L’acidification du milieu n’est
donc pas, a elle seule, responsable du processus de fusion. A 11min, la protéine Alix APRD
est ajoutée dans le puit préalablement acidifié. A ce moment-la, on observe une
augmentation remarquable de la fluorescence similaire au test décrit précédemment,
indiquant que la protéine Alix APRD est capable de générer une fusion et que cette fusion

est pH dépendante (Figure 103).
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Figure 103 : Test de Fusion
Les fleches indiquent les temps ou ont été ajoutés respectivement la protéine Alix APRD ou le HCL

Dans un deuxieme temps, un test de titration est réalisé. La fusion des liposomes
est donc observée en fonction de la concentration en Alix APRD utilisée. La protéine Alix
APRD est ajoutée apres 4 min. Avec une protéine a 22uM, il faut attendre 16min pour
obtenir une forte augmentation de la fluorescence, le processus de fusion semble plus lent.
Pour les concentrations les plus faibles, aucune fusion n’est observée. Le processus de

fusion est donc bien concentration dépendante (Figure 104).
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Figure 104 : Titration de la protéine Alix APRD
La fusion des liposomes est observée pour 4 concentrations différentes d’Alix APRD.

Enfin, afin de prouver que la fusion observée est bien due a la protéine Alix, deux tests
ont été réalisés. Un test de fusion avec la protéine CHMP3. En effet, il a été montré dans
notre laboratoire que la protéine CHMP3 est capable de se lier aux liposomes dans des
conditions de pH acide. C’est donc un bon candidat pour savoir si la fusion observée est
spécifique ou non de la protéine Alix. Et le deuxiéme test, en présence de nanocorps
spécifiques de la protéine Alix. Pour cela, la protéine Alix APRD est incubée 15min a
température ambiante avec un exces de nanocorps afin de saturer la protéine. Dans un
premier temps, afin de vérifier que les protéines CHMP3FL et les complexes
Alix/Nanocorps sont capables d’interagir avec les liposomes, un gradient de saccharose

est réalisé (Figure 105).
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Figure 105 : Vérification de I'interaction des protéines CHMP3 FL et des complexes Alix /Nanocorps
aux liposomes

Fractions des gradients de saccharose déposées sur gel SDS/15% acrylamide

40 : fraction a 40% saccharose ; 20: fraction a 20% saccharose ; LIP : LIPOSOMES ; Top : fraction
correspondant au HBS. Les fleches noires indiquent les protéines, les liposomes ou les nanocorps.

A. Gradient de saccharose pour la protéine CHMP3 FL B. Gradient de saccharose pour la protéine Alix APRD

C. Gradient de saccharose pour les complexes Alix APRD /nanocorps.

La protéine CHMP3FL se retrouve dans la fraction LIP du gradient (Figure 105 A
ligne LIP), CHMP3FL est donc capable de se lier aux liposomes. En ce qui concerne les
complexes avec les nanocorps, une partie de la protéine Alix n’est plus capable de se lier
aux liposomes comme en atteste la présence de la protéine et des nanocorps dans la
fraction 40 (Figure 105 C ligne 40). L’autre partie est capable de se lier aux liposomes
(Figure 105 C ligne LIP). Apres avoir vérifié la capacité des protéines a se lier aux

liposomes, les tests de fluorescence ont été réalisés.
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Figure 106 : Le processus de fusion est Alix dépendante
Les fleches rouges indiquent les temps ou ont été ajouté respectivement Alix APRD, CHMP3FL ou les
complexes Alix APRD /Nanocorps.

Lorsque la protéine CHMP3 entiere (CHMP3FL) est ajoutée apres 2 min, la
fluorescence reste stable tout au long de la réaction, indiquant que la protéine CHMP3FL
n’est pas capable d’'induire la fusion (Figure 106 A courbe verte). Lorsque les complexes
Alix APRD/nanocorps sont ajoutés apres 2 min, on observe que la fluorescence reste
stable tout au long de la réaction pour le complexe Alix APRD/nanocorps NB96 (Figure
106 B courbe gris clair). Le nanocorps NB96 est donc capable de bloquer le processus de
fusion induit par la protéine Alix. Pour les complexes Alix APRD/nanocorps NB99 ou
NB97, une augmentation de fluorescence, bien que réduite, par rapport a celle avec la
protéine seule est observée (Comparaison Figure 106 B courbe noire versus courbe verte
ou gris foncé). Les nanocorps NB99 et NB97 sont donc capables de bloquer en partie le
processus de fusion. A la différence du nanocorps NB96, I'affinité d’interaction des deux
nanocorps NB99 et NB97 avec la protéine Alix n’a pas été caractérisée. Tous les resultats
de fusion des liposomes obtenus par fluorescence ont été confirmés par 'analyse de suivi

de nanoparticules par le NanoSight (NTA)(Figure 107).

167



A . CHMP3 FL

Alix APRD Alix APRD + NB96

Concentration (particules / ml)
1
Concentration (particules / ml)

Concentration (particules / ml)

in o m ]
T i

o 100 200 300 400 500 00 700 200

B Taille (hm) Taille (nm) Taille (hm)

100 CHMP3 FL
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Alix APRD

Pourcentage

0 100 200 300 400 500 600 700
Taille (nm)

Figure 107 : Effet de l'interaction des protéines Alix APRD, CHMP3FL ou des complexes
Alix/Nanocorps sur la taille des liposomes a pH 5

Deux sortes de représentations en A et en B montre les résultats obtenus au nanosight.

La représentation B indique le nombre de particules (en pourcentage) en fonction de leurs tailles. En
présence d’Alix APRD, 40% des particules ont une taille de 100nm et 60% des particules ont une taille
supérieure a 100nm. En présence de CHMP3FL, prés de 100% des particules ont une taille de 100nm. En
présence d’Alix APRD/NB96, 80% des particules ont une taille de 100nm.

Les résultats du nanosight sont en parfait accord avec les résultats obtenus en
fluorescence (Figure 107). Alors que I'on observe un seul pic de particules a 100nm pour
les liposomes en présences de CHMP3FL (Figure 107 A panneau de gauche), on observe
plusieurs pics de particules supplémentaires s’étalant de 200nm a 600nm lorsque les
liposomes ont été incubés avec la protéine Alix APRD (Figure 107 A panneau du milieu).
En présences du complexe Alix APRD/NB96, on observe un pic majoritaire de particules
a100nm et quelques pics minoritaires de particules ayant un diametre supérieura 100nm
(Figure 107 A panneau de droite). Une autre representation des résultats présentée
Figure 107 B indique le nombre de particules (en pourcentage) en fonction de leurs tailles.
En présence d’Alix APRD, 40% des particules ont une taille de 100nm et 60% des

particules ont une taille supérieure a 100nm. En présence de CHMP3FL, pres de 100% des
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particules ont une taille de 100nm. En présence du complexe Alix APRD/NB96, 80% des
particules ont une taille de 100nm. Tous les résultats d’analyse de suivi de nanoparticules
ont confirmé les résultats de fusion des liposomes obtenus par fluorescence. A savoir que,
CHMP3FL n’est pas capable d’induire la fusion des liposomes et le nanocorps NB96 est
capable de bloquer en partie ce processus de fusion. Le processus de fusion est donc Alix
dépendant.

Tous ces résultats sont tres prometteurs mais quelques probléemes ont été
soulevés dont il est important de discuter. Premierement, les tests précédemment
présentés ont été réalisé en présence de HCl dans un tampon HEPES qui tamponne
difficilement a pH acide, afin d’acidifier le milieu a un pH 4.5. Il est raisonnable de garder
a l'esprit qu'il est difficile d’avoir une visibilité stricte sur la valeur du pH final lors de
'ajout de 100mM HCI. Afin de pouvoir affirmer que le processus de fusion mis en évidence
n'est pas artefactuel, il est nécessaire d’observer le processus avec un pH stable et
controlé. J'ai donc décidé de refaire les tests de fluorescence mais cette fois ci sans utiliser
de HCl et a un pH physiologique pHS5. Dans cette optique, plusieurs tampons ont été
modifiés. En effet, le tampon HEPES de la solution de liposomes a été changé pour le
tampon MES, beaucoup plus adapté aux pH acides. Deuxiemement, la stabilité de la
protéine Alix a pH acide a été évoquée. En effet, la spécificité de fusion n’est pas assurée
puisque 'on pourrait imaginer un effet non spécifique de la liaison sur les lipides si la
protéine avait tendance a I'agrégation en pH acide. Pour cela, une filtration sur gel de la
protéine Alix a pH 5 a été réalisée. Le profil d’élution obtenu est similaire de celui obtenu
a pH7.5 ne montrant aucune tendance a 'agrégation (résultat non montré). Le dernier
point soulevé est celui des valeurs obtenues en fluorescence. En effet, tous les précédents
tests présentent des valeurs qui ont atteint un niveau de saturation du détecteur
(overflow). Des lors, une deuxiéme batterie de test a été réalisé en prenant en compte tous
ces points. Un mélange de liposomes marqués pip,pu et de liposomes non marqués est
réalisé dans un ratio de 1:10. Afin d’atteindre un pHS5, qui correspond a un pH
physiologique des endosomes, un volume équivalent du mélange de liposomes dilué et de
50mM MES pH3.6/150mM NaCl sont utilisé comme mélange réactionnel. Le test de
titration est réitéré. La fusion des liposomes est observée en fonction de la concentration
en Alix APRD utilisée (Figure 108). La premiére observation a été que le phénomene de
fusion est beaucoup plus progressif. En 2h30 heure, l'intensité de fluorescence a été

multiplié par 5 pour la concentration la plus élevée (50uM). Pour les concentrations les
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plus faibles, une faible augmentation de la fluorescence est observée. Le processus de

fusion est donc bien concentration dépendante (Figure 108).
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Figure 108 : Titration de la protéine Alix
La fusion des liposomes est observée pour 3concentrations différentes d’Alix APRD. Le test a été réalisé
deux fois. Les barres d’erreur sont indiquées en noir.

Afin de prouver que la fusion observée est bien dii a la protéine Alix, le test de
fusion avec la protéine CHMP3 a était refait. Comme on peut le voir, I'incubation des
liposomes avec 50uM de CHMP3FL ne génere qu’'une faible augmentation de la
fluorescence (x2). Cela a confirmé que la protéine CHMP3 n’est pas capable de provoquer
la fusion (Figure 109 A). Un dernier test a été réalisé pour montrer que ce phénomene de
fusion est pH dépendant. Les liposomes ont été laissés a pH7.5 au lieu de pH5. Aucune
augmentation de fluorescence n’est mise en évidence a pH7.5 (Figure 109 B). La fusion

des liposomes est donc Alix et pH dépendante.
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Figure 109 : Le processus de fusion est Alix et pH dépendant

A. Le test de fusion des liposomes a été réalisé en présence de 50pMd’Alix APRD (courbe noire) ou de 50uM
de CHMP3FL (courbe grise)

B. Le test de fusion des liposomes a été réalisé en présence de 50uMd’Alix APRD a pH5 (courbe noire) ou de
50uMd’Alix APRD a pH7.5 (courbe grise)

Le deuxiéme test mis en place afin de prouver que la fusion observée est bien dii
a la protéine Alix est le test en présence de nanocorps NB96. Pour ce test, la protéine Alix
a été préincubée avec le nanocorps NB96 avant le test de fusion. Comme on peut le voir,
I'incubation des liposomes avec 50uM de complexe Alix/NB96 ne génere qu’une faible
augmentation de la fluorescence tres similaire a celle obtenue avec la protéine CHMP3FL

(Figure 110). Cela a confirmé que la fusion des liposomes est donc Alix et pH dépendante.
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Figure 110: Le processus de fusion est Alix dépendant

Le test de fusion des liposomes a été réalisé en présence de 50uMd’Alix APRD (courbe noire) ou de 50uM
de CHMP3FL (courbe gris foncé) ou en présence de 50uMd’Alix APRD en complexe avec le nanocorps NB96
(courbe gris clair)

Afin de vérifier la présence de liposomes fusionnés dans ce nouveau contexte
expérimental, deux analyses de la fraction des liposomes a pH5 apres gradient de sucrose,
par microscopie électronique a coloration négative ont été effectuées avec deux temps
d’incubation différents : 2hr ou sur la nuit. Aprés une incubation de 2hr des liposomes a
pH5 a température ambiante en présence de 45uM de protéine Alix APRD, la fraction des
liposomes a pH5, a montré que la protéine Alix est capable de déformer les membranes
en structures tubulaires tres allongées. La plupart des liposomes présente une taille de
200nm et quelques grosses structures correspondant a des liposomes fusionnés sont
visible (Figure 111 A et B). Apres une incubation sur la nuit des liposomes a pH5 en
présence de 45uM de protéine Alix APRD a température ambiante, une majorité de
grosses structures correspondant a des liposomes partiellement ou complétement

fusionnés est visible (Figure 111 C et D).
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Figure 111 : Effet de I'interaction de la protéine Alix APRD sur la taille et la forme des liposomes a
pH5

Analyse en coloration négative en microscopie électronique des liposomes a pH5 aprés A et B. 2hr
d’incubation avec la protéine Alix APRD C et D. apres une nuit d'incubation avec la protéine Alix APRD

3.Protéolyse limitée

Etonnamment, en observant les liposomes fusionnés a pH acide, analysés en
microscopie électronique, aucune structure évidente, qui pourrait étre la protéine Alix
APRD, n’a pu étre observée, a leur surface ou dans I'arriére-plan. La premiére hypothése
venue de cette observation, est que la protéine pourrait se retrouver dans le lumen des
liposomes fusionnés ce qui la rendrait invisible apres fusion en microscopie électronique.
Afin de tester cette hypothese, les protéoliposomes ont été soumis a une protéolyse
limitée par la trypsine ou par la protéinase K, en présence ou non de Triton-X100 (qui

solubilise les liposomes).

173



Trypsine Protéinase K

0 10 60 0 10 60 O 10 60 0 10 60 min

180
* 100 *

< u
= &4 55
. .'-.,‘i .
a0 a0
- ' -
35 35

Bl
25 25

-TRITON ® +TRITON - TRITON +TRITON

Figure 112 : L'interaction de la protéine Alix APRD avec les liposomes lui confére une protection
Profils de protéolyse limitée sur SDS page obtenus a différents temps de la réaction (0, 10 et 60 minutes)
avec un ratio trypsine ou protéinase K : Alix APRD de 1:200

Apres 1hr de protéolyse a la trypsine ou la protéinase K, la protéine Alix APRD est
dégradée entierement en présence de triton alors qu’elle semble en partie protégée en

absence de triton (Figure 112).
4.Protéoliposomes remis a pH7

Apres avoir déterminé qu’Alix APRD est responsable de la fusion des membranes
plasmiques a pHS5, nous avons souhaité déterminer l'effet d'un retour a pH7 sur
l'interaction de la protéine avec les liposomes. Pour cela, le pH de la solution de liposomes
a été réajusté a pH7 avec de la Bicine pH9.3 et incubé pendant une nuit a température

ambiante. Les liposomes ont alors été déposé sur un gradient de saccharose (Figure 113

A et B).
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Figure 113 : Effet du pH sur I'interaction de Alix APRD avec les liposomes

A. Schéma du gradient de saccharose B. Centrifugation en gradient de saccharose des liposomes incubés
avec Alix APRD soit a pH5 soit incubés a pH5 puis remis a pH7. Les échantillons de 5 fractions du gradient
ont été analysés par SDS- PAGE et les bandes correspondant a la protéine Alix APRD détectées par coloration
au bleu de Coomassie.
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Il apparait que la protéine Alix APRD est toujours présente dans la fraction avec
les liposomes lorsque les protéoliposomes sont remis a pH7, et non dans la fraction 40
correspondant au fond du gradient, ce qui indique que la protéine ne s’est pas détachée
de la membrane (Figure 113). L’analyse de suivi de nanoparticules par le NanoSight
montre que le profil de la taille des particules est similaire a pH5 et a pH7 (Figure 114 B

et D). Ce qui indique que seul le changement de pH ne provoque pas la séparation des

proteoliposomes.
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Figure 114 : Analyse de la taille des protéoliposomes a pH4.5 ou pH7 par NTA

Profils de NTA. A. des liposomes seuls a pH5 (contrédle) B. des protéoliposomes a pH5 C. des liposomes
seuls a pH7 (contrdle) B des protéoliposomes remis a pH7

Afin de déterminer s’il y a un changement de conformation de la protéine dépendant du
pH, les protéoliposomes a pH5 ou remis a pH7 sont soumis a une protéolyse limitée par
la trypsine. Pour s’assurer que la trypsine a une activité similaire dans les deux pH. Une

protéolyse de la protéine Alix APRD seule est réalisée en parallele (Figure 115 A).
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Figure 115 : Sensibilité des protéoliposomes a pH5 ou pH7 a la trypsine

Profils de protéolyse limitée sur SDS page obtenus a différents temps de la réaction (0, 10 et 60 minutes)
avec un ratio trypsine : Alix APRD de 1:200

A. pour la protéine Alix APRD seule (contrdle) B. pour les protéoliposomes a pH5 ou remis a pH7 sans triton

La partie A de la Figure 115 A, nous montre bien que l'efficacité de la trypsine
n’est pas dépendante du pH. En effet a pH5 ou a pH7 la protéine Alix APRD est dégradée
de la méme maniere. Par contre, on observe que la protéine Alix APRD est bien plus
sensible a la trypsine lorsque les protéoliposomes sont remis a pH7 qu’a pH5 (Figure 115
B). Afin d’essayer de comprendre la raison de cette sensibilité accrue a la trypsine, ces

mémes protéoliposomes ont été examinés par microscopie électronique.
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Figure 116 : Microscopie électronique des protéoliposomes a pH7 montre une protéine Alix APRD

attachée a la membrane des liposomes
Coloration négative SST 2% de A. Liposomes contrdles a pH7 B. liposomes incubés a pH5 avec Alix APRD et

remis a pH7
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Lorsque les protéoliposomes sont remis a pH7, il apparait que des structures
apparaissent a la membrane des liposomes fusionnés (Figure 116) qui pourraient
correspondre a la protéine Alix. Les résultats de protection protéolytique et de
microscopie électronique sont extrémement intrigants puisqu’ils suggeérent que la

protéine pourrait étre transloquée a travers les bicouches lipidiques en fonction du pH.

5.0ligomérisation de la protéine Alix en présence de membranes

Depuis le début de ce parcours de these, une question n’a cessé d’étre sans
réponse. A savoir, quel est le point d’initialisation de la dimérisation, quel(s) facteur(s) est
(sont) responsables du déclenchement de la dimérisation ? Une hypothese, a la suite de
ces derniéres observations, serait que la dimérisation de la protéine est induite a pH5 en
présence des membranes des liposomes.

Pour cela, je suis allée regarder I'état d’oligomérisation de la protéine Alix
attachée aux liposomes. Apres l'incubation des liposomes avec la protéine Alix APRD sur
la nuit et un gradient de saccharose, du Triton X-100 (0.1% final) est ajouté aux
protéoliposomes. Ainsi, les liposomes sont solubilisés et la protéine peut étre purifiée sur
une colonne de nickel. La protéine est éluée en présence de 250mM imidazole (Figure 117
A). Pour finir, un western blot anti Alix est réalisé sur la protéine éluée (Figure 117 B -

fraction E1).
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Figure 117 : Purification et détermination de I'oligomérisation de la protéine Alix APRD attachée a
la membrane des liposomes

A. Purification sur colonne de nickel aprés solubilisation par du Triton X-100 L : Echantillon chargé; FT :
Non retenu ; E1 : Elution 1 ; E2 : Elution 2 B. WB anti Alix de la protéine Alix APRD purifiée et de la fraction
éluée E1. Les fleches noires correspondent au monomere, dimeres et oligomeres de la protéine Alix. Dans
les deux cas la séparation a été faite sur gel SDS /12% acrylamide.
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La présence de protéines de hauts poids moléculaire reconnues par l'anticorps
anti-Alix visible uniquement dans la fraction éluée de la colonne suggere une
oligomérisation SDS résistante de la protéine en présence de membranes. Pourtant, ce
résultat préliminaire nécessite d’étre validé et confirmé par spectrométrie de masse

native.
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Discussion
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Alix est une protéine cytoplasmique, adaptatrice, qui a été impliquée dans de
nombreux processus cellulaires tels que la formation de vésicules intraluménales (ILV)
(Larios et al, 2020), la formation d’endosomes (MVE), le bourgeonnement viral
(Weissenhorn and Gottlinger, 2011 ; Votteler and Sundquist, 2013), 1a cytokinese (Carlton
and Martin-Serrano, 2007 ; Morita et al., 2010 ; McCullough et al,, 2015), la réparation
membranaire (Jimenez et al, 2014 ; Scheffer et al, 2014), 'apoptose des neurones
(Trioulier et al.,, 2004 ; Mahul-Mellier et al., 2009), I'élagage des neurites (Loncle et al,,
2015), la formation des pores nucléaires et la réparation de I'’enveloppe nucléaire (Olmos

and Carlton, 2016 ; Scourfield and Martin-Serrano, 2017).

I. Multimérisation et activation de la protéine Alix

De nombreuses études conduisent a une idée, maintenant largement répandue,
selon laquelle la protéine Alix existe sous plusieurs formes oligomériques (monomere,
dimere, multimere). Cette multimérisation de la protéine a été impliquée dans plusieurs
roles actifs de la protéine Alix, a savoir pour le bourgeonnement de I'EIAV dans les cellules
de mammiferes (Zhou et al,, 2010), le recrutement de la protéine Tsg101 du complexe
ESCRT-I et le bourgeonnement du VIH-1 (Carlton et al., 2008 ; Pires et al., 2009). Carlton
et al montrent par des tests de double hybride le réle du motif C-terminal g52PSYPsgs5 dans
la multimérisation de la protéine (Carlton et al., 2008). De plus, Elias et ses collaborateurs
ont montré que le PRDgoo-g6s de la protéine Alix forme des fibres amyloides capables de se
dissoudre en monomere soluble lors de 'hyperphosphorylation par Src et sont capables
de se reformer apres déphosphorylation par PTP1B (Elias et al, 2021). Ces deux
publications impliquent définitivement le domaine PRD dans un réle de multimérisation
de la protéine. D’autre part, les travaux de Keren Kaplan qui, par des mesures d'affinité
biophysique utilisant, entre autres, la thermophorese (MST) et le pontage chimique, a
montré que le domaine V de la protéine Alix est capable de se lier a la mono-ubiquitine
elle-méme capable d’'induire 'oligomérisation d’Alix in vitro (Keren-Kaplan et al., 2013).
En 2009, notre laboratoire montre que la dimérisation de la protéine par le domaine V est
impliquée, entre autres, dans le bourgeonnement du VIH-1 (Pires et al., 2009). Des lors, il
est donc admis que la protéine Alix est capable de dimériser ou de multimériser via soit
son domaine central V soit son domaine PRD. Ces observations menent a I'hypothese que

la forme dimérique ou multimérique est la forme active de la protéine.
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En paralléle, d’autres études montrent que l'activation d'Alix, n’est possible qu’en
levant l'interaction intramoléculaire entre son domaine Bro-1 et son domaine PRD, qui
verrouille Alix dans une conformation fermée (Zhou et al,, 2010 ; Sun et al,, 2016 ; Sun,
Zhou, Corvera, et al,, 2015a; Sun, Zhou, Zhang, et al., 2015). Ainsi, il est maintenant établi
qu’Alix existe sous une forme monomérique fermée inactive dans le cytosol et une forme
dimérique ouverte active. Bien que des structures monomeériques de ses domaines Bro-1
et V aient été résolues, au début de ce travail il n'y avait aucune information structurale a
haute résolution disponible pour la forme dimérique jusqu’a ce que l'on parvienne a
obtenir la structure dimérique du mutant Alix -V QC8 en 2021. La structure dimérique du
domaine V a été résolue a une résolution de 2.7 A. Cette structure a permis de mettre en
évidence une dimérisation impliquant a la fois une ouverture de la molécule et a la fois un
échange de domaine (SWAPP dimeére). En définitive, tres peu de changements significatifs
en dehors de cet échange de domaine n’est visible et rien dans I'analyse de la structure ne
nous permet d’envisager des hypotheses sur le processus d’initiation de la dimérisation.
Cependant, dans la littérature, l'activation d'Alix, c’est-a-dire les processus levant
'interaction intramoléculaire entre le domaine Bro1 et le PRD qui verrouille Alix dans une
conformation fermée, a été rapportée comme étant régulée par la phosphorylation (Sun
et al, 2016), par l'ubiquitination (Dores et al, 2015b) et par certains adaptateurs
membranaires CEP55 (Carlton et al., 2008) et Alg-2 (Shibata, 2004). Il nous est donc
possible d’envisager qu'un ou plusieurs de ces systemes de régulation soit le point initial

de la dimérisation.

Modifications post traductionnelle et activation d’Alix

De nombreux travaux ont mis en évidence que la phosphorylation des domaines
Bro-1 et PRD d’Alix serait impliquée dans la dynamique de la protéine. Entre autres, les
phosphorylations des serines S71s et S721 du domaine PRD de la protéine ont été
impliquées dans le changement conformationnel de la protéine Alix, nécessaire a sa
fonction lors de la cytokinese et lors du bourgeonnement du virus EIAV (Sun et al., 2016).
L’hyperphosphorylation d’Alix par la protéine Src provoque un changement dans la
localisation cellulaire d’Alix, de la fraction membranaire vers le cytoplasme, réduit son
interaction avec le complexe SET/CIN85 et inhibe l'internalisation du récepteur a 'EGF

(Chen et al, 2000; Schmidt et al, 2004). Une autre étude montre l'implication de
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I'hyperphosphorylation du PRDggo-6s par la protéine Src dans la dissolution des fibres
amyloides (Elias et al., 2021). La phosphorylation au sein du domaine V, méme si elle a
été démontrée par une étude de phosphoprotéomique basée sur la spectrométrie de
masse reste pour l'instant tres peu caractérisée (Zhou et al.,, 2013).

La spectrométrie de masse sur résidus phosphorylés effectuée sur les monomeres
et les dimeres du domaine V de la protéine Alix a révélé une phosphorylation spécifique
des monomeres (6 sites) et des dimeres (6 sites) lorsque la protéine est exprimée et
produite dans E.coli. Aucuns mutants de phosphorylation n’ont montré une meilleure
propension a dimériser. Par contre, nos études de SAXS montrent que certaines mutations
induisent l'ouverture de la protéine en solution. Dés lors, il semblerait que la
phosphorylation de la protéine tende a favoriser son ouverture mais n’est pas suffisante
pour provoquer la dimérisation de la protéine. Afin de vérifier si Alix est régulée par les
modifications post-traductionnelle, il est envisagé d'analyser le profil de phosphorylation
de la protéine entiére, exprimée dans des cellules de mammifere, par spectrométrie de
masse. Différentes fractions cellulaires seront préparées pour comparer le degré de
phosphorylation dans le cytosol et les différents compartiments membranaires tels que
les endosomes et la membrane plasmique. En parallele des études de phosphorylation, le

statut oligomérique de la protéine pourra étre étudié par pontage chimique et western

blot.

Alg-2 et activation d’Alix

Un des processus levant I'interaction intramoléculaire entre le domaine Bro-1 et
le PRD de la protéine Alix est l'interaction avec la protéine senseur du calcium Alg-2
(Shibata, 2004). Notre étude en microscopie électronique de la protéine Alix FL en
complexe avec la protéine Alg-2 3.4es23 n'a pas permis d’obtenir un échantillon assez
homogeéne afin d’envisager une résolution de structure. Cependant, nos analyses
préliminaires en spectrométrie de masse dénaturante montrent que l'interaction de la
protéine Alg-2 avec la protéine Alix FL n’est pas suffisante a elle seule pour initier la
dimérisation de la protéine Alix. Plusieurs études montrent que I'interaction d’Alix avec
Alg-2 provoque le changement conformationnel d’Alix et que cette protéine activée est
capable de se relocaliser aux membranes (Sun, Zhou, Corvera, et al., 2015 ; Mercier et al,,

2016 ; Scheffer et al., 2014). Nos tests amenent a penser que l'interaction seule avec Alg-
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2 ne serait pas capable de provoquer la dimérisation d’Alix in vitro. Mais nous sommes a
méme d’émettre 'hypothése, que cette interaction avec Alg-2 permet la relocalisation
d’Alix a la membrane et que ce soit l'interaction avec la membrane qui induirait la

dimérisation de la protéine préalablement activée par la liaison avec Alg-2.

Interaction membranaire et activation d’Alix

Alix est décrite comme une protéine cytosolique, pourtant afin de jouer son role
de protéine adaptatrice dans les processus de remodelage de la membrane par les
protéines ESCRT, elle est recrutée a la membrane. En utilisant des tests de liaison aux
liposomes, j’ai montré la capacité de la protéine Alix APRD monomérique a se lier, a
déformer et a faire fusionner les liposomes in vitro a pH acide. Cependant, de facon assez
surprenante les images des protéoliposomes fusionnés obtenues en coloration négative
en microscopie électronique n'ont révélé aucune présence de protéine sauf lorsque les
protéoliposomes ont été remis a pH7. A pH7, des structures apparaissent a la membrane
des liposomes fusionnés. Tous ces résultats soulevent un certain nombre de questions.
Pourquoi la protéine Alix n’est-elle plus visible apres la fusion des liposomes? Les
structures observées a pH7 sur les liposomes pourraient-elles correspondre a la protéine
Alix ? Enfin, des essais de protéolyse limitée a la trypsine ou a la protéine K ont montré,
d’une part, que la protéine semble en partie protégée lorsqu’elle est en interaction avec la
membrane a pH acide et, d’autre part que cette protection est abolie lorsque le pH est
remis a un pH neutre. Ces tests d’interaction avec les membranes des liposomes nous
permettent deux voies de réflexion. L’une, sur lanécessité d’'un pH acide pour l'interaction
de la protéine Alix avec les membranes in vitro ainsi que la relevance de cette observation
en termes de processus cellulaire et I'autre, sur la protection partielle de la protéine en

protéolyse limitée et 'absence de structure au niveau des membranes.
Fusion membranaire pH dépendante

La protéine Alix est une protéine que l'on retrouve dans le cytosol, associée a la
face cytosolique des membranes endosomales (Bissig et al., 2013) et dans les exosomes

(Théry et al., 2001). I a été montré que la protéine Alix est impliquée dans la formation

des vésicules intraluménales a I'intérieur des endosomes (Baietti et al., 2012 ; Matsuo et

184



al, 2004) et dans la re-fusion de ces vésicules avec la membrane des endosomes:
processus de back fusion (Gruenberg, 2020). Méme si pour le moment le pH des exosomes
est inconnu, il n’est pas completement aberrant de penser que la protéine Alix peut étre
en présence d'un pH relativement acide proche de celui des endosomes tardifs, a savoir
un pH entre 4.5 et 5.5 lors de ce processus de fusion des exosomes avec les membranes
endosomales. Dés lors, nos travaux de fusion membranaire réalisés a pH 5 associés aux
données de Bissig et al, soutiennent un modele dans lequel Alix serait recrutée aux
membranes endosomales par le phospholipide LBPA, ce qui déclencherait la dimérisation
d'Alix, qui conduirait a I'exposition et al'insertion partielle d'une boucle hydrophobe dans
les bicouches lipidiques (Bissig et al., 2013 ; Matsuo et al., 2004). Ceci pourrait expliquer
que la protéine est a la fois impliquée dans la formation et la fusion des vésicules

intracellulaires.

Fusion membranaire et translocation

Une étude de Pan et al a mis en évidence que la protéine Alix,
conventionnellement admise pour étre cytosolique peut étre secrétée afin de réguler
I'adhésion cellulaire intégrine dépendante et 'assemblage de la fibronectine (Pan et al,,
2008). A part, cette étude de Pan et al, I'idée que la protéine Alix serait capable de
traverser la membrane plasmique est une idée pour le moment non étudiée. Cependant,
nos travaux montrant I'absence de structure au niveau des membranes apres fusion des
liposomes, nous font penser que la protéine pourrait étre transloquée a travers la
membrane et étre internalisée lors du processus de fusion in vitro. En effet, cette
hypotheése est appuyée par le fait que de nombreuses protéines cytosoliques ayant des
fonctions extracellulaires sont secrétées de maniere non conventionnelle et la plupart de
ces protéines lient les phospholipides. Certaines de ces protéines sont directement
transloquées a travers la membrane. Il a été montré pour I’Annexine, que le phénomene
de translocation a travers la membrane peut étre dii, seulement a des mouvements
bilatéraux des lipides (Stewart et al., 2018), ce qui dans le cas de la protéine Alix pourrait
étre induit par l'insertion de sa boucle hydrophobe dans les bicouches lipidiques (Bissig
et al, 2013 ; Matsuo et al,, 2004). En conclusion, nous démontrons que la protéine Alix a
bien une capacité a se lier a la membrane in vitro a pH acide mais d'autres études sont

nécessaires afin de valider ses activités de remodelage membranaire. Au vu des
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différentes possibilités, il n’est pas exclu que l'activation d’Alix ait plusieurs points
d’entrée différents selon le processus et la localisation cellulaire engagés. Il sera
nécessaire de vérifier si I'interaction membranaire de la protéine induit sa dimérisation

et si la protéine est capable ou non de transloquer a travers la membrane.

II. Alix versus ESCRT-I/II : Deux voies concomitantes

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 sont médiés par les composants de la machinerie ESCRT
associée ala protéine accessoire Alix (Christetal., 2017 ; Lippincott-Schwartz etal., 2017 ;
Schoneberg et al., 2017 ; Scourfield and Martin-Serrano, 2017 ; McCullough et al.,, 2018 ;
Stoten and Carlton, 2018). L'assemblage et la formation des filaments du complexe
ESCRT-III, responsable de la fission membranaire, peuvent étre favorisés par la courbure
de la membrane (Lee et al, 2015) ou par des partenaires de liaison. Les deux
« nucléateurs » les mieux caractérisés de la polymérisation du complexe ESCRT-III sont la
protéine Alix et le complexe ESCRT-II. Ces deux derniers recrutent la protéine CHMP4, qui
participe a toutes les réactions connues de fission membranaire dépendante de la
machinerie ESCRT.

Pendant des années, des études sur le role et I'implication des complexes ESCRT-
[/11 dans les processus de cytokinese et de bourgeonnement viral du VIH-1 ont fait 'objet
de controverses. Les études initiales utilisant la technique de siRNA afin de supprimer le
complexe ESCRT-II montrait que ce complexe n'était pas nécessaire au bourgeonnement
du VIH dans les cellules T 293 (Langelier et al., 2006). De la méme maniere, les premiers
essais de déplétion des sous unités du complexe ESCRT-II n'entrainant qu'un défaut
minime dans la cytokinese ont conduit a la conclusion qu'’ils n’étaient pas indispensables
a la cytokinese (Morita et al,, 2007 ; Morita et al., 2010 ; Peel et al,, 2011 ; Schuh and
Audhya, 2014). Au contraire, en utilisant un systeme de liposomes, les travaux du
laboratoire Hurley ont montré que la protéine Gag du VIH-1, marquée par un fluorophore,
ne forme des ponctuations qu’en présence du complexe ESCRT-II et de CHMP6, ce qui
suggere que le complexe ESCRT-II fait partie intégrante du complexe nécessaire au

bourgeonnement du VIH-1 (Carlson and Hurley, 2012). Et des études récentes
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d’invalidation ont rapporté que les complexes ESCRT-I, ESCRT-II et la protéine CHMP6
sont nécessaires a la cytokinese (Christ et al., 2016 ; Christ et al., 2017). Il est maintenant
admis que le complexe ESCRT-I/II d’'une part, et la protéine Alix d’autre part, constituent
deux points d'entrée partiellement redondants pour la scission membranaire médiée par
la machinerie ESCRT lors des deux processus de cytokinese (Christ et al.,, 2016) et de
bourgeonnement du VIH-1. Or, I'un de leur role le plus important de ces deux voies
ESCRT-I/II et Alix est leur role de recrutement de la protéine CHMP4 du complexe ESCRT-
[II pour que l'initiation de la fission de la membrane puisse étre effective.

En effet, il est maintenant parfaitement établi que la machinerie ESCRT est I'acteur
principal du bourgeonnement viral. Les rétrovirus détournent les composants de cette
machinerie cellulaire ESCRT afin de favoriser le détachement des virions naissants de la
surface cellulaire. Le VIH-1 recrute le complexe de scission ESCRT-III sur les sites
d'assemblage du virus (Jouvenet et al., 2011) via le domaine L tardif PTAP de la protéine
virale Gagp® qui se lie a Tsg101 (ESCRT-I)(Martin-Serrano et al., 2003 ; Martin-Serrano,
2007 ; Pornillos et al,, 2002 ; Sundquist et al., 2004 ; Garrus et al., 2001 ; VerPlank et al,,
2001 ; Demirov et al.,, 2002). En effet, la mutation de ce domaine tardif affecte la libération
des particules et conduit a l'arrét des structures en bourgeonnement au niveau de la
membrane plasmique (Gottlinger et al., 1991). Bien que la mutation du site de liaison de
la protéine Alix (LYPXL) ait des effets moins prononcés que la mutation du site de liaison
a Tsg101 (PTAP) sur la libération du VIH-1, la libération des virions par des mutants du
VIH-1 incapables d'interagir avec Tsg101 (mutant APTAP) peut étre compensée par la
surexpression de la protéine Alix (Fisher et al., 2007 ; Usami et al., 2007). ESCRT-I et Alix
ont donc un role redondant dans le recrutement du complexe ESCRT-III au site de
bourgeonnement viral (Strack et al, 2003 ; Fisher et al, 2007 ; Pires et al., 2009;
McCullough et al., 2008)

Recrutement de CHMP4 au site de bourgeonnement viral par la protéine Alix

La compréhension actuelle de la maniére dont la déformation et la fission
membranaire sont orchestrées par les protéines ESCRT-III est encore débattue. En 2009,
l'interaction de la protéine Alix APRD avec des polymeres de la protéine CHMP4 a été mise

en évidence dans notre laboratoire, en microscopie électronique par Ricardo Pires (Pires
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et al, 2009) (Figure 118 B). Dans les structures observées, la protéine Alix APRD
dimérique « ponte » deux filaments de CHMP4 et génere des structures en échelle avec
des échelons d'une largeur d’environ 30nm.

Nous avons modélisé la protéine Alix Bro-V dimérique interagissant avec CHMP4
al’aide du logiciel COOT. Pour cela, nous avons utilisé la structure de la protéine Alix Bro-
V monomérique (PDB 20EV), celle de I'homologue de la protéine CHMP4 de
saccharomyces cerevisiae PDB 3C30 et 5F7D et celle de notre structure dimérique du
domaine V (Figure 118 A - Légende sur la page suivante). Cette modélisation montre une
distance d’environ 280 A entre les deux filaments de CHMP4. Dés lors, la configuration
dimérique présentée Figure 118 A est en adéquation avec les structures en « échelle »
obtenues avec la protéine CHMP4 par Ricardo Pires. 1l est alors possible d’envisager le
role de la protéine Alix dimérique dans le recrutement des polymeres CHMP4 sur les
membranes pendant le bourgeonnement viral du VIH-1. Les filaments de CHMP4 recrutés
par la protéine Alix pourraient former une plateforme qui pourrait accueillir et contribuer
a activer les sous-unités ESCRT-III (CHMP2/CHMP3) pour former deux filaments ou
méme des filaments a double brin (Henne et al., 2012 ; McCullough et al., 2015 ; Mierzwa
etal, 2017 ; Teis et al,, 2010 ; Prescher et al,, 2015 ; Jouvenet et al., 2011 ; Morita et al.,
2011 ; Cashikar et al.,, 2014 ; Saksena et al., 2009).
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Figure 118 : Modélisation de la structure dimérique de la protéine Alix Bro-V en interaction avec un
homologue de CHMP4

A. Le domaine V de la protéine Alix est matérialisé en jaune. Les domaines Bro-1 ont été modélisés avec le
PDB 20EV, ils sont en gris. Les structures PDB utilisées pour réaliser l'interaction avec 'homologue de
CHMP4 sont 3C30 et 5FD7. En magenta, nous avons la structure d'un peptide de CHMP4 en interaction avec
le domaine Bro-1 d’Alix. En cyan, nous avons représenté la structure de snf7 (homologue de saccharomyces
cerevisiae de CHMP4) en conformation ouverte. La distance a été déterminée a I'aide du logiciel PYMOL.

B. Image en coloration négative en microscopie électronique des filaments CHMP4 en interaction avec la
protéine Alix Bro-V dimérique (Pires et al.,, 2009).

Il a été démontré que la protéine Alix, en plus de se lier au domaine tardif de la
protéine GagP® par son domaine V, est aussi capable de se lier au domaine de la
nucléocapside GagN¢ par son domaine Bro-1 N-terminal (Popov et al., 2008). De telles
interactions multi-domaines suggerent que, pendant l'assemblage viral au niveau de la
membrane plasmique, un certain nombre de molécules de CHMP4 pourrait étre recrutées

par l'intermédiaires de la protéine Alix.

Recrutement de CHMP4 au site de bourgeonnement viral par le complexe ESCRT-1/11

Maintenant, regardons l'autre point d’entrée de la scission membranaire, a savoir
le complexe ESCRT-I/II. De la méme maniere que la protéine Alix, il a été montré que le
complexe ESCRT-II a la capacité de recruter la protéine CHMP4. Cependant, ce
recrutement est plus ou moins indirect puisqu’il requiert dans un premier temps,
'interaction des sous unités Vps25 du complexe ESCRT-I/II avec la protéine CHMP6
(ESCRT-III) (Im and Hurley, 2008) qui elle-méme, recrute la protéine CHMP4 (Lee et al,,
2015) (Figure 119 B). Un modele de structure du complexe ESCRT-II en interaction avec
CHMP4 a été construit selon la procédure qui suit, grace au logiciel COOT et a partir de
données PDB existantes. Le complexe ESCRT-II (PDB 1U5T) en forme de Y présente deux
sous-unités EAP20 (Vps25) a ses deux extrémités (Hierro et al., 2004 ; Teo et al,, 2004).
Ces sous-unités EAP20 lient la protéine CHMP6 (Vps20), qui a son tour lie CHMP4 (Snf7)
(Im et al,, 2009). La sous-unité CHMP6 (Vps20) myristoylée adopte préférentiellement
une conformation ouverte, cohérente avec son role dans la nucléation des filaments
CHMP4 (Fyfe etal., 2011). La structure cristalline du domaine WH2 de la sous-unité Vps25
liée a un fragment de la protéine CHMP6 (PDB 3HTU) a permis de reconstruire la
connexion entre le complexe ESCRT-II et la protéine CHMP6. Enfin, la structure de snf7

(CHMP4) (PDB 5F7D) en conformation ouverte a été ajoutée (Figure 119 B).
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Figure 119 : Comparaison des modélisations de la structure de la protéine Alix Bro-V dimérique et
de la structure ESCRT-II en interaction avec un homologue de CHMP4

A. Le domaine V de la protéine Alix est matérialisé en jaune. Les domaines Bro-1 ont été modélisés avec le
PDB 20EV, ils sont notés en gris. En cyan, nous avons représenté la structure de snf7 (homologue de
saccharomyces cerevisiae de CHMP4) en conformation ouverte (PDB 5FD7).

B. ESCRT-II : les deux sous unité Vps25 (jaune et magenta) sont connectées a la protéine CHMP6. En gris,
est représentée la connexion entre Vps25 et CHMP6 (PDB 3HTU : Vps25/Vps20). En cyan, snf7 (homologue
de saccharomyces cerevisiae de CHMP4) en conformation ouverte (PDB 5FD7).

Sil’on compare les deux voies de recrutement de la protéine CHMP4, on observe

qu’Alix comme le complexe ESCRT-II est capable de coordonner un assemblage de deux

filaments de CHMP4 avec une distance entre ces deux filaments assez similaire (~ 200 A)

pour imaginer pourquoi ces deux points d'entrée sont partiellement redondants pour la
scission membranaire médiée par la machinerie ESCRT lors des deux processus de
cytokinese et de bourgeonnement du VIH-1.

En conclusion, ce travail a permis de déterminer les détails moléculaires du
dimere Alix, qui a probablement une fonction importante dans la coordination de
I'assemblage des filaments CHMP4 du complexe ESCRT-III. Fonction tres similaire au
complexe ESCRT-II qui coordonne également deux filaments CHMP6-CHMP4. Cependant,
des questions demeurent. Quel(s) est (sont) le(s) processus qui induit(sent) la
dimérisation de la protéine Alix ? Quel est le role de l'interaction d'Alix avec la

membrane ? Quel estle role d'Alix dans le remodelage de la membrane ? Pourrait-elle étre
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impliquée dans la fusion des exosomes, de facon similaire au modeéle de back fusion

proposé ?
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Contexte de I'étude :

Alix est une protéine cytoplasmique adaptatrice qui existe sous plusieurs formes
oligomériques. Elle est capable de multimériser via soit son domaine central V soit son
domaine C-terminal riche en proline (PRD). La multimérisation de la protéine Alix a été
impliquée dans plusieurs processus biologiques. Bien que les structures monomériques
des domaines Bro-1 et V aient été résolues, il n’y a aucune information structurale a haute
résolution disponible pour la forme active dimérique. Afin d’obtenir une information
structurale de cette forme dimérique, des cristaux de la forme dimérique du domaine V
de la protéine Alix ont été obtenus. Ces cristaux ont toujours montré une forte anisotropie
et un faible pouvoir de diffraction. La flexibilité de la protéine mise en évidence par des
études de SAXS est responsable de la faible qualité des cristaux. Dans le but de stabiliser,
rigidifier une conformation dimérique de la protéine, une demande de nanocorps dirigés
contre le domaine V dimérique de la protéine Alix, a été réalisée au centre INSTRUCT de

Belgique. Voici le dossier de recherche qui a été soumis et accepté en novembre 2019.
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Structural caracterization of dimeric alix

Proposal Content

1/ Scientific background, significance and objectives

The endosomal sorting complex required for transport (ESCRT) is a conserved
protein machinery that mediates membrane remodeling in a variety of cellular processes
in eukaryotes and archaea (Hurley, 2015; Samson, 2017). The ESCRT machinery has been
implicated in many membrane-remodeling processes. These include budding of
enveloped viruses (Weissenhorn, 2013), cytokinesis (McCullough, 2013), biogenesis of
microvesicles and exosomes, plasma membrane repair (Jimenez, 2014), neuron pruning
(Loncle, 2015), dendritic spine maintenance (Sadoul, 2018) and nuclear envelope
reformation (Olmos, 2016). The ESCRT machinery comprises five different complexes
that are assembled sequentially. ESCRT-0 recognizes ubiquitylated cargo (Ren, 2010),
while ESCRT-I and -II have a role in vesicle formation (Hurley ,2010) and finally ESCRT-
[II constitutes the fission machinery, with support from the VPS4 complex, which also
recycles ESCRT-III from cellular membranes (McCullough, 2018). Tightly associated with
ESCRT function is an accessory protein called Alix (ALG-2 interacting protein-X), which
interacts with the ESCRT-I subunit Tsg101 and the ESCRT-III CHMP4 A, B and C proteins.
Alix is an 868 amino acid cytosolic protein, composed of an N-terminal Brol domain
linked to a V-shaped coiled-coil domain (Fisher, 2007) and a C-terminal proline-rich
domain. The Brol domain interacts with CHMP4 (Katoh,2003; Kim,2005) and the LBPA
(Lysobiphosphatidic acid) (Bissig 2013; Matsuo, 2004), the V-shaped coiled-coil domain
interacts with ubiquitin (Pashkova, 2013), the complex synthenin-syndecan (Baietti,
2012) and viral late domains (Zhai, 2008). Finally, the C-terminal proline-rich domain has
many interaction partners including ESCRT-I (Strack, 2003), CEP55 (Carlton and Martin
Serrano, 2007), endophilin and ALG2 (Chatellard-Causse, 2002). Alix activation was
reported to be regulated by phosphorylation (Sun, 2016), by ubiquitination (Dores, 2015)
and by the membrane adaptors CEP55 (Carlton, 2008) and ALG-2 (Shibata, 2004).
Furthermore, we have shown that Alix dimerization is important for its function during
HIV-1 budding. Dimerization is mediated by the V-domain and we have identified

mutations that lead to an elongated open form of the monomer that no longer dimerizes.
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Our hypothesis is that the dimeric form of Alix is required to coordinate the formation of

two CHMP4 filaments at budding sites (Pires et al,2008).

2/ Background in your lab & current results

Although many binding partners of Alix are known, the physiological process that
induces dimerization and its exact role in the regulation of ESCRT-III are still poorly
understood. The recombinant expression of Alix containing the Bro1-V domains or the V-
domain alone leads to formation of stable dimers and monomers in vitro (Pires, 2009)
whereas the dimers and monomers are formed concentration independent. We have
crystallized the dimeric Alix V-domain and collected native data to 2.7 A aswellas a 3.5 A

dataset with experimental phases to resolution of ~7-8 A.

Spacegap P212121
a Cell parameters 46.129 57.078 356476] C
90.0 90.0 90.0
Wavelengh[A] 096600 1 360 702 863

[Ty S— TR — 7D

Overdl_Inner shdl__ Oufer Sidll|
Low resolution limit 178.238 178238 2.669
High resolution limit 2.386 9.360 2.386

Rmerge (all I+ & I-) 0071 0.029 0.705

Space group: P212121
Cell parameters 46.31 47.79 361.45
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Overall InnerShell OuterShell

Low resolution limit 47.38 47.38 348
High resolution limit 3.39 15.18 3.39
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P Dimerization

Figure 1: Crystals of Alix-V; The crystals belong to space group P212121 with two molecules per asymmetric unit.

a. X ray data analysis of Alix-V native crystal

b. X ray data analysis of Alix-V tantalum crystal

c. Schematic representation of Alix domain structure. (PDB 2eov)

d. The left panel shows the structure of monomeric Alix V domain (PDB 2ojg). The right panel show the predicted model of dimeric Alix V domain. The current model of
dimeric Alixis based on efforts to phase the crystallographic data. However, this is still only & hypothetical model and requires solid crystallographic data.

The helice @ 1 (showed in orange) detaches from the other two helices to form the second protomer (showed in green). The arrows showed the flexibility of the dimeric
molecule due to the hinge region.

All datasets are anisotropic and although the structure of the monomer is known
(Fisher,Chung 2007 PDB code 20EV; Lee,Hurley 2007 PDB code 20]Q), we have not yet
succeeded in solving the dimer structure by molecular replacement.

All experimental procedures tried so far to obtain better phases failed until now
(selenomethionine, selenocysteine, soaking with heavy metals, lanthanide, Argon). Only

the treatment with a tantalum bromide cluster produced phases to ~7-8 A, which are,
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however, not sufficient to unambiguously solve the structures. In total, several hundred
crystals have been tested in the last years. Crystal dehydrating, cross-linking, micro-
seeding, macro-seeding, dialysis, additive screening procedures have so far failed to
produce crystals that allow successful soaking with heavy metals for phasing.
Asindicated already in the Pires et al paper, the two helical arms of the monomeric
V-domain are quite flexible and we hypothesize that this flexibility is also present within
the dimer assembly. Indeed, SAXS (Small Angle Xray Scattering) analyses performed with

anew Alix V-domain mutant showed an open elongated monomeric conformation (Figure

2).

1.4 0.006
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Figure 2: X ray scattering analysis of monomeric mutant Alix-V43:4-1a314 in solution:

a. Linear regression of the guinier plot provided Rg values

b. Paired-distance distribution function of monomeric mutant Alix-Vy4554.14314 determined using GNOM.

c. Ab initio model of monomeric mutant Alix-V 1402414314 Was fit into the molecular envelopes of the PDB 20jq

d. Ab initio model of monomeric mutant Alix-V 1422474314 Was fit into an CORAL model using SUPCOMB. This mutant show an open

monomeric conformation in solution

The aim of the nanobody production is to screen for nanobodies that are specific
for the dimer. Based on our current hypothetical dimer model that proposes an elongated
hinge region connecting the V-arms (Figure 2), we propose to screen for nanobodies that
recognize the dimer and not the monomer. Screening for nanobodies will thus be
performed with the dimer and negatively selected against the monomer. Such nanobodies
are likely nanobodies that bind to the hinge region connecting the helical arms. In
agreement with this approach, we have shown that mutations within the Alix-V-domain

hinge region abolishes dimerization, implicating the hinge region in dimerization (Pires
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et al,2008). Such nanobodies are thus likely to stabilize a dimeric conformation, provide
better crystal quality, which allows successful phasing of the crystallographic data. If we
succeed in isolating dimer-specific nanobodies, such nanobodies may then be further
used in functional cellular studies to localize dimeric Alix at the different cellular
membrane remodeling processes that recruit Alix. We are aware that not all nanobodies
will be suitable for cellular expression, but it will be worthwhile to try all selected
nanobodies once they are available. Such nanobodies will be an important tool for cell

biologist beyond the current work.
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