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CHAPITRE I – Introduction                                                                               

I - Introduction sur la voie endo-lysosomale 

1. Historique sur la voie endo-lysosomale 
 Les compartiments composant la voie endo-lysosomale dessinent un système d’organelles 
complexe, connu depuis de nombreuses décennies mais dont l’étude sur le plan biochimique aura tardé à 
se dessiner. On leur attribue aujourd’hui trois fonctions majeures : le recyclage des récepteurs 
transmembranaires, la dégradation des macromolécules et la signalisation. Si cette troisième fonction 
(« la matrice endosomale », voir plus loin) commence seulement à émerger, les deux premières sont en 
revanche vieilles de plus de trente ans (Bainton DF, 1981).  
 
 Dès 1952, Christian de Duve, alors chercheur à l’université 
de Louvain en Belgique, s’est intéressé au rôle particulier de la 
glucose-6-phosphatase dans le cadre de travaux sur l’insuline (de 
Duve, 1966). A l’époque, l’enzyme était extrait du foie de rat en 
suivant des protocoles d’extraction rudimentaires, le matériel étant 
broyé et resuspendu avec de l’eau distillée dans un mixeur. Les 
progrès du fractionnement cellulaire permirent dans un second temps 
d’isoler la fraction microsomale contenant la protéine. Et parce que 
ces expériences de fractionnement nécessitaient quelques nouveaux 
contrôles, l’équipe belge opta pour un enzyme témoin : l’acide 
phosphatase. Curieusement, l’activité acide phosphatase détectée 
dans l’homogénat ne représentait, après cette étape de fractionnement, 
plus que 10% de la valeur attendue par rapport aux anciens protocoles 
de purification. Cinq jours plus tard, ayant laissé l’échantillon au réfrigérateur, les expérimentateurs 
mesurèrent une seconde fois cette activité : cette fois-ci, la valeur était redevenue comparable aux tous 
premiers essais. Christian de Duve et ses collaborateurs postulèrent donc que l’acide phosphatase, après 
l’étape de fractionnement, avait été piégée dans un organelle encore non identifié, mais différent des 
microsomes, et que l’enzyme devait au préalable diffuser hors de cet espace pour atteindre son substrat : 
rétrospectivement, il s’agissait de la première mise en évidence du lysosome en tant qu’organelle 
distinct des microsomes et des mitochondries. Depuis, à partir des années 60, le lysosome est passé du 
stade de « corps » à celui de système dynamique, associé à de nombreux processus physiologiques et 
pathologiques. 
 Par ailleurs l’endocytose, soit l’existence de mécanismes capables d’internaliser à la fois la 
membrane plasmique et les récepteurs à sa surface, n’est pas une idée neuve. Ces mécanismes ont été 
identifié à partir des années 70, d’après les travaux de Steinman, Brown et Goldstein (Steinman et al., 
1974 ; Steinman et al., 1976 ; Anderson et al., 1977 ; Goldstein et al., 1979). Steinman, d’abord, avait 
observé que les cellules de mammifères en culture (fibroblaste, macrophage) étaient capables 
d’internaliser d’énormes surfaces de membrane plasmique de façon constitutive. Cette capacité 
d’internalisation, bien supérieure à la surface des cellules elles-mêmes et à leur production propre de 
membrane, supposait l’existence de mécanismes alors inconnus pour recycler cette matière de l’intérieur 
vers l’extérieur.  

 De même, la capacité des cellules à communiquer entre elles et à adapter l’expression de certains 
marqueurs en réponse à une gamme de stimuli est un phénomène depuis longtemps caractérisé. Brown et 

Christian de Duve  

Fond. Francqui-Stichting 
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Goldstein, toujours dans les années 70, ont établi que les récepteurs aux LDLs étaient internalisés au 
niveau des puits de clathrine, puis recyclés. Ces éléments ont été étendus à toute une panoplie de 
récepteurs et de ligands. Depuis les années 80, une autre question fondamentale se pose quant à la capacité 
des endosomes à orienter spécifiquement certaines protéines vers les voies de recyclage et d’autres vers 
les voies de dégradation.  

 
 

2. Généralités sur l’internalisation des récepteurs transmembranaires 
L’endocytose des récepteurs, depuis la membrane plasmique, peut se faire selon deux modes 

distincts, mais qui ne seront pas abordés en détail dans le présent manuscript : l’endocytose dépendante 
des clathrines, et l’endocytose indépendante des clathrines (voir figure 1). Tous deux ont en commun 
de promouvoir l’internalisation des récepteurs transmembranaires dans des vésicules d’endocytose, 
cytoplasmiques et donc isolées du milieu extracellulaire. Si les deux mécanismes d’endocytose peuvent 
faire intervenir quelques protéines communes, ils restent néanmoins distincts dans leur mode d’action. Le 
signal qui va orienter un récepteur vers la voie endo-lysosomale est la monoubiquitination , par 
opposition aux récepteurs polyubiquitinés qui vont être eux orientés directement vers le protéasome. Cette 
monoubiquitination joue un rôle particulier dans l’endocytose dépendante des clathrines, où elle peut 
également intervenir comme adaptateur. Son rôle dans l’endocytose indépendante des clathrines est en 
revanche discuté. La voie endo-lysosomale est composée de plusieurs compartiments différents. On ne 
distinguera dans le présent chapître que les compartiments ayant directement trait aux voies de recyclage 
et de dégradation associées aux récepteurs transmembranaires. Il est possible de distinguer chacun de ces 
compartiments selon deux aspects :  

 
 des critères morphologiques (observations par microscopie électronique notamment) 
 des critères biochimiques (mise en évidence de marqueurs spécifiques) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1: l’internalisation d’un récepteur depuis la membrane 
plasmique vers le lysosome fait intervenir plusieurs 
compartiments distincts.  
  
Source: Alexander Sorkin and Mark von Zastrow (2009) 
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Quelque soit le mode d’endocytose, les vésicules formées vont en général fusionner avec 
l’endosome précoce (ou « Early Endosome »), encore appelé endosome de tri, et localisé à proximité de la 
membrane plasmique. Cet endosome précoce (EE) est une structure pléiomorphique, composée de 
domaines tubulaires et vacuolaires, mais dont l’identité est maintenue par la présence du marqueur Rab5 
(Harald Stenmark, 2009). L’EE peut être considéré comme une station de tri, car il est à l’interface des 
voies de recyclage et de dégradation. A cet effet la protéine Rab5 est capable de recruter plusieurs 
composants de la machinerie de fusion telles que les protéines SNAREs.  Cette GTPase aurait également 
la capacité de recruter spécifiquement plusieurs familles de PI-kinases (notamment la classe III de PI3K 
pour Rab5) afin de moduler localement la composition en PI. Cette fonction attribuerait donc un double 
rôle à cette GTPase en tant que plateforme. 

 
 

2.1 Les voies de recyclage  
Une partie de cet endosome précoce va se détacher et se différencier en endosome de recyclage 

(par l’intermédiaire de Rab4) ou encore en compartiment de recyclage (rôle de Rab11a). Un des modèles 
expliquant cette spécialisation progressive de l’endosome précoce est l’organisation de ces GTPases en 
microdomaines, diffusant latéralement à la surface de l’endosome pour coordonner le traffic intracellulaire 
dans l’espace et le temps (Harald Stenmark, 2009).  

 
 
 2.2 La voie de dégradation 

Sous l’effet de la conversion de Rab5 en Rab7, l’EE va s’organiser localement en bourgeons, qui 
vont eux-mêmes s’individualiser et maturer progressivement en corps multivésiculaires, puis en 
endosomes tardifs, et enfin en lysosome. Plus généralement, la distinction entre endosomes précoces et 
tardifs doit être vue comme un continuum plutôt qu’une série d’étapes discrètes. De fait, la voie 
endosomale est constituée d’un remodelage dynamique de ces structures, conjointement avec une 
maturation et une acidification progressive de l’espace intravésiculaire.  

Les corps multivésiculaires (ou MVBs) sont formés par la partie vacuolaire de l’endosome 
précoce. Ils migrent vers la région périnucléaire, et 
commencent à accumuler des petites vésicules intra-
luménales (ou ILVs) sous la dépendance de la 
machinerie ESCRT (voir figures 1 et 2). Les récepteurs 
transmembranaires monoubiquitinés vont être 
sélectivement incorporés dans ces ILVs, puis déubiquitinés 
avant que la vésicule ne se détache complètement de la 
membrane externe de l’endosome. Ce mécanisme 
particulier de bourgeonnement s’opère donc depuis le 
cytosol vers la lumière de l’endosome.  

 
L ’endosome tardif (ou « late endosome ») est une 

version mature du corps multivésiculaire, où les protéines 
orientées vers la voie de recyclage ont disparu de la 
membrane externe, et avec une conversion complète de 
Rab5 en Rab7. A ce stade seulement, l’endosome tardif 

Figure 2 : Microscopie Electronique d’un 
corps multivésiculé (MVB), à proximité 
d’une mitochondrie (Mit). Echelle : 200 nm 
 
Source : Wegner et al., 2011. 
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acquiert la capacité de fusionner directement avec le lysosome pour y dégrader son contenu. 
 
 

3. La matrice endosomale 
L’internalisation des récepteurs transmembranaires et leur recyclage ont été intégré depuis 

longtemps comme deux fonctions majeures de la voie endo-lysosomale : en ce sens, l’endocytose influe 
directement sur la signalisation au niveau de la membrane plasmique. Depuis quelques années, il apparait 
que l’endosome joue également un rôle actif dans la transduction du signal lui-même (Alexander Sorkin 
and Mark von Zastrow, 2009 ; Catherine Sem Wegner, Lina M.W. Rodahl and Harald Stenmark, 2011) : 
de fait, la signalisation cellulaire et la voie endo-lysosomale sont deux mécanismes pouvant influer l’un 
sur l’autre. Giorgio Scita et Pier Paolo Di Fiore ont résumé ces différents aspects sous le terme de 
« matrice endosomale » (Scita G, DiFiore PP, 2009). Ici, l’idée est que l’endosome peut servir de 
plateforme de recrutement pour des molécules de signalisation afin de réguler spécifiquement le destin 
d’une catégorie de récepteurs transmembranaires après internalisation. (voir figure 3) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
L ’endosome peut donc être vu comme une seconde plateforme, distincte de la membrane 

plasmique, où des molécules de signalisation vont être recrutées et intégrer plusieurs voies 
d’endocytose. 
 
 Dans ce contexte, l’internalisation des récepteurs par la machinerie ESCRT, depuis la membrane 
limitante de l’endosome vers les vésicules intraluménales (ILV), constitue également un point de décision 
important : il oriente directement le récepteur (lié ou non à son ligand) vers la voie de dégradation, en 
l’isolant du cytoplasme. Le récepteur à l’EGF, notamment, est orienté sélectivement vers les voie de 
dégradation ou de recyclage en fonction du ligand qu’il aura fixé. Le TGF-Į oriente préférentiellement le 
récepteur vers le recyclage et l’EGF vers la dégradation : un des mécanismes à l’origine de ce tri sélectif 
semble être la stabilité du complexe récepteur-ligand à pH acide L’interaction avec l’EGF étant plus stable 
au pH de l’endosome que le TGF-Į, le premier complexe entrainera l’internalisation du récepteur dans les 
ILVs, alors que la dissociation du second complexe orientera le récepteur vers les voies de recyclage.  
 
 Ce phénomène a été étudié dans la signalisation de plusieurs autres récepteurs à tyrosine kinase, 
des récepteurs Toll-like, Wnt ou encore Notch. Au sein de la matrice endosomale, il semble donc que la 
machinerie ESCRT joue un rôle prépondérant dans ces mécanismes de signalisation.  

Figure 3 : exemple de signalisation spécifique à 
l’endosome. 
 
A. Le récepteur à l’EGF recrute la protéine kinase 

Akt, par l’intermédiaire d’APPL et RAB5.  
B. EEA1 est un marqueur des endosomes 

précoces et entre en compétition avec APPL 
pour une interaction avec RAB5 

 
Source : ScitaG, DiFiorePP, 2009. 
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 Aussi nous aborderons dans ce manuscript la thématique des protéines ESCRT selon deux 
aspects :  
 

 les propriétés de remodelage membranaire de ces protéines ESCRT, en particulier leur 
capacité à former des vésicules intraluménales 

 le recrutement sélectif des protéines ESCRT par d’autres protéines signal, notamment au 
niveau de la membrane de l’endosome précoce 
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II – La machinerie ESCRT 

4. Présentation générale d’ESCRT 
 La machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) a été impliquée, au 
cours des dernières années, dans de multiples processus de remodelage membranaire et de nombreuses 
pathologies (voir figure 4). Elle est composée de quatre complexes multiprotéiques (ESCRT-0, ESCRT-
I, ESCRT-II, ESCRT-III ), et comprend, à ce jour, au moins treize protéines différentes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.1 Découverte des ESCRTs 
 Ce sont des travaux chez Saccharomyces cerevisae (Emily M. Coonrod and Tom H. Stevens, 
2010)  qui ont permis leur découverte. Depuis les années 80, la levure sert de modèle simplifié pour 
l’étude de la voie endo-lysosomale, en raison des similarités entre lysosome et vacuole. Les mutants VPS 
(Vacuolar Protein Sorting)  ont été impliqué dans les années 80 (Rothman et al., 1989) dans des défauts 
d’adressage de protéines vers la vacuole. Par des tests de complémentation, l’équipe de Scott Emr a 
distingué 33 groupes de gènes, eux-mêmes regroupés selon trois classes de mutants (A, B et C) sur des 
critères morphologiques: dès 1992, Raymond et al. complètent ces travaux en distinguant, outre ces trois 

Figure 4: Les rôles biologiques d’ESCRT. (Hurley et Hanson, 2010) 
 
Les récepteurs transmembranaires sont monoubiquitinés et endocytés depuis la 
membrane plasmique vers l’endosome précoce. (a) Les protéines ESCRT peuvent 
s’assembler à la surface limitante de l’endosome, afin de promouvoir la biogènèse des 
corps multivésiculés, et orienter ces récepteurs vers le lysosome (c). Alternativement, 
elles peuvent être recrutées au niveau de la membrane plasmique, et faciliter le 
bourgeonnement de certains virus enveloppés (d). On retrouve également les protéines 
ESCRT associées au corps intermédiaire, pendant la cytokinèse (e).  Leur rôle dans la 
formation de l’autophagosome est en revanche hypothétique. (f) 
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premières classes, de nouvelles classes sur critères morphologiques, dont les mutants de classe E. Chez 
ces derniers, l’espace pré-vacuolaire adopte une morphologie aberrante, multilamellaire et 
multicisternale, accumulant à la fois les protéines issues du golgi (néosynthétisées)  et celles endocytées 
en route vers la vacuole. Au total, treize gènes ont ainsi été impliqués dans la génèse des compartiments 
de classe E.  
 
 Il faudra attendre les années 2000 pour que ces différents gènes, initialement définis comme gènes 
de classe E, soient associés au sein d’un même système : le système ESCRT. En 2001 et 2002, 
notamment, l’équipe de Scott Emr (Katzmann et al., 2001 ; Babst et al., 2002a, 2002b) caractérise ces 
protéines biochimiquement : ces treize gènes sont ainsi répartis en trois sous-ensembles, les complexes 
ESCRT-I, ESCRT-II et ESCRT-III . En raison de son rôle dans la reconnaissance de l’ubiquitine, le 
complexe HRS (composé de Hrs, anciennement Vps27), a été ultérieurement renommé ESCRT-0 
(Raiborg et Stenmark, 2002).  
 A la même période, deux laboratoires (Garrus et al., 2001 ; Martin-Serrano et al., 2001) montrent 
que le VIH peut recruter un des composants d’ESCRT-I (Tsg101) par l’intermédiaire des domaines tardifs 
de la protéine gag, élargissant ainsi les rôles potentiels de la machinerie ESCRT. Depuis, la liste des 
interactions entre virus envelopés et protéines VPS (Von Schwedler et al.,  200γ) s’est élargie, offrant 
ainsi un nouveau modèle d’étude pour la machinerie ESCRT chez les eucaryotes. ESCRT a été impliqué 
dans de multiples fonctions telles que le contrôle du cycle cellulaire, la suppression de tumeurs, la 
régulation de certains promoteurs (Slagsvold et al., 2006), la cytokinèse (Carlton and Martin-Serrano, 
2007; Morita et al., 2007 ;  Spitzer et al., 2006), et plus récemment encore l’étape d’abcission. (Elia et al., 
2011 ; Guizetti et al., 2011). De fait, en proposant de nouvelles fonctions associées à ESCRT, d’autres 
protéines ont complété le modèle initial jusque là dédié à la levure et à la formation des corps 
multivésiculaires dans les cellules eucaryotes.  
 

 

4.2 Formation des ILVs: un mécanisme ordonné 
 Les complexes ESCRT sont des structures dynamiques, dont l’assemblage a été initialement 
déterminé chez la levure, et dont le premier rôle est la formation des vésicules intraluménales ainsi que la 
génèse des corps multivésiculés. On distinguera ici quatre complexes majeurs : ESCRT-0, ESCRT-I, 
ESCRT-II et ESCRT-III , complétés par un cinquième complexe comprenant l’ATPase VPS4. Les 
protéines impliquées dans ces complexes sont fortement conservées chez tous les organismes eucaryotes 
ainsi que de nombreuses archaebactéries, ce qui suggère une fonction cruciale de cette machinerie, ainsi 
qu’un mode d’action comparable.  
 

Chez la levure, en observant l’accumulation de deux protéines cargo (la carboxypeptidase S  et le 
récepteur Ste2) dans les corps multivésiculés de mutants VPS, Babst (Babst et al., 2002) propose un 
assemblage séquentiel d’ESCRT à la surface de l’endosome. Dans ce premier modèle, ESCRT-0 par le 
biais de la protéine Hrs, se fixe à la protéine cargo ubiquitinylée et vient recruter ESCRT-I . ESCRT-II  
est à son tour recruté par ESCRT-I, et active l’assemblage d’ESCRT-III  sur la membrane de 
l’endosome. Cet assemblage d’ESCRT-III entraine la formation de la vésicule intraluménale ainsi que 
l’accumulation de la protéine cargo au point de bourgeonnement. Le cargo est enfin déubiquitinylé, 
avant internalisation dans les ILVs, par des déubiquitinylases.  
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Babst propose que les différents composants d’ESCRT-III soient recyclés par l’ATPase VPS4, 
afin que ceux-ci ne s’accumulent pas à la surface de l’endosome et réaliment le pool cytosolique pour de 
nouveaux cycles de polymérisation (voir figure 5). 

 
 Il est étonnant de voir qu’en seulement trois papiers, l’équipe de Scott Emr ait ainsi posé les bases 
d’un modèle entier, attribuant à chaque complexe une fonction bien définie. Rétrospectivement, si on 
compare ce premier modèle paru en 2002 avec ceux de la littérature récente, on constate que beaucoup de 
ces hypothèses sont toujours d’actualité et que le modèle a été largement repris chez la levure, puis 
extrapolé à d’autres organismes eucaryotes ainsi que chez les archaebactéries. Selon ce premier modèle, 
ESCRT-III serait seul responsable de la formation de la vésicule. Ils attribuent encore à Vps4 une simple 
fonction de recyclage (Babst et al., 1998), sans rôle direct dans le remodelage membranaire. 
 

 
 

Cet assemblage séquentiel permettrait donc le bourgeonnement d’une vésicule depuis le cytosol 
vers le lumen. Récemment, une étape majeure a été réalisée à partir de vésicules unilamellaires (GUVs), 
afin de tester empiriquement ce modèle in vitro pour la levure (Wollert et al., 2009 ; 2010). Les auteurs 
ont produit des vésicules unilamellaires géantes, marquées à la rhodamine, et de composition similaire à 
celle des endosomes. Afin de déterminer le rôle d’ESCRT dans l’internalisation d’un cargo ubiquitinylé, 
ils ont suivi l’incorporation d’un fragment c-terminal de l’ubiquitine, fusionné à de la GFP. En 
introduisant dans le modèle expérimental chaque complexe ESCRT selon une séquence pré-établie 
(ESCRT-O, I, II puis III), Wollert et al., sont ainsi parvenus à identifier pour chaque complexe ESCRT 

Figure 5: Modèle d’assemblage séquentiel d’ESCRT 
pour la formation des ILVs chez la levure. (d’après 
Raiborg et Stenmark, Nature Reviews Molecular Cell 
Biology,  2009).   
 
 Ce modèle récent, paru en 2009, prend en compte les 
données relatives à la structure de chaque complexe 
chez la levure. Dans ce modèle simplifié, en deux 
dimensions, Vps4 intervient seulement en bout de 
chaîne sur un complexe ESCRT-III préformé. Les 
auteurs font ici figurer deux points de nucléation 
d’ESCRT, et considèrent seulement la polymérisation de 
Vps32/Snf7. 
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une fonction définie : ESCRT-0 semble donc être recruté spécifiquement par l’ubiquitine à la surface de la 
vésicule. En revanche, les auteurs observent dans ce modèle in vitro la formation d’un point de 
bourgeonnement médié par ESCRT-I et ESCRT-II  : ici, les deux complexes colocalisent à la base du 
bourgeon (donc au niveau du « cou »), mais sans que ce dernier ne se détache du reste de l’endosome. 
C’est seulement en introduisant les protéines Vps20 puis Vps32/Snf7, faisant partie du complexe ESCRT-
III, que le bourgeon évolue en vésicule intra-luménale. De fait, ces deux papiers apportent au moins trois 
informations essentielles à l’étude du système ESCRT chez la levure : (voir figure 6) 

 
 La formation des ILVs peut être décomposée en deux temps distincts, à savoir le 

bourgeonnement (médié par ESCRT-I et ESCRT-II) puis la scission (médiée par 
ESCRT-III).  

 Les complexes ESCRT colocalisent au niveau du cou du bourgeon. Le remodelage 
membranaire médié par ESCRT est donc bien distinct d’autres systèmes tels que la 
clathrine, COPII ou la dynamine.  

 ESCRT-III ne serait responsable que de l’étape de scission, et la scission serait assurée 
par Vps20 et Snf7.  

 
 

 
Si ces deux papiers veulent apporter une réponse définitive au rôle d’ESCRT chez la levure, ils ne 

permettent pas en revanche de proposer un modèle physique de ce remodelage (Bassereau, 2010). Les 
données structurales connues de ces complexes ne suffisent pas à expliquer leur rôle dans ce processus. 
Par ailleurs, il est évident que le système de cargo utilisé pour ces expériences est assez lointain d’un 
processus physiologique : à ce titre, l’intégration du cargo à la vésicule naissante (ici un fragment c-
terminal de l’ubiquitine) n’est pas expliquée par ce modèle. Enfin, ce modèle suppose que l’assemblage et 
le mode d’action des protéines ESCRT soient bien conservés entre la levure et l’homme. Or, bien que 
certaines des protéines impliquées présentent de fortes homologies, elles ne sont pas toutes strictement 
identiques. 

 

Figure 6: Modèle de remodelage membranaire médié par ESCRT chez la levure. (d’après 
Hurley et Hanson, Nature,  2010).   
 

a) ESCRT-O séquestre le cargo par une interaction directe avec l’ubiquitine. 
b) ESCRT-I et ESCRT-II forment le point de bourgeonnement en stabilisant la base de la 

vésicule.  
c) ESCRT-III est recruté par ESCRT-II. ESCRT-III catalyse le détachement (scission).  
d) La vésicule intra-luménale est formée et le complexe ESCRT-III reste localement associé à 

l’endosome. 
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Les auteurs, en testant la séquence d’assemblage proposée par Scott Emr, n’attribuent aucun rôle 
direct à Vps2, Vps24 et Vps4 dans le mécanisme de scission, dans la mesure où celui-ci intervient en leur 
absence. Dans ce modèle, Vps24 puis Vps2 viendraient « seulement » coiffer un polymère Snf7, afin de 
recruter Vps4. Vps4 désassemblerait l’ensemble du complexe ESCRT-III  (recyclage), toujours associé 
à la membrane, pour réalimenter le pool cytosolique d’ESCRT et ainsi permettre la survenue d’un 
nouveau cycle d’assemblage in vitro. 

La taille des vésicules intraluménales obtenues in vitro est en revanche beaucoup plus importante 
que celles observées in vivo (1-2 ȝm contre 25-60 nm) : la question se pose donc de savoir si le modèle 
ainsi proposé correspond bien, dans les détails, à une situation physiologique, ou si le système est 
contraint  dans une direction.  

 
Les questions persistant à ce jour restent donc liées à la fois aux bases structurales et au modèle 

physique expliquant ce remodelage.  
 
 

4.3 Recrutement du cargo : rôle d’ESCRT-0 
 Le complexe ESCRT-0 est formé des protéines Hrs et STAM chez l’humain, Vps27 et Hse1 chez 
la levure (Asao, 1997 ; Bache, 2002). Chez l’humain, on retrouve deux isoformes de STAM (STAM1 et 
STAM2), alors que la levure n’en possède qu’un. Dans le cytosol, Hrs et STAM s’associent de façon 
constitutive selon un ratio de 1:1 (Ren et al., 2010). Il a été proposé récemment que ce complexe pouvait 
également former un hétérotétramère en présence de membrane lipidique (Mayers et al., 2011).  
 L’interaction entre Hrs et et STAM est médiée par un enchevêtrement de leurs domaines GAT 
respectifs : l’ensemble, constitué principalement de quatre hélices antiparallèles, forme le cœur du 
complexe. Les simulations monte-carlo sur le complexe ESCRT-O (voir figure XIV) montrent que ce 
dernier est en conformation ouverte, et que les différents domaines de Hrs et STAM sont accessibles au 
solvant (voir figure 7). 
 
 Hrs et STAM possèdent tous deux un domaine VHS en n-terminal. Les domaines VHS se 
retrouvent majoritairement dans des protéines impliquées dans le traffic cellulaire (Lohi and Lehto, 1998). 
Ils sont structurés en bundles de huit hélices (Mao et al, 2000; Misra et al, 2000), et ont été impliqués 
depuis dans des interactions protéine-protéine (Nielsen et al, 2001; Puertollano et al, 2001; Takatsu et al, 
2001; Zhu et al, 2001). Le domaine VHS de STAM interagit préférentiellement avec l’ubiquitine 
(Mizuno et al., 2003), ainsi que le domaine VHS de Hrs mais avec une plus faible affinité (Ren et al., 
2009, Ren et al., 2010). Hrs et STAM possèdent respectivement un domaine DUIM et UIM, également 
capables d’interagir avec l’ubiquitine. Le domaine DUIM possédant deux sites d’interaction avec 
l’ubiquitine, Hrs peut donc potentiellement interagir avec deux résidus ubiquitine simultanément (Hirano 
et al., 2006). Récemment, des études par SPR ont permis d’identifier un phénomène d’avidité lié à la 
redondance de ces sites d’interaction avec l’ubiquitine (Ren et al., 2010). Potentiellement, ESCRT-0 peut 
donc interagir avec cinq ubiquitines simultanément. En revanche, l’affinité pour les tétraubiquitines 
K48- et K63- Ub4 (de l’ordre de 20-50 ȝM ) excède d’un facteur 10 celles de la monoubiquitine ou de la 
diubiquitine (de l’ordre de 500 ȝM). Ces observations suggèrent donc qu’ESCRT-0 puisse interagir selon 
plusieurs modes, à la fois sur des cargos monoubiquitinés et polyubiquitinés. Il est encore possible que 
l’interaction avec une membrane lipidique augmente l’affinité pour des cargos monoubiquitinés (Wollert 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9872381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10693761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10985773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11331584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11387475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11390366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11390366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11387476
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et al., 2010) par un processus similaire, bien que tous ces modèles restent à tester de façon plus 
physiologique.   
 

Hrs peut également interagir avec la chaine lourde de la clathrine, à partir d’un motif c-terminal 
(Raiborg et al., 2001), et avec Eps15b (Roxrud et al., 2008). Au contact de la membrane de l’endosome, 
ESCRT-O interagit directement avec le phosphoinositol 3-phosphate par l’intermédiaire du domaine 
FYVE de Hrs (Gaullier et al., 1998, Sankaran et al., 2001 ; Stahelin et al., 2002). ESCRT-0 possède donc 
de multiples points d’ancrage potentiels à la membrane de l’endosome, soit directement (par 
l’intermédiaire du PIγP) soit indirectement (par le biais de la clathrine ou de l’ubiquitine notamment). 
 
 ESCRT-0 est capable de recruter les déubiquitinylases UBPY et AMSH (Tanaka, 1999 ; Kato et 
al., 2000) par le domaine SH3 de STAM. En recrutant ces enzymes, une hypothèse est que le cargo 
puisse être déubiquitinylé avant son  incorporation dans les ILVs.  
 
 En outre, ESCRT-0 est capable de séquestrer les cargos ubiquitinylés au niveau de la membrane 
de l’endosome dans des microdomaines enrichis en LBPA, puis de recruter le complexe ESCRT-I (Kristi 
et al., 2003) . L’interaction avec ESCRT-I se fait par le domaine UEV (Ubiquitin E2 variant) de TSG101 
(Bache et al., 2003; Pornillos et al., 2003), avec le motif PSAP (PSDP pour Vps27). Bien qu’une structure 
de ce complexe soit disponible, la façon dont ESCRT-0 va pouvoir recruter ESCRT-I en association avec 
le cargo est moins claire in vivo : la nature flexible d’ESCRT-0, récemment reconstituée in silico (Ren et 
al., 2009), suggère qu’ESCRT-0 soit capable de rapprocher le motif PSAP (donc ESCRT-I) et le domaine 
d’interaction à l’ubiquitine (donc la protéine cargo). En revanche, la manière dont cette « passation » 
pourrait être coordonnée dans l’espace est à ce jour très évasive.  
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Figure 7: Structure du complexe ESCRT-0 humain  en solution.  
(d’après Ren et al., Structure, 2009 ; EMBO J. 2010) 
Sur la base des structures cristallographiques connues du complexe ESCRT-O, les auteurs 
reconstituent à partir d’une simulation Monte-Carlo un possible modèle d’ESCRT-0 en 
solution. Le cœur du complexe est formé de l’association antiparallèle des parties hélicales 
(voir schéma ci-dessus) de Hrs et STAM. 



19 
 

5. Organisation d’ESCRT-I et ESCRT-II  
5.1 Structure d’ESCRT-I 
 
ESCRT-I est un tétramère stable, constitué chez la levure de quatre sous-unités : Vps23 (ou 

TSG101 chez les eucaryotes supérieurs), Vps28, Vps37 et Mvb12 (Teo et al., 2006 ; Chu et al., 2006 ; 
Oestreich, 2006 ; Curtiss, 2006; Kostelansky, 2007) . Chez la levure, on ne retrouve qu’un seul exemplaire 
de ces sous-unités, tandis que les mammifères possèdent trois isoformes de VPS37 (VPS37A, B, C) et 
deux isoformes de MVB12 (MVB12A et MVB12B). Très récemment, UBAP1 a également été impliquée 
dans la formation d’un complexe ESCRT-I stable et comprenant l’isoforme VPSγ7A (Stefani et al., 
2011) : cette nouvelle donnée suggère donc l’existence de plusieurs complexes ESCRT-I différents avec 
des fonctions cellulaires spécifiques. Pour cette introduction, nous nous bornerons à la description du 
complexe ESCRT-I « canonique », tel que défini chez la levure. La partie C-terminale de Vps28 recrute 
directement la sous-unité Vpsγ6 d’ESCRT-II, tandis que le domaine UEV (Ubiquitin E2 Variant) de 
Vps23 interagit avec ESCRT-0 (voir précédemment). Enfin, la partie N-terminale de Vps37 est basique, 
prédite comme hélicale, et contribue à l’interaction du complexe avec des membranes biologiques. 
(Kostelansky, 2007).  

 

 
La structure du complexe ESCRT-I révèle un hétéro-tétramère composé d’une tige rigide de 2nm 

de diamètre, et longue de 13 nm (Kostelansky, 2007 ; Boura et al., 2011). La tige (ou « stalk ») est 
composée principalement de Mvb12, Vps23 et Vps37, tandis que Vps28 participe avec Vps23 et Vps37 à 
la formation de la tête (ou « headpiece »). A ce jour, aucune structure cristallographique du complexe 
entier n’a été publiée, probablement en raison de la flexibilité inhérente aux extrémité N- et C-terminales 
des protéines composant ESCRT-I. En revanche, des structures partielles de ces extrémités sont connues, 
seules ou en complexe (voir figure 8).              

                                                                                                                                                                                         
ESCRT-I interagit avec l’ubiquitine par le domaine UEV de Vps2γ, ainsi que la partie C-

terminale de Vps28. Les domaines UEV chez la levure et l’homme, seul ou en complexe avec l’ubiquitine 
ont été cristallisés et/ou résolus par RMN (Pornillos et al., 2002b ; Sundquist, 2004 ; Palencia, 2006) : leur 
structure est proche des domaines UEV retrouvés dans les enzymes E2, avec toutefois la présence d’une 

Figure 8: Structure du complexe ESCRT-I chez la levure (d’après Boura et al., β011)  A partir des 
données cristallographiques de fragments ainsi que d’un modèle SAXS d’ESCRT-I, les auteurs 
proposent un modèle d’ESCRT-I (levure) en solution. Le cœur du complexe ESCRT-I est assimilé à une 
tige rigide d’environ 13 nm. Les extrémités présentent des régions hypermobiles, alternant entre un stade 
fermé (replié sur le cœur du complexe) et un stade ouvert.  
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hélice supplémentaire en N-terminal, et l’absence de deux hélices en C-terminal : on parlera donc plutôt 
d’une structure UEV-like.  Leur affinité pour l’ubiquitine est en revanche très faible (500ȝM), similaire 
aux domaines VHS d’ESCRT-0. Plus récemment (Shields et al, 2009), un second point de contact avec 
l’ubiquitine a été déterminé sur Mvb12 par RMN : comme pour ESCRT-0, l’association de plusieurs 
points de contacts à l’ubiquitine permettrait à ESCRT d’accomoder différents types de cargo 
simultanément.  

 
L’extrémité C-terminale (ou CTD) de Vps28 est composée de quatre hélices (Pineda et al. 2006), 

et peut lier ESCRT-II en interagissant avec Vps36 sur deux surfaces distinctes, les domaines NZF (N-Zinc 
Finger), avec une forte affinité de 57 nM (Gill et al., 2007). Le domaine CTD de Vps28 pourrait interagir 
directement avec Vps20/CHMP6, donc ESCRT-III (Pineda et al., 2006). Cette interaction suggère que 
cette extrémité joue un rôle de plateforme dans la mise en place d’ESCRT-II et ESCRT-III, au niveau du 
cargo ubiquitinylé. Dans le même papier, les auteurs montrent que la protéine Vps28 en solution existe 
sous une forme à la fois monomérique et dimérique, sur la base du profil d’élution et d’expériences de 
cross-link. La partie N-terminale de Vps28 est nécessaire au maintien de cette forme dimérique : en 
revanche la partie C-terminale reste monomérique en solution, bien qu’elle cristallise sous la forme d’un 
dimère parallèle. En revanche, les données basse-résolution du complexe ESCRT-I en solution (Boura et 
al., 2011)  ne montrent qu’une forme monomérique : de fait, il est difficile sur la base de ces seules 
données de proposer un modèle d’oligomérisation d’ESCRT-I. On ne peut en revanche exclure qu’une 
telle dimérisation/oligomérisation puisse avoir un rôle transitoire  dans la formation des corps 
multivésiculés, mais cette possibilité reste à vérifier expérimentalement.  

 
5.2  Structure d’ESCRT-II  
ESCRT-II est un complexe stable, formé de deux copies de VPS25, et d’une copie de VPSγ6 et 

VPS22 (voir figure 9). La structure cristallographique montre un aspect trilobé : deux des lobes sont 
formés par VPS25, tandis que le troisième lobe est formé par VPS36 et VPS22.   

 

Figure 9: Structure du complexe ESCRT-II 
chez l’homme (d’après Im et al., 2009)  La 
structure d’ESCRT-II chez l’homme est proche 
de la levure. Le domaine GLUE est rajouté à 
postériori, car absent de la structure 
cristallographique. Les auteurs proposent 
également un modèle d’interaction de VPS25 
avec VPS20/CHMP6, à partir de la structure de 
VPS24/CHMP3 (Muziol et al., 2006). Les 
lignes en pointillé indiquent une flexibilité des 
deux lobes formés par VPS25. 
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ESCRT-II peut interagir avec ESCRT-I par l’intermédiaire du domaine GLUE de VPSγ6 (Teo et 
al., 2006) : Vps36 chez la levure possède deux motifs en doigt de zinc (NZF1 et NZF2) capables 
d’interagir respectivement avec l’extrémité c-terminale de Vps28 (ESCRT-I) et l’ubiquitine. Chez 
l’homme, ces deux motifs sont absents de la structure primaire ; en revanche, l’interaction de GLUE avec 
Vps28 et l’ubiquitine est bien conservée (Slagsvold, 2005).  

Chez la levure,  le domaine GLUE participe à l’interaction d’ESCRT-II avec des vésicules 
enrichies en PtdInsγP (Teo et al., 2006). Ce site d’interaction avec des membranes biologiques n’est pas 
spécifique du PtdInsγP, mais s’étend à d’autres types de phosphoinositides, notamment le PtdIns4P, le 
PtdIns(3,4)P2, et le PtdIns(3,5)P2. Il s’agit d’un point de différence important avec ESCRT-I, pour lequel la 
spécificité du PtdIns3P est beaucoup plus marquée. Le domaine GLUE peut donc interagir simultanément, 
et indépendamment, avec ESCRT-I, l’ubiquitine, et la tête polaire du PtdInsγP. L’hélice Į0 de VPS22 
semble également participer à l’interaction d’ESCRT-II avec des membranes biologiques (Im et al., 2008), 
en association avec le domaine GLUE, sur des liposomes PC:PE:PI (75:20:5). 

 
ESCRT-II recrute deux copies de VPS20/CHMP6 à partir de VPS25, avec une affinité de l’ordre 

du microMolaire (7 ȝM). Cette interaction conduit donc à la formation de deux complexes VPS20:VPS25 
distincts (Im et al., 2009). Ces interactions sont médiées par plusieurs résidus de la face concave de 
VPS25 dans la structure cristallographique, et la mutation de certains de ces résidus conduit à l’abolition 
de cette interaction. VPS20 est co-cristallisée à partir d’un fragment de l’hélice Į1 : dans le cristal, le 
fragment minimal interagissant avec VPS25 est composé principalement des résidus 11 à 35, soit 
l’extrémité N-terminale de Į1, et implique treize résidus. Sur la base des structures du complexe VPS20-
VPS25, ainsi que de la structure d’ESCRT-II seul, les auteurs ont replacé cette interaction dans le contexte 
d’une membrane lipidique. Cependant, l’orientation des deux molécules VPS20 rend incompatible la 

Figure 10: Modèle intégré d’ESCRT-II 
chez l’homme (d’après Im et al., 2009).  A 
partir de la structure d’ESCRT-II (fig. 
XVII), les auteurs positionnent le domaine 
GLUE de VPS36, en complexe avec 
l’ubiquitine. Sur la base des sites 
d’interaction connus avec ESCRT-III, les 
auteurs placent VPS20 en complexe au 
niveau de la face concave de la sous-unité 
VPS25. La membrane lipidique est 
représentée par une ligne jaune : son 
orientation est définie à partir des deux sites 
d’interaction connus d’ESCRT-II. Le 
complexe ESCRT-II  :VPS20 ne peut être 
reformé qu’en imposant une courbure de la 
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fixation du domaine GLUE et de VPS22 à une membrane lipidique plane. Les auteurs parviennent à 
résoudre ce paradoxe en imposant in silico une courbure de la membrane compatible avec un phénomène 
de remodelage membranaire. (voir figure 10) 

Ainsi, Im et al. proposent un mécanisme où ESCRT-II recruterait ESCRT-III par l’intermédiaire 
de VPS20, dans le contexte d’un processus de bourgeonnement. 

 
 
5.3 Rôle d’ESCRT-I et ESCRT-II dans l’initiation du bourgeonnement 
L’étape de bourgeonnement, soit la formation d’une vésicule encore connectée à la membrane 

limitante de l’endosome, est médiée par l’action conjointe d’ESCRT-I et ESCRT-II (Wollert et al., 2010). 
En outre, les auteurs montrent que l’action isolée de l’un ou l’autre de ces complexes n’entraine la 
formation d’aucun bourgeon : selon le modèle actuel, ce serait donc bien la formation d’un 
supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-II  qui entrainerait cette étape de remodelage membranaire 
indépendamment d’ESCRT-III . La structure d’ESCRT-II en complexe avec VPS20/CHMP6 suggère en 
effet que, physiologiquement, le recrutement d’ESCRT-III serait optimal dans le contexte d’une surface 
membranaire déjà incurvée, et donc un bourgeon déjà formé. En revanche aucune structure 
cristallographique du supercomplexe ESCRT-I/ESCRT-II n’existe à ce jour, et les modèles en solution 
d’ESCRT-I et ESCRT-II ne permettent pas de conclure sur d’éventuelles propriétés physiques d’un tel 
échaffaudage. De plus rien ne permet, en l’état, de considérer qu’à un événement de bourgeonnement 
corresponde un seul complexe ESCRT-I ou ESCRT-II  : de fait, la stochiométrie des protéines impliquées 
est encore hypothétique, de même que d’éventuelles modifications post-traductionnelles en cours de 
bourgeonnement. (voir figure 11) 

 
En l’état, les bases physiques de ce bourgeonnement ESCRT-III indépendant sont donc 

purement spéculatives. 

Figure 11: Modèle d’involution de la membrane par ESCRT-I et ESCRT-II  (d’après Raiborg et Stenmark, 
2009). ESCRT-O concentre le cargo ubiquitinylé au niveau de microdomaines, associés aux puits de clathrine. Il 
recrute ESCRT-I, qui lui-même vient recruter ESCRT-II. L’action conjointe d’ESCRT-I et ESCRT-II marquerait 
le point de bourgeonnement, selon un mécanisme et une stochiométrie encore mal définis. 
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6. Rôles et structure d’ESCRT-III  

ESCRT-III est un complexe dynamique, capable de polymériser au niveau de la membrane des 
endosomes, et de stochiométrie mal définie (Babst et al., 2002): contrairement à ESCRT-I et ESCRT-II, 
le complexe ESCRT-III ne constitue donc pas un ensemble stable. Dans un souci de clarté, on utilisera 
la nomenclature des protéines ESCRT-III chez l’homme, sauf mention : 

 

On notera que la levure possède seulement un isoforme de chaque protéine (à l’exception de 
CHMP7), alors que les eucaryotes supérieurs possèdent trois isoformes de CHMP4, ainsi que deux 
isoformes de CHMP2 et CHMP1. Au total, le système ESCRT est composé de sept protéines différentes 
chez la levure, et de 12 protéines chez les mammifères.  

  

 
Complexe 

 
Homme 

 

 
Levure 

 
ESCRT-III  

 

 
CHMP6 

 
Vps20 

  
CHMP4A, B, C 

 
Vps32/Snf7 

  
CHMP3 

 
Vps24 

  
CHMP2A, B 

 
Vps2 

 
ESCRT-III like 

 
CHMP1A, B 

 
Vps46/Did2p 

  
CHMP5 

 
Vps60/Mos10 

  
IST1 

 
Ist1 

  
CHMP7 

 

 
- 
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6.1  Structure générale des protéines CHMPs 
 A l’exception de CHMP7 (Horii et al., 2006), les protéines CHMP sont longues d’environ 220 
acides aminés, caractérisées par une répartition inégale de leurs charges, et présentent une partie n-
terminale basique et une partie c-terminale acide (voir figure 12).  Les données à notre disposition, basées 
sur les structures de CHMP3 (Muziol et al., 2006 ; Bajorek et al., 2009) et de Ist1 (Xiao et al., 2009 ; 
Bajorek et al., 2009), ainsi que les prédictions de structures secondaires, suggèrent un repliement commun 
à toutes les protéines CHMP (Babst et al., 2002 ; Muziol et al., 2006 ; Xiao et al., 2009). Elles sont en 
général composées de six hélices, bien que leur nombre et leur longueur puissent varier sensiblement (voir 
figure 12, 13). Les hélices Į1 et Į2 forment un structure en épingle à cheveux, et font suite à une 
extrémité n-terminale désordonnée. Les hélices Įγ et Į4 se replient respectivement sur les hélices Į2 et Į1. 
Dans la structure de CHMP3 publiée par Bajorek et al., l’hélice Į5 se replie sur la partie n-terminale d’Į2. 
Enfin, l’hélice Į6 ainsi que la région entre Į4 et Į5  
n’apparaissent pas dans cette structure cristallographique 
et sont libres en solution, sans contact avec le cœur de la 
protéine en solution (Rozicky et al., 2011). 
 
Des fragments des protéines CHMP6 (Kieffer et al, 2008 ; 
Im et al., 2009), CHMP1A (Kieffer et al., 2008), 
CHMP1B (Yang et al., 2008) et CHMP2B (Stuchell-
Brereton et al., 2007) ont également été rapportés en 
complexes, mais à ce jour aucune autre structure CHMP 
n’a été déterminée sous sa forme complète. 
 
 En outre, CHMP6 peut être modifiée post-
traductionnellement (Yorikawa et al., 2006) par 
myristoylation in vivo, à partir d’un site consensus en n-
terminal. Cette modification jouerait un rôle dans le 
recrutement à la membrane, notamment par le biais du 
PtdIns3P. En revanche cette modification semble propre à 
CHMP6 et n’a pas été rapportée chez les autres protéines 
CHMP.  
 
 

 

 

 

Figure 12: Les protéines CHMP partagent la 
même structure tertiaire. La structure de 
CHMP3 (8-222) (Bajorek et al., 2009) est 
utilisée comme référence. L’hélice Į6 n’est pas 
visible dans la structure cristallographique, 
probablement libre en solution, et n’est donc 
pas représentée. L’hélice Į5 interagit avec 
l’hélice Įβ sous sa forme autoinhibée.  
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Figure 13: les protéines CHMP ont un repliement similaire mais une structure primaire peu conservée.  
La séquence primaire des protéines CHMP1-6 humaines est alignée sous ClustalW, et la figure générée par EsPript avec 
CHMPγ comme référence pour l’assignation des structure secondaires. Les protéines Ist1 et CHMP7 ne sont pas incluses 
car trop divergentes.  
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6.2 Le principe d’autoinhibition  

 Les protéines CHMP alternent entre une forme inactive, soluble et cytosolique, et une forme dite 
active, capable d’interagir avec la membrane des endosomes (Babst et al., 2002). Par ailleurs, il a été 
montré que CHMP3 pouvait spécifiquement interagir avec le PtdIns(3,5)P2 (Whitley et al., 2003), et la 
partie n-terminale de CHMP4 (composée des hélices Į1 et Į2) avec le PtdInsγP préférentiellement (Lin et 
al., 2005). Une hypothèse simple est donc que, in vivo, la capacité des protéines CHMP à s’associer aux 
membranes et à polymériser puisse être régulée par un changement conformationnel (ou « activation ») 
qui démasquerait la partie n-terminale (voir figure 14). En surexprimant des versions tronquées de ces 
protéines CHMP, deux équipes ont ainsi pû montrer (Zamborlini et al., 2006 ; Shim et al., 2007) que la 
partie c-terminale était responsable de l’autoinhibition. La délétion des hélices Į5 et Į6 conduit ainsi à la 
relocalisation des protéines CHMP au niveau de la membrane plasmique et/ou de vacuoles, ce qui suggère 
qu’une interface critique à leur interaction est démasquée. La surexpression de protéines marquées en c-
terminal avec une étiquette volumineuse (type GFP) produit des effets similaires. Les bases de cette 
autoinhibition (Muziol et al., 2006 ; Bajorek et al., 2009) 
ont été éclaircies avec les structures d’Ist1 et CHMPγ. 
Initialement, Muziol et al., ont montré qu’une construction 
de CHMP3 tronquée des hélices Į5 et Į6 en C-terminal 
pouvait  dimériser in vitro, contrairement aux protéines 
sauvage et tronquées seulement de Į6. Un autre papier 
montre que CHMP3 (9-222) peut, en présence d’une forte 
concentration saline (Lata et al., 2008), exister sous une 
forme ouverte et sous une forme fermée. Or, Bajorek et al. 
montrent sur la base des structures connues de CHMP3 que 
des mutations perturbant seulement l’interaction entre Į5 et 
Į2 stimulent la polymérisation d’ESCRT : un modèle 
simple attribuerait donc à l’hélice Į5, et non Į6, cette 
autoinhibition.. L’activation des protéines CHMP 
résulterait donc principalement de la déstabilisation de 
l’interface Į5/Į2, et démasquerait une ou plusieurs autres 
interfaces impliquées dans la polymérisation et/ou 
interactions protéine/protéine. Les phénotypes dûs à la 
délétion simple de Į6 seraient donc distincts de ceux liés à 
l’autoinhibition, car liés en partie à la perte d’une 
interaction avec VPS4 (voir plus loin). 
 
 

  6.3 Les différents polymères ESCRT 
 La surexpression de CHMP4A et CHMP4B dans des cellules COS-7 conduit à l’apparition de 
filaments d’environ 5 nm de diamètre  (Hanson et al., 2008), s’assemblant de façon concentrique pour 
former des structures circulaires de près de 100 nm au niveau de la membrane plasmique. 
Occasionnellement, des striations transversales montrent une périodicité de 4 nm. Bien que la présence de 
polymères ESCRT-III ait déjà été mise en évidence (Babst et al., 2002), ce papier montre pour la première 
fois des polymères ESCRT-III par microscopie électronique, attachés à la membrane plasmique : plus 
surprenant encore, la coexpression d’un mutant dominant-négatif de l’ATPase VPS4 entraine la formation 

Figure 14 :  CHMP3 existe sous une 
forme active, dite « ouverte », et sous 
une forme inactive, dite « fermée » 
(d’après Xiao et al., β009).  Sous sa forme 
inactive, CHMP3 est préférentiellement 
cytosolique. Sous sa forme active, elle 
s’associe à la membrane des endosomes et 
participe à la formation d’ESCRT-III. 
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de protrusions au niveau de ces polymères. La composition de ces protrusions n’est pas connue ; en 
revanche, cette modification de topologie est dépendante de CHMP4 et de VPS4. De fait, les auteurs 
montrent également pour la première fois un lien entre polymérisation et bourgeonnement. 
 

 Cette capacité de polymérisation en tubes et/ou anneaux a aussi été rapportée pour CHMP2A et 
CHMP3 (Lata et al., 2008b ; Bajorek et al., 2009). Des mélanges équimolaires, ou avec un excédent de 
CHMPγ, conduisent à la formation d’hétéropolymères, semblables à des tubes, d’environ 50 nm de 
diamètre. Ces tubes peuvent, dans certains cas, atteindre 1-2 ȝM de longueur, et adopter à l’une de leurs 
extrémités une structure conique terminée par un dôme. Dans un cas (Lata et al., 2008b), des tentatives 
de reconstruction par cryo-EM ont permis de placer le dimère cristallographique CHMP3 (Muziol et al., 
2008) dans l’épaisseur du tube. En revanche la résolution du modèle n’a pas permis d’identifier sans 
ambiguité les surfaces impliquées dans cette macro-structure.  
 
 Des homopolymères CHMP2A (Lata et al., 2008b), CHMP4B (Ghazi-Tabatabai, 2008 ; Pires et 
al., 2009), CHMP1B (Bajorek et al., 2009), Ist1 (Bajorek et al., 2009), et  Vps24 (Ghazi-Tabatabai, 2008) 
ont également été rapportés dans la littérature. Certains forment des anneaux  (CHMP2A, CHMP4B), 
d’autres plutôt des hélices (Vps24), voire des tubes (Ist1) ; cette variabilité de formes ne permet pas en 
revanche de déterminer la fonction de ces différentes structures ni leur ordre d’assemblage. Les 
dimensions de certains de ces polymères excèdant très largement les ordres de grandeur des vésicules 
intraluménales, il reste à démontrer que ces macrostructures puissent toutes se former in vivo. (voir 
figure 15) 
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CHMP2A 9-161 
CHMP3 9 -222 

CHMP2A 
CHMP3 1-150 

CHMP2A
CHMP3 

CHMP4B (COS7) CHMP4B + VPS4B (E235Q) 

Vps24 

Figure 15 : les protéines CHMP peuvent polymériser in vitro  sous plusieurs formes. 
Observations pas microscopie électronique. Echelle : 100 nm. 
 
A. (Hanson et al., 2008) – Deep-etch EM - polymères de CHMP4 dans des cellules COS-
7, après cotransfections de CHMP4 et une ATPase VPS4 déficiente en hydrolyse 
B. (Bajorek et al., 2009) – tubes CHMP2-CHMPγǻC. L’utilisation de deux protéines non 
activées ne permet pas la formation de ces tubes (à gauche). 
C. (Lata et al., 2008) – tubes similaires obtenus à partir de CHMP2ǻC-CHMP3 
D. (Ghazi-Tabatabai, 2008) – hélices formées par Vps24 (levure). Ces structures n’ont pas 
pû être reproduites avec CHMP3. 

A. 

B. 

D. 

C. 
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 6.4 Polymérisation, Constriction puis Scission 
 Le consensus général est que ces polymères, ainsi que les différents empilements cristallins, 
puissent mettre en évidence certaines des propriétés physiques de ces protéines CHMP (Lenz et al., 2009 ; 
Bajorek et al., 2009 ; Fabrikant et al., 2010, Peel et al., 2011). Dans le cas des tubes CHMP2A-CHMP3 
(Lata et al., 2008 ; Bajorek et al., 2009), une activation préalable de l’une ou l’autre des protéines est 
nécessaire à l’apparition des tubes. En revanche, les structures formées in vitro par CHMP4 (Hanson et al., 
2008 ; Pires et al., 2009) ne semblent pas nécessiter d’activation préalable : il semblerait donc que 
l’activation des protéines CHMP, donc la suppression de l’interface Į2-Į5, démasque en partie des 
surfaces importantes pour ces polymérisations, mais qu’elle puisse selon les polymères considérés avoir 
un rôle moins significatif et/ou être compensée par une concentration locale plus importante.  
 

Les données cristallographiques des protéines CHMP  (Bajorek et al., 2009), ainsi que les 
reconstitutions EM des homo- (Ghazi-Tabatabai et al., 2008) et hétéropolymères (Lata et al., 2008b) 
suggèrent que les hélices Į1, Į2, Įγ et Į4 (et non Į5-Į6) soient impliquées dans ces assemblages. De plus, 
une construction de CHMP4 ne possédant rien d’autre que les hélices Į1 et Į2 (Hanson et al., 2008), et 
n’interagissant pas avec VPS4, peut également former ces polymères au niveau de la membrane 
plasmique.  
   
 
 
 
 

 
 
 
 
 

CHMP4  

Figure 16 : trois modèles de constriction en 
spirales par CHMP4/Snf7 ont été proposé 
(Peel et al., 2011). 
 
La formation d’une barrière physique entraine 
une diminution locale de la fluidité 
membranaire. La diminution du diamètre serait 
induite par l’agencement en spirales. 
 
1. Un seul filament de CHMP4 est nucléé 

au point de bourgeonnement. 
2. Deux filaments sont nucléés.  
3. L’action de VPS4 entraine une 

constriction du polymère. 
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 En utilisant les GUVs comme modèle, et d’après les expériences chez la levure (Wollert et al., 
2009 ; 2010), il a été montré que Snf7 pouvait, in vitro, seul prendre en charge le phénomène de scission. 
Dans ce modèle minimal, Snf7 formerait une spirale au niveau du point de bourgeonnement initié in vivo 
par ESCRT-I/ESCRT-II. Snf7 serait donc responsable de la constriction (rétrécissement du diamètre) du 
cou de la vésicule.  
 

Dans un premier modèle (voir figure 16), la constriction serait ainsi provoquée par une 
diminution de la fluidité membranaire dans la zone délimitée par le, ou les, polymère(s). La 
polymérisation de Snf7/CHMP4 aurait donc potentiellement deux fonctions : délimiter le cou de la 
vésicule, mais aussi son diamètre (et donc indirectement la taille de la vésicule). Chez la levure, des 
données récentes (Teis et al., 2010) suggèrent qu’ESCRT-II serait un point de nucléation de deux 
polymères Snf7, et que la suppression d’un de ces points induirait un défect chez la levure. Un second 
modèle a donc été proposé où cette constriction serait induite par le mésappariement de deux polymères 
Snf7 plutôt qu’un : ce mésappariement s’apparenterait ici à un glissement d’un filament sur l’autre, ce qui 
entrainerait le remodelage. Enfin, un troisième modèle propose un couplage entre la polymérisation de 
Snf7 et l’activation de l’ATPase Vps4 : ici, Vps4 serait impliquée dans la diminution progressive du 
diamètre du polymère et donc la constriction. Ce dernier modèle est donc bien distinct des deux autres, en 
celà qu’il propose un rôle actif et direct de Vps4 dans le processus de scission.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17: un modèle de scission membranaire par les tubes 
CHMP2A/CHMP3 a été proposé.  (d’après Fabrikant et al., β010 ; Peel et al., 
2011) 
 
CHMP2A et CHMP3 vont être recrutés au niveau du cou de la vésicule naissante 
où ils vont polymériser en dômes. Au fur et à mesure de sa progression, la surface 
externe du polymère impose à la membrane une réduction du diamètre du cou 
jusqu’à γnm. A ce stade, l’état post-fission devient énergétiquement favorable et la 
vésicule se forme.   

CHMP2A / CHMP3 
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Sur la base de la première structure cristallographique de CHMP3 (Muziol et al., 2006), les 
auteurs suggèrent qu’une interface basique puisse médier des interactions entre les protéines CHMP et la 
membrane au niveau de Į1, donc en n-terminal de la protéine. La structure en épingle à cheveux formée 
par les hélices Į1 et Į2 serait, de fait, impliquée à la fois dans la polymérisation et dans des interactions 
avec les lipides. A partir de la structure de l’hétéropolymère CHMP2A-CHMP3 (Lata et al., 2008b), cette 
surface se situerait à l’extérieur du tube. 
 

Les tubes CHMP2A-CHMPγ peuvent se former en l’absence de membrane ou de liposomes : 
ils sont produits seulement en mélangeant les fractions monomériques de chaque protéine, dont au moins 
une doit être activée. Compte tenu du diamètre des tubes, il a donc été proposé (Fabrikant et al., 2009) que 
ces structures puissent se former à la base de la vésicule naissante, dans des conditions physiologiques au 
niveau d’un cou préformé et d’environ 50 nm de diamètre. Des modèles physiques ont été proposé pour 
expliquer un remodelage membranaire (Lenz et al., 2009 ; Fabrikant et al., 2009) par ces structures. Les 
polymères CHMP2-CHMP3 formeraient ainsi un dôme en contraignant la membrane jusqu’à atteindre un 
diamètre d’environ γnm. A ce stade, l’état post-fission serait thermodynamiquement favorisé, car de plus 
faible énergie. (voir figure 17) 

Ici, la modélisation considère un cas où VPS4 jouerait plutôt un rôle accessoire et/ou indirect. 
Paradoxalement, des tubes préformés sont capables de recruter VPS4 à leur centre, et l’ajout d’ATP 
dépolymérise l’ensemble du complexe (Lata et al., 2008b), suggérant plutôt un rôle direct. 

 
Se pose la question du rôle de VPS4 in vivo dans le processus de remodelage membranaire. 

Et donc de comprendre si, in vivo, VPS4 pourrait participer à la structure et/ou la fonction même 
des polymères ESCRT.  

 
 
6.5 Des modèles détaillés, mais contradictoires, d’ESCRT-III  
Bien que les données relatives à la structure et à la fonction des complexes ESCRT-III se soient 

très largement précisées au cours des dernières années, il est à ce jour difficile de proposer un modèle 
unique de ce remodelage. En effet, les données fonctionnelles obtenues in vitro chez la levure sont 
contradictoires avec le rôle supposé de CHMP2 et CHMP3 chez les mammifères. Pour Wollert, la 
scission par ESCRT-III chez la levure est accomplie par la polymérisation de Snf7 (homologue de 
CHMP4) et les polymères formés par d’autres protéines CHMP ne sont pas concernés par ce mécanisme. 
Au contraire, les auteurs ne considèrent Vps2/CHMP2 et Vps24/CHMP3 que sous leur forme 
monomérique.  
 
 

Les expériences in vitro sur les GUVs (Wollert et al., 2009 ; 2010) nécessitent seulement 
l’activation de Snf7 par Vpsβ0. Dans ce contexte, Vps24/CHMP3 et Vps2/CHMP2 viendraient coiffer le 
polymère Snf7 à postériori, puis recruter Vps4. Cette première expérience suggère que Vps4 n’aurait, 
chez la levure, qu’un rôle de recyclage des complexes ESCRT préformés. De fait, les auteurs n’attribuent 
aucun rôle à Vps4 dans la scission.  

 
Ce modèle est en contradiction avec d’autres observations. Hanson (Hanson et al., 2009) montre 

que l’émergence des protrusions en cellules COS-7 est dépendante de l’effet dominant-négatif d’un 
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mutant de VPS4, ce qui suggère plutôt un rôle direct de cet enzyme dans le processus de tubulation. Par 
ailleurs le contenu de ces protrusions n’a pas été identifié, et les seuls polymères présentant un aspect 
tubulaire (et capables d’être dépolymérisés par VPS4) sont ceux formés par CHMP2-CHMP3 (Lata et al., 
2008). Dans le modèle de Fabrikant, il est d’abord discuté un phénomène de scission VPS4-indépendant. 
Toutefois les auteurs n’excluent pas que VPS4 puisse aussi jouer un rôle dans le maintien de la structure 
en dôme décrite précédemment. En considérant que la rigidité de cette structure soit similaire à celle de la 
membrane elle-même, VPS4 pourrait donc stabiliser la forme cônique dans un premier temps, puis 
favoriser le passage vers l’état « post-fission » en induisant un changement conformationel.  

 
Ces deux modèles (voir figure 18) considèrent toutefois la formation des ILVs comme un 

mécanisme de scission médié exclusivement par protéine. Or, le rôle de microdomaines enrichis en 
certains lipides n’est pas à ce jour clairement défini : dans la mesure où les protéines ESCRT localisent 
seulement au niveau du cou de la vésicule, elles ne forment pas de manteau (ou « coat ») contrairement à 
d’autres modèles de bourgeonnement comme la clathrine. Cependant, les complexes ESCRT présentent 
une affinité particulière pour certains phosphoinositides, tels que le PI3P ou le PI3,5P. La composition 
lipidique des vésicules intraluménales n’est pas connue précisément, et la plupart des expériences in vitro 
n’ont jusqu’à présent pas considéré cet aspect comme une variable. Il est donc possible que ces espèces 
soient enrichies au niveau des points de bourgeonnement, et que cet aspect du bourgeonnement ait été 
négligé dans la reconstitution in vitro de ces phénomènes : de fait, le bourgeonnement ESCRT-dépendant 
serait potentiellement, au moins en partie, aussi médié par les lipides eux-mêmes (Hurley et al., 2010). 

 
 
 

 

 

B. 

A. 

Figure 18 : deux modèles 
différents, mais contradictoires 
de scission par ESCRT-III 
(Carlton et al., 2010) 
 
A. Le modèle « CHMP4-

seul », déterminé pour les 
protéines ESCRT-III chez la 
levure, ne considère que la 
polymérisation de Snf7/ 
CHMP4. 
 

B. Le modèle « en dôme » 
considère un premier 
polymère CHMP4, suivi 
d’un sous-complexe 
CHMP2-CHMP3 venant 
terminer la scission. 
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7. Le complexe VPS4-VTA1 
7.5 Structure de Vps4 
VPS4 appartient à la grande famille des AAA+-ATPases. On retrouve deux isoformes chez les 

mammifères, VPS4A et VPS4B, mais un seul chez la levure. Aucune différence fonctionnelle n’a pû être 
identifiée pour les deux isoformes de VPS4 chez l’homme : il est donc possible que leurs fonctions 
soient, au moins en partie, redondantes.  

Brièvement, Vps4 est composée d’un domaine MIT en n-terminal, composé de trois hélices Į, 
capable d’interagir avec les motifs MIM1 (CHMP2/CHMP3) et MIM2 (CHMP4/CHMP6)  présents en 
c-terminal des protéines CHMP. Ce domaine MIT a une double fonction : il est responsable du 
recrutement de VPS4 par le complexe ESCRT-III, et il régule négativement son activité ATPasique. 
(Merril et al. 2010) ; les motifs MIM1 et MIM2 interagissent avec le domaine MIT par deux surfaces 
distinctes. De fait, un domaine MIT peut interagir simultanément avec un motif MIM1 et un MIM2. Par 
ailleurs il a été montré que l’activité ATPasique de VPS4 pouvait être stimulée par la présence des motifs 
MIM isolés (Azmi et al., 2006 ; Merril et al., 2010), ce qui suggère une activation de l’enzyme et/ou 
une oligomérisation au contact des protéines CHMP et en présence d’ATP (voir figure 19). 

 
 

 

Figure 19: Structure de Vps4 
 
Reconstitution du dodécamère Vps4E233Q en 
présence d’ATP à β5Å. (d’après Landsberg et 
al., 2009) 
 
 
Quatre vues différentes du modèle.  
Le modèle de hVps4ǻMIT (PDB : 1XW1) est placé 
dans la densité. Les régions du modèle qui 
dépassent sont entourées en noir. Le code couleur 
est identique à celui du monomère Vps4 chez la 
levure (Xiao et al., 2007 ; voir ci-contre) 
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Vps4 présente encore deux sous-domaines AAA+ responsables de son activité. En outre, elle 
présente un domaine ȕ et une hélice Į c-terminale potentiellement impliqués dans la dimérisation. La 
stochiométrie de l’oligomère VPS4 est toujours sujette à controverses. En l’absence d’ATP Vps4 
forme un dimère stable en solution (Gonciarz et al., 2008 ; Yu et al., 2008 ; Landsberg, 2009), et 
l’homologue humain VPS4B présente un équilibre monomère-dimère (Azmi et al., 2006). Les structures 
du monomère ont été résolu chez l’homme et la levure (Scott et al., 2005; Xiao et al., 2007) ; en revanche, 
la structure de Vps4 sous sa forme oligomérique est inconnue. En incubant un mutant Vps4E233Q (pouvant 
lier mais pas hydrolyser l’ATP) avec son substrat (Babst et al., 1998 ; Azmi et al., 2006 ; Landsberg et al., 
2009), on observe une oligomérisation de la protéine et la formation d’un dodécamère (Landsberg et al., 
2009) : d’après cette dernière reconstruction par cryo-EM, la structure serait formée par la superposition 
de deux hexamères. Cette structure conduit à la formation d’un pore central, d’environ 30Å de 
diamètre, et fermé à l’une de ses extrémités par une densité non identifiée. Les deux anneaux  semblent 
exercer une rotation d’environ 8º par rapport à l’axe central de la reconstruction : cette observation est 
consistente avec un mécanisme de cliquet (ou « ratchett »), où la rotation d’un anneau induite par 
l’hydrolyse de l’ATP entraine la rotation du second. Le complexe VPS4 ainsi formé s’associerait à 
ESCRT-III par ses domaines MIT, puis induirait leur dissociation de la membrane à travers plusieurs 
changements conformationnels (Babst et al., 1998, 2002; Scott et al., 2005; Stuchell-Brereton et al., 2007; 
Vajjhala et al., 2007; Yeo et al., 2003). 

 
 

7.2 Les protéines associées à Vps4 : rôle de VTA1, CHMP1 et IST1 
Il a été montré que les protéines VTA1, CHMP1/Did2 et IST1 pouvaient interagir avec VPS4, et 

que ces interactions étaient conservées chez la levure et l’homme (Lottridge et al., 2006 ; Dimaano et al., 
2008). Des structures partielles de Vta1 (Xiao et al., 2008 ; Yang et al., 2010) et Ist1 (Rue et al., 2008 ; 
Xiao et al., 2009 ; Bajorek et al., 2009) sont disponibles. Ist1 adopte un repliement similaire à celui des 
protéines CHMP, mais avec la particularité de posséder à la fois un domaine MIM1 et un domaine MIM2. 
Vta1 présente une architecture plus spécifique et forme des dimères en solution. Elle présente en outre 
deux domaines MIT capables de recruter spécifiquement CHMP1/Did2 et Ist1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 20: modèle d’assemblage de Vps4 (d’après Shestakova et al., 2010). 
 
Shestakova propose un modèle d’assemblage  séquentiel de Vps4, et un rôle de régulation pour Ist1. 
Vta1 faciliterait l’assemblage en dodécamères, en recrutant un second hexamère par ses domaines 
MIT. Cet assemblage est directement stimulé par la présence du polymère ESCRT-III. 
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A partir de données in vivo sur la levure, un modèle élaboré de l’assemblage de VPS4 sur ESCRT-
III a été proposé (Shestakova et al., 2010 ; Babst et al., 2011). Dans ce modèle, Ist1 maintiendrait Vps4 
sous forme inactive dans le cytosol. Au contraire, le dimère Vta1 favoriserait l’assemblage de Vps4 en 
dodécamères et la transition vers la forme active. (voir figure 20). 
 

7.3 Une carte d’interactions complexe 

Il est évident que les derniers modèles relatifs à ESCRT ont atteint un niveau de complexité 
important, puisqu’ils font intervenir notamment chez les mammifères plus d’une vingtaine de protéines 
différentes (en comptant les isoformes). La carte d’interactions qui émerge est d’autant plus difficile à 
hiérarchiser que certaines de ces interactions varient selon les constructions utilisées, ce qui est consistant 
avec le principe d’autoinhibition (e.g., Lata et al.,2008; Lin et al., 2005; Shim et al., 2007). En outre, 
compte tenu de la diversité des fonctions cellulaires associées à ESCRT, il faut également tenir compte de 
la redondance de certains isoformes et/ou de l’implication plus spécifique d’un isoforme dans un 
processus donné. Enfin, les aspects séquentiels de la mise en place d’ESCRT sont encore à considérer, 
notamment les paramètres cinétiques relatifs à ces interactions protéine-protéine ainsi que leurs affinités 
respectives. 

A ce titre, de nouveaux modèles d’étude commencent à apporter des informations 
essentielles à la mise en place d’ESCRT dans un cadre plus in vivo et fonctionnel : dans le prochain 
chapitre, j’aborderai donc ces nouvelles fonctions émergentes des protéines ESCRT. 
 

 

8. Les fonctions émergentes d’ESCRT 

8.1 Le bourgeonnement des virus enveloppés 

8.1.1 Généralités sur le cycle viral 

La catégorie des virus enveloppés (HIV, Virus Influenza...) regroupe plusieurs sous-ensembles de 
virus à ARN, ADN et rétrovirus. On distingue communément six grandes étapes dans le cycle viral des 
virus enveloppés : la fixation du virus à la cellule, l’entrée, la décapsidation, la réplication, 
l’assemblage, puis le bourgeonnement. Cette dernière étape diffère des virus non-enveloppés où la sortie 
du virus est induite par lyse cellulaire. Au cours du bourgeonnement, la particule virale acquiert son 
enveloppe : la capside va donc devoir se couvrir (ou s’ « envelopper ») d’une membrane puis se détacher 
de cette dernière pour être libérée dans le milieu extracellulaire. Le bourgeonnement final se produit au 
niveau de la membrane plasmique ; en revanche, les virus enveloppés ne vont pas tous transiter par les 
mêmes compartiments. (voir figure 21) 

 
Les virus Herpes, par exemple, vont fusionner au préalable avec la membrane du transgolgi 

(Johnson DC, Baines JD, 2011), puis être sécrétés dans un second temps au niveau de la membrane 
plasmique. Pour les virus HIV-1 et Influenza, en revanche, l’assemblage de la capside et le 
bourgeonnement se font directement depuis la membrane plasmique au niveau de radeaux lipidiques. En 
celà, ce processus de bourgeonnement est topologiquement similaire à celui observé pour la formation des 
vésicules intraluménales dans la voie des corps multivésiculés. Dans le cas d’Influenza (Yondola M, 
Carter C. et al., 2011 ; Chazal N, Gerlier D, 2003), cet assemblage est médié par l’interaction des 
protéines transmembranaires hémaglutinine (HA) et neuraminidase (NA) . HA recrute entre autres la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20DC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baines%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yondola%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carter%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chazal%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gerlier%20D%22%5BAuthor%5D
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protéine M1, qui va elle-même recruter la protéine M2. Très récemment, Rossman (Rossman et al., 2010) 
a proposé que M2 seule pouvait déformer la membrane plasmique. In vitro, M2 est capable de déformer 
des GUVs seules en s’incorporant dans des vésicules intraluménales. De plus, la surexpression de M2 
dans des cellules 293T induit la production de pseudoparticules virales dans le milieu. Le role in vivo de la 
machinerie ESCRT dans le processus de bourgeonnement du virus Influenza a été longtemps discuté : in 
vitro, une interaction entre M1 et VPS28 a même été rapportée (Bruce et al., 2009), en revanche aucune 
colocalisation in vivo n’a pu être mise en évidence dans le cadre d’un phénomène de bourgeonnement. 
Bien que l’interaction entre Influenza et la machinerie ESCRT suggère un rôle de cette dernière dans le 
cycle de réplication du virus, le bourgeonnement des particules virales est lui-même ESCRT-indépendant. 
De fait, le récent rôle attribué à M2 semble d’autant plus pertinent.  

Influenza pourrait donc devenir, à l’avenir, un modèle de choix pour l’étude générale des 
bourgeonnements ESCRT-indépendants. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 

B. 

Figure 21 : adapté de Martin-Serrano J, Neil SJ., 2011; Johnson DC, Baines JD., 2011. 
A. Association et Bourgeonnement sont assurés dans deux compartiments distincts chez le 

virus Herpes Simplex.  
Une fois la capside assemblée dans le noyau, elle subit deux cycles d’enveloppement, dans 
l’espace périnucléaire d’abord, puis dans le trans-golgi, avant de fusionner avec la membrane 
plasmique. 
 

B. Association et Bourgeonnement sont tous deux assurés au niveau de la membrane 
plasmique chez HIV-1 
La polyprotéine gag polymérise et s’associe à la membrane plasmique. La partie c-terminale 
recrute les facteurs endogènes ESCRT pour finaliser l’étape de bourgeonnement et le 
détachement de la particule. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20DC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baines%20JD%22%5BAuthor%5D
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Le cas du bourgeonnement du VIH-1 est en revanche plus clair vis-à-vis de la machinerie ESCRT 
(Weiss ER, Göttlinger H., 2011). Ici, l’assemblage et le bourgeonnement du virus sont médiés par la 
polymérisation de la polyprotéine virale gag. Entre autres, il a été montré que la protéine p6 (en c-terminal 
de gag) interagissait avec certains composants ou partenaires de la machinerie ESCRT, et que ces 
interaction étaient nécessaires au bourgeonnement à un stade tardif (VerPlank, 2001 ; Garrus, 2001 ; 
Martin-Serrano, 2001 ; Demirov, 2002 ; Zamborlini et al., 2006). La mutation de certains motifs riches en 
proline présents dans p6 (en particulier le motif PTAP) conduit à un défect tardif de bourgeonnement : 
selon les types cellulaires infectés, les virions restent alors maintenus à la membrane plasmique par une 
fine zone membranaire (Gottlinger et al., 1991) ou encore forment des chaines de virions aberrantes dans 
le milieu (Demirov et al., 2002). Cette donnée suggère donc que l’étape de détachement du virion n’est 
pas un phénomène spontané.  

 
Pour cette raison, ces domaines sont définis comme « tardifs ». Ils sont impliqués dans de 

multiples interactions protéine-protéine qui seront abordées en détail dans un chapitre séparé. 
 

8.1.2. Les bourgeonnements ESCRT-dépendants (cas du virus VIH) 
Dans le cas du bourgeonnement du virus VIH, c’est l’accumulation de la protéine gag au niveau 

de la membrane plasmique qui va marquer la formation du virion. L’interaction entre TSG101 et le motif 
tardif PTAP  de p6 a très tôt suggéré un rôle d’ESCRT dans le processus de bourgeonnement De même, la 
surexpression d’un mutant dominant-négatif de l’ATPase VPS4 perturbe la voie des corps multivésiculés 
et bloque le bourgeonnement du HIV (Garrus et al., 2001). (voir également figure 22) 

Enfin, les protéines CHMP constituant ESCRT-III (Zamborlini et al., 2006) peuvent également, 
sous certaines conditions, exercer un phénomène de dominance-négative. Dans ce dernier cas, la 
surexpression de protéines CHMP marquées par une étiquette volumineuse (type GFP), ou encore 
tronquées en C-terminal, conduit à une diminution importante de virions produits dans les cellules 293T. 
De fait, les complexes ESCRT-I, ESCRT-III et VPS4 sont impliqués dans ce bourgeonnement. Une autre 
protéine, Alix, a également été impliquée et interagit avec p6 par le motif tardif LXXLF (Strack et al., 
2003 ; Fisher et al., 2007 ; Lee et al., 2007). Il a été montré que le recrutement d’Alix par la protéine gag 
était également crucial dans le processus de bourgeonnement (Martin-Serrano et al., 2003), et que cette 
protéine accessoire jouait un rôle d’adaptateur entre ESCRT-I et CHMP4. A contrario, ESCRT-II et 
CHMP6 ne sont pas impliqués dans ce bourgeonnement (Langelier et al., 2006), alors qu’ils sont 
absolument nécessaires pour la génèse des corps multivésiculés : une explication simple est donc qu’Alix 
jouerait à la fois le rôle d’ESCRT-II et CHMP6 chez HIV-1. En revanche Alix semble dispensable à la 
formation des ILVs (Doyotte et al., 2008) ; à contrario, un homologue proche (HD-PTP/PTPN23) pourrait 
jouer ce rôle.  

 
Ces différences suggèrent qu’il existe en réalité plusieurs modes de recrutement possibles 

d’ESCRT-III, et que tous les processus ESCRT-dépendants ne sont pas strictement équivalents. Le 
bourgeonnement du virus VIH-1 présente notamment des spécificités remarquables par rapport au modèle 
de formation des ILVs médié par ESCRT chez la levure. En revanche, la dynamique précise d’assemblage 
de HIV-1 au niveau de la membrane plasmique (en particulier le recrutement d’ESCRT-III)  s’est révélée 
difficile à déterminer par les méthodes conventionnelles (Jouvenet N, Simon SM, Bieniasz PD, 2011). 
Très récemment (Baumgärtel et al., 2011 ; Jouvenet et al., 2011), deux équipes sont parvenues à suivre 
l’assemblage de ces virions en temps réel. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jouvenet%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simon%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bieniasz%20PD%22%5BAuthor%5D
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Ces deux travaux mettent en évidence le recrutement de VPS4 au point de bourgeonnement. 

L’équipe de Baumgärtel suggère en outre que VPS4, sous forme monomérique ou dimérique dans le 
cytosol, puisse oligomériser au niveau des VLPs (particules virales). Un des points remarquables soulevé 
par ces deux travaux est l’accumulation rapide d’un ou plusieurs dodécamères Vps4 en un « burst », au 
moment du détachement de la VLP, voire en amont : cette donnée suggère que l’assemblage ESCRT-
dépendant soit très transitoire, de l’ordre de quelques dizaines de secondes, à comparer à la dizaine de 
minutes requises pour le processus de bourgeonnement au complet. En outre, Jouvenet et al. montrent 
qu’en surexprimant un mutant dominant-négatif de VPS4, on bloque non seulement la libération des 
virions, mais on observe aussi un nombre croissant de complexes ESCRT associés aux VLPs, ce qui 
suggère fortement un rôle actif de VPS4 dans le mécanisme de scission. 

Les auteurs se sont également attachés à suivre l’accumulation de la protéine gag au niveau des 
zones d’assemblage : il apparait que la protéine gag s’accumule en une dizaine de minutes 
indépendamment de la machinerie ESCRT. Chez le virus EIAV, qui présente également un 
bourgeonnement ESCRT-dépendant, les auteurs observent une bonne corrélation entre l’accumulation de 
gag et celle d’ALIX : cette donnée est consistante avec un modèle où ALIX serait recruté par gag pour 
induire l’assemblage d’ESCRT-III indépendamment d’ESCRT-II. En effet, les auteurs observent après cet 
assemblage le recrutement des trois isoformes CHMP4 ainsi que de CHMP1B, suivi de VPS4. En outre, il 
apparait dans les deux cas qu’ESCRT-III est recruté tardivement, et que cette accumulation est favorisée 
quand l’activité de VPS4 est diminuée (en utilisant le  mutant dominant-négatif VPS4E228Q). 
Curieusement, les auteurs ne sont pas parvenus à retrouver l’accumulation d’ALIX au point de 
bourgeonnement du VIH, contrairement à ESCRT. Il est possible que cette absence soit liée à une 
accumulation moins marquée de la protéine, peut-être en raison de différences d’affinité avec les 
domaines tardifs des deux virus.  

 
A ce jour, les conditions requises pour l’activation et/ou le recrutement d’ESCRT-III ne sont 

toujours pas définies. Une première hypothèse est que la concentration d’ALIX doit atteindre localement 

Figure  22: adapté de Garrus et al., 2001. Virions bloqués à un stade tardif – observations par 
microscopie électronique – échelle 100 nm 
L’impossibilité pour les virions de recruter une machinerie ESCRT fonctionnelle se traduit par un 
défect tardif dans la phase de bourgeonnement, ce qui montre un rôle actif d’ESCRT dans cette 
dernière étape.  
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un seuil critique pour recruter ESCRT. Un autre hypothèse est que des nouveaux paramètres tels que la 
courbure de la membrane plasmique jouent un rôle critique dans cet assemblage. Enfin, une troisième 
serait que des protéines non identifiées dans la présente expérience jouent ce rôle d’activation.  

 
Il reste que l’implication des trois isoformes de CHMP4 dans le bourgeonnement du VIH n’est pas 

nouvelle. Notablement, il a été montré (Morita et al., 2011) que les trois isoformes (4A, 4B, 4C) sont 
impliqués dans ce processus : de fait, la déplétion individuelle de chacun de ces isoformes, en particulier 
CHMP4B, conduit à une inhibition de la libération des virions VIH. La codéplétion des trois isoformes 
entraine en comparaison une inhibition bien supérieure (166 fois plus importante) que celle de CHMP4B 
seule (12 fois), ce qui suggère donc une certaine redondance entre leurs différentes fonctions. Toujours 
dans ce même papier, les auteurs observent un effet similaire avec CHMP2A et CHMP2B. En outre, ils 
mettent en évidence par pulldown que CHMP2 et CHMP4 interagissent directement, et que cette 
interaction semble requise pour le phénomène de bourgeonnement : cette première conclusion du papier 
est particulièrement intéressante, car elle va clairement à l’encontre du précédent modèle paru chez la 
levure où CHMP2 n’était recruté qu’après CHMPγ, en suivant l’ordre préétabli 6>4>γ>2. Ici, ces données 
suggèrent que, au moins dans le cas du VIH, CHMP2 et CHMP4 peuvent former ensemble un 
complexe. Plus surprenant encore, la déplétion de CHMPγ n’entraine en comparaison des autres protéines 
CHMP qu’une inhibition modeste. De fait, une seconde conclusion du papier est que la polymérisation 
d’ESCRT au niveau des virions VIH diffère sensiblement des précédentes observations faites chez la 
levure, notamment pour CHMP3 qui semble ici accessoire.  

 
Ces différences sont t’elles seulement dues à des contraintes expérimentales, ou dénotent 

t’elles un mode de polymérisation radicalement différent pour le VIH ? Au regard des récentes 
données biophysiques obtenues par la méthode des GUVs, ces questions semblent donc de première 
importance. 

  
 

8.1.3 Les domaines tardifs 
Les motifs tardifs sont retrouvés chez toutes les familles de rétrovirus ainsi que de nombreux virus 

enveloppés (Weiss ER, Göttlinger H., 2011 ; Juan Martin-Serrano and Stuart J. D. Neil, 2011). Bien que 
tous ne présentent pas un bourgeonnement ESCRT-dépendant (en particulier le virus Influenza, voir plus 
haut), le virus HIV-1 a longtemps servi de modèle in vivo pour le recrutement de la machinerie ESCRT. 
Chez HIV-1, le motif P(S/T)AP a été le premier caractérisé (Gottlinger et al., 1991) et interagit avec 
Tsg101. Les études faites sur HIV-1 et EIAV ont en outre mis en évidence au moins deux autres motifs 
tardifs, à savoir le motif LYPXnL  présent entre autres chez HIV-1 et EIAV, et le motif PPXY, non 
retrouvé chez HIV-1. Ces trois motifs vont chacun recruter la machinerie ESCRT par des voies 
différentes, et avec une affinité variable. (voir figure 23) 

 
Le motif PTAP est porté par la protéine p6 chez HIV-1 et interagit avec Tsg101 avec une affinité 

de 50 µM (Pornillos et al., 2002). Cette affinité est supérieure à celle du motif PSAP présent chez Hrs 
selon un facteur 6 (290 µM), bien que les deux motifs interagissent d’une façon similaire avec le domaine 
UEV de Tsg101 (Im et al., 2010). Il s’agit donc d’un cas intéressant où une protéine virale va rentrer en 
compétition avec des motifs endogènes pour recruter la machinerie de l’hôte. Le recrutement de Tsg101 
par ce motif PTAP explique donc la dépendance entre le bourgeonnement du virion et le complexe 
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ESCRT-I. En revanche, (Martin-Serrano et al., 2003) aucun lien direct n’a été retrouvé chez HIV entre 
PTAP et ESCRT-III. Ce lien pourrait être apporté par un second domaine tardif, LYPXnL , susceptible de 
lier la protéine Alix. En effet, cette dernière interagit à la fois avec ESCRT-I (par le biais de Tsg101) et 
ESCRT-III, par le biais de CHMP4 (Usami et al., 2007 ; Lee et al., 2007 ; Fisher et al., 2007). Il a encore 
été proposé qu’Alix puisse dimériser en solution, tout en maintenant sa capacité à recruter le motif 
LYPXnL in vitro (Pires et al. 2009) ; en revanche le contexte physiologique de ces interactions reste à 
éclaircir dans un modèle in vivo. 

Un troisième motif, PPXY, rencontré (Freed et al., 2002) chez certains virus envelopés tels que le 
virus MLV ou Ebola, n’est en revanche pas retrouvé chez VIH. Ce motif va recruter des ubiquitine ligases 
HECT de la famille NEDD4 (Martin-Serrano et al., 2005) en se liant à leurs domaines WW (Martin-
Serrano etr al., 2005). Bien que HIV-1 ne possède pas ce motif, il a été rapporté (Chung et al., 2008 ; 
Usami et al., 2008) que la surexpression de NEDD4 pouvait également complémenter une souche HIV ne 
possédant pas p6 : cette observation suggère donc que NEDD4 puisse être recrutée par d’autres motifs 
tardifs encore inconnus chez HIV. Le rôle exact de NEDD4 dans ce processus est en revanche mal défini : 
l’ubiquitination de certains facteurs pourrait cependant jouer un rôle indirect de plateforme par 
l’intermédiaire de protéines cargo (Weiss et al., 2010 ; Zhadina et al., 2010) ou de protéines associées aux 
Arrestines (ARTs) susceptibles d’interagir avec ESCRT-III (Rauch et al., 2011). 

 
 

 

Figure 23 : Les domaines tardifs recrutent les protéines de l’hôte par des voies distinctes. 
(adapté de Martin-Serrano J., Neil SJ., 2011) 
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8.2 La cytokinèse 
8.2.1. Généralités sur la cytokinèse 
L’étape de cytokinèse est définie comme l’étape de la mitose où la cellule mère va se séparer en 

deux cellules filles. Elle intervient en fin d’anaphase et au cours de la télophase : elle se caractérise par la 
formation d’un anneau contractile, puis du sillon de division (ou « cleavage furrow »), suivie enfin de la 
formation du corps intermédiaire, ou « midbody » (Barr FA, Gruneberg U, 2007 ; Steigemann P, Gerlich 
DW, 2009). La disparition du pont intercellulaire se produit en fin de télophase, au cours de l’abcission. 
La cytokinèse comprend donc plusieurs sous-étapes qu’on peut distinguer l’une de l’autre. Brièvement ; le 
sillon de division est formé par la contraction d’un anneau d’actine-myosine. Le pont intercellulaire est 
composé majoritairement d’un faisceau dense de microtubules, avec en son centre une zone dense appelée 
le corps intermédiaire : cette zone dense est constituée de nombreuses protéines associées aux 
microtubules ; il a été proposé que ce corps intermédiaire serve donc de plateforme pour certaines 
protéines régulatrices. Une question fondamentale concerne le rôle d’ESCRT dans cette étape (Morita et 
al., 2007 ; Carlton et al., 2007), puisqu’un certain nombre de ses composants ont été retrouvés au niveau 
du corps intermédiaire. Une hypothèse simple est donc qu’ESCRT, en raison de ses propriétés de 
scission, puisse médier l’étape d’abcission elle-même. (voir figure 24) 

 

8.2.2 Une fonction conservée chez les archaébactéries 
 Les composants du système ESCRT sont retrouvés dans la plupart des embranchements du règne 
du vivant, et leur ancienneté préfigure la séparation entre organismes procaryotes et eucaryotes (Slater et 
al., 2006 ; Field et al., 2007 ; Makarovaet al., 2010). L’étude récente de la machinerie ESCRT chez les 
archaebactéries a permis de mieux cerner comment ce système s’est diversifié au cours du temps pour 
englober de nouvelles fonctions. L’étude d’ESCRT chez les archaebactéries permet en outre de proposer 
un mécanisme intermédiaire, supposé plus simple, entre la levure et l’homme : des données récentes 
montrent en effet (Samson et al., 2011 ; Moriscot et al., 2011) que chez Sulfolobus, CdvA/CdvB/CdvC 
constituent une machinerie ESCRT divergente, mais simplifiée, impliquée dans la division cellulaire. 
 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 24 : d’après Steigemann, Gerlich, β009.  
La cytokinèse s’étend de l’anaphase à la télophase, et peut être décomposée en plusieurs étapes 
distinctes. Il a été récemment proposé un rôle d’ESCRT au niveau des centrosomes ainsi que l’étape 
d’abcission. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gruneberg%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gerlich%20DW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gerlich%20DW%22%5BAuthor%5D
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 Le recrutement de la machinerie ESCRT chez les eucaryotes a également été mis en évidence au 
niveau du corps intermédiaire, pendant l’étape d’abcission (Carlton et al., 2008). Il a été montré que 
CEP55 colocalisait à ce niveau et recrutait ALIX (Morita et al., 2007) à partir de son domaine riche en 
proline. Le recrutement d’ALIX induit le recrutement d’ESCRT à distance du corps intermédiaire (voir 
figure). Cette interaction est consistante avec les données de la littérature dans d’autres modèles 
expérimentaux, puisque CEP55 est capable non seulement d’interagir avec elle-même, mais également 
avec TSG101 en reconnaissant un autre motif riche en proline.  La suppression de l’axe 
CEP55/ALIX/CHMP4 conduit à un défect dans la cytokinèse (Morita et al., 2007 ; Carlton et al., 2008), 
lié à un défaut dans le recrutement d’ESCRT-III.  
 
 Très récemment, deux papiers ont précisé le rôle potentiel d’ESCRT-III  au niveau du corps 
intermédiaire in vivo (Guizetti et al, 2011 ; Elia et al., 2011). L’équipe de Guizetti (voir figure 25) est 
parvenue à reconstruire, à partir d’images de tomographie, un réseau de filaments transversaux distinct du 
réseau longitudinal de microtubules, à un stade tardif de l’abcission. Les auteurs notent la présence de 
filaments de 17 nm de diamètre qu’ils attribuent à la polymérisation d’ESCRT-III sur la base de trois 

arguments : les protéines ESCRT-III 
colocalisent au niveau du corps intermédiaire ; 
la déplétion de CHMP2A par siRNA inhibe la 
formation de ces structures ; enfin, les auteurs 
montrent que cette structure n’est pas 
dépendante du faisceau de microtubules et 
d’actine. Sur la base des propriétés physiques 
connues du complexe ESCRT-III, les auteurs 
proposent donc qu’ESCRT puisse jouer un rôle 
de constriction à un stade tardif de l’abcission. 
Morita (Morita et al, 2011) montre en outre, par 
des expériences de time-lapse, que l’action de 
VPS4 et de CHMP4B est nécessaire à 
l’abcission des cellules : outre la bonne 
corrélation entre ce résultat et celui de Guizetti, 
cette nouvelle observation suggère (comme pour 
le bourgeonnement du VIH) que VPS4 joue 
effectivement un rôle actif dans la fission 
membranaire. 
 
 Dans un précédent papier, Morita 
(Morita et al ., 2010) note également des 
perturbations dans la ségégation des 
chromosomes après mutation de VPS4 ou 
déplétion par siRNA de composants d’ESCRT.  
Les auteurs mettent ici en évidence plusieurs 
types de perturbation du faisceau mitotique, et 
plus généralement un défect important dans la 
ségrégation des chromosomes au cours de 

Figure 25: scission médiée par ESCRT - cas de la 
cytokinèse 
A. D’après Raiborg, Stenmark, β011. Modèle 

d’abcission médié par ESCRT 
 
CEP55 recrute Alix qui recrute à son tour 
ESCRT-III depuis le corps intermédiaire. 
SPASTIN clive les microtubules au niveau 
dupont intercellulaire, à distance du corps 
intermédiaire. 
 

B. D’après Guizetti et al., β011. Reconstruction 
des striations induites par ESCRT in vivo.  
Echelle : 200 nm 

 
Par  tomographie électronique, les auteurs 
reconstituent un réseau de filaments de 17 nm de 
diamètre induit par ESCRT. 
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l’anaphase. Le lien entre ces observations et le rôle d’ESCRT durant l’abcission mérite cependant des 
études plus approfondies. Toutefois les auteurs notent des différences notables dans les phénotypes 
observés selon les protéines mutées, y compris entre isoformes : de fait, cette observation renforce l’idée 
que, au moins chez les eucaryotes, la présence de plusieurs isoformes résulte d’une spécialisation de 
certaines protéines CHMP en fonction du processus cellulaire engagé. 
 
 Enfin, un lien entre abscission médiée par 
ESCRT et composition lipidique de la membrane 
plasmique a été rapporté par Sagona (Sagona et al., 
2010). Ici, les auteurs montrent d’une part que le PIγP 
joue un rôle dans la mise en place de la cytokinèse ; 
d’autre part, ils mettent en évidence une interaction 
entre CHMP4B et un nouveau régulateur : TTC19. 
Enfin, ils montrent que FYVE-CENT est capable 
d’interagir spécifiquement avec le PIγP et peut 
recruter TTC19 ; FYVE-CENT étant retrouvé à la 
fois au niveau du centrosome et du corps 
intermédiaire, ce papier suggère donc un lien entre les 
défects observés au niveau des centrosomes et de 
l’abcission, d’une part, et l’impact du PIγP d’autre 
part. (voir figure 26) 
 
 
 
 L’interaction de TTC19 avec CHMP4B mérite cependant une étude plus approfondie pour 
comprendre son mécanisme.  

Figure 26: Action d’un nouveau régulateur d’ESCRT-
III, TTC19, dans le cadre de la cytokinèse. D’après 
Sagona et al., 2010. 
 
Les auteurs rapportent une nouvelle interaction entre 
TTC19 et CHMP4B. TTC19 servirait ici de protéine 
adaptatrice entre CHMP4B et FYVE-CENT. Cette 
dernière participerait à la colocalisation du complexe au 
niveau du corps intermédiaire en interagissant avec le 
PI3P. 
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III - CC2D1, un nouveau partenaire de CHMP4B 

9. Caractérisation d’un nouveau mutant chez Drosophila Melanogaster 
Le gène lgd, ou lethal (2) giant discs, est un gène suppresseur de tumeurs qui a été découvert chez 

Drosophila Melanogaster en 1971 (Bryant PJ, Schubiger G, 1971), sur une population de larves de 
mouches présentant une hyperplasie des disques imaginaux. Les disques imaginaux sont des sacs de tissu 
épithélial, issus de la segmentation de la larve, qui vont ultérieurement produire les ailes, les pattes et les 
antennes de l’insecte. Contrairement à d’autres gènes suppresseurs de tumeurs chez la Drosophile 
(Buratovich MA, Bryant PJ., 1997 ; Bryant et al., 1993 ; Watson et al., 1994 ; Hariharan IK, Bilder D, 
2006) , l’hyperplasie observée chez les mutants lgd, ne s’accompagne pas d’une perturbation de 
l’organisation des disques : le gène lgd a donc été classifié dans le groupe des gènes hyperplastiques 
suppresseurs de tumeurs. 

 

10. Rôle de la voie endosomale dans la signalisation du récepteur Notch 

Plusieurs hypothèses ont été formulées pour expliquer l’hyperplasie induite chez les mutants lgd. 
Buratovich et Bryant (Buratovich MA, Bryant PJ., 1995) proposent que la mutation lgd perturbe la 
diffusion des gènes wingless (wg) et decapentaplegic (dpp). wg est un membre de la famille des gènes Wnt 
qui code pour des protéines impliquées dans la signalisation, tandis que dpp appartient à la famille du 
TGFȕ qui code pour des facteurs de croissance. Plus récemment, Klein (Thomas Klein, 200γ) fait un 
parallèle entre l’expression ectopique du gène wg chez les mutants lgd et celle observée chez des mutants 
présentant une activation ectopique de la voie de signalisation de Notch.  L’auteur montre, d’une part, que 
la voie de signalisation de Notch est également perturbée chez les mutants lgd, et d’autre part que c’est 
l’activation aberrante du récepteur Notch qui est responsable du phénotype lgd. 

 
La voie de signalisation de Notch est fortement conservée et a été impliquée dans de nombreux 

types de cancers (Miele et al., 2006). Notch constitue une famille de récepteurs transmembranaires (Tien 
AC, Rajan A, Bellen HJ, 2009), dont le rôle est de médier la communication de cellule à cellule, et qui va 
reconnaitre dans sa partie extracellulaire les ligands DSL (Delta, Serrate, Lag2). Contrairement à d’autres 
voies de signalisation, elle ne fait pas intervenir de messagers secondaires après activation par ces ligands. 
Le récepteur Notch activé est plutôt clivé par une série de protéases, dont la Ȗ-sécrétase, qui génère un 
fragment de Notch (NICD) susceptible de transloquer vers le noyau pour activer une série de promoteurs : 
ce mode d’activation est donc appelé activation ligand-dépendante (Schweisguth F., 2004). Inversement, 
une activation ligand-indépendante a été rapportée in vivo (Sakata et al., 2004 ; Wilkin et al., 2004) : les 
auteurs ont ainsi montré que cette activation ligand-indépendante était liée à l’internalisation du récepteur 
par la voie endosomale, et sous la dépendance de l’Ubiquitine ligase NEDD4. Le caractère physiologique 
de ce second type d’activation est en revanche discuté, car il pourrait s’agir d’un mécanisme aberrant. En 
effet, la persistance du récepteur à la surface des endosomes semble induire un clivage ainsi qu’une 
production de NICD indépendamment de toute signalisation : dans certains cas la voie endosomale 
préviendrait donc physiologiquement ce clivage, en ciblant par monoubiquitination les récepteurs 
inactifs vers la voie de dégradation. (voir figure 27) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bryant%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schubiger%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buratovich%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bryant%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hariharan%20IK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bilder%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buratovich%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bryant%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buratovich%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bryant%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tien%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tien%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rajan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bellen%20HJ%22%5BAuthor%5D
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 En inactivant certains régulateurs de cette voie endosomale, il est donc possible d’induire 

une signalisation aberrante voire ectopique liée à Notch.  
 
 
10.1 Implication de Lethal Giant Discs dans la régulation de Notch 
Afin de préciser les modalités de cette hyperactivation ligand-indépendante de Notch, trois auteurs 

ont ainsi étudié, in vivo, le rôle de la protéine LgD (Gallagher CM, Knoblich JA, 2006 ; Childress et al., 
2006 ; Jaekel R, Klein T, 2006) dans cette voie de signalisation. Ils montrent que LgD est présente dans le 
cytoplasme, et qu’elle est impliquée dans la régulation de Notch. En l’absence de LgD, Notch est activée 
dans les disques imaginaux indépendamment du ligand. La surexpression de LgD induit globalement 
l’accumulation de Notch sur des structures endosomales élargies (Jaekel R, Klein T, 2006), positives 
pour Rab7, et dans certains cas pour Rab5 et l’Ubiquitine. Cette donnée suggère donc fortement que 
LgD est impliquée dans la voie endosomale à un stade tardif, et qu’elle induit l’accumulation de 
protéines ubiquitinylées en route vers le lysosome. De plus LgD présente un domaine C2 en c-terminal, 
fortement conservé, et capable d’interagir spécifiquement avec des monophosphoinositides (PI3P, PI4P, 
PI5P) (Gallagher CM, Knoblich JA, 2006). Les domaines C2 sont généralement impliqués dans des 
interactions protéine/protéine, ou des interactions lipide/protéine (Hurley et Misra, 2000). Dans ce cas, des 
larves exprimant une version tronquée de LgD ne possédant pas ce domaine C2 présentent une 

Figure 27: la fixation du ligand à Notch induit le clivage de ce dernier, et la 
formation du peptide NICD selon deux modalités. Ce clivage peut être être médié 
par plusieurs protéases, selon la localisation du récepteur. Ici, l’endocytose du 
récepteur Notch favoriserait son clivage en position S2 par la Ȗ-sécrétase. (Yamamoto et 
al., 2010) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gallagher%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knoblich%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jaekel%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klein%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jaekel%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klein%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knoblich%20JA%22%5BAuthor%5D
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suractivation de Notch, ce qui suggère donc que la capacité du domaine C2 à fixer des 
monophosphoinositides est importante pour la fonction de la protéine.  

 

 
 
En outre, Gallagher et Knoblich montrent que le défect induit par lgd peut être reconstitué en 

surexprimant lgd dans sa version native, ou une construction ne possédant pas le domaine C2; inversement 
la surexpression d’une construction ne possédant que le domaine C2 n’induit aucune modification. La 
même équipe met également en évidence un mutant lgd de phénotype similaire présentant la mutation 
simple P557S, soit au niveau de la quatrième répétion DM14, donc en amont du domaine C2. 

 
Les auteurs en concluent donc que, d’une part, la protéine LgD doit être présente en quantités 

normales pour accomplir sa fonction, et que sa surexpression doit également induire la déplétion d’un 
partenaire important susceptible d’interagir en n-terminal de la protéine.    
  

  

10.2 Des arguments en faveur d’un lien direct entre LgD et ESCRT  
La présence de compartiments endosomaux élargis chez les mutants lgd a été rapportée chez la 

drosophile pour des mutants hrs et erupted, l’équivalent de tsg101 chez la mouche, (Vaccari T, Bilder D., 
2005 ; Jekely et al., 2003 ; Moberg et al., 2005), également dans le cadre de travaux sur Notch. Il existe 
par ailleurs un lien établi entre l’activation ligand-indépendante de Notch et un défect dans la machinerie 
ESCRT (Thompson et al., 2005) : l’équipe de Vaccari (Vaccari et al., 2009) a précisé ce lien en montrant 
que Notch pouvait s’accumuler à plusieurs stades de la voie endosomale, et que son activation était 
probablement une conséquence de son transport vers l’endosome. 

 
La voie du récepteur Notch est un cas particulier de signalisation où l’internalisation du récepteur 

vers l’endosome, notamment par le biais d’ESCRT, peut sous certaines conditions entrainer une 
stimulation de la signalisation. La proximité des phénotypes observés entre les mutants ESCRTI/II et les 

Figure 28: Lethal Giant Discs possède deux orthologues chez les mammifères, notamment Homo 
Sapiens, appelés CC2D1A et CC2D1B. 
 
Les domaines reconnus par le logiciel en ligne SMART comprennent quatre répétitions DM14 en n-terminal, 
ainsi qu’un domaine C2 en c-terminal. L’organisation générale de ces protéines est très proche, avec 
cependant la présence d’une région c-terminale plus importante chez CC2D1A, par  rapport à LgD et 
CC2D1B.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vaccari%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bilder%20D%22%5BAuthor%5D
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mutants lgd suggère donc fortement une implication de LgD dans la machinerie ESCRT. Comme le notent 
Gallagher et Knoblich, ce lien semble en revanche complexe ; en effet la perte d’ESCRT-I/II ou de lgd 
induit une suractivation de Notch, alors qu’elle n’est observée ni chez les mutants hrs, ni les double 
mutants hrs, lgd. (Gallagher CM, Knoblich JA, 2006 ; Childress et al., 2006). Il semble donc que LgD 
agisse en aval de Hrs, au niveau des endosomes ; en revanche, Notch semble également s’accumuler dans 
deux population distinctes d’endosome précoce, ce qui expliquerait les disparités observées entre les 
mutants hrs et les mutants ESCRT ou lgd.  

 
 

11. LgD appartient à une nouvelle famille de protéines non caractérisée 
11.1    Une famille conservée chez les eucaryotes 

Il a été montré  (Jaekel R, Klein T, 2006) que les deux orthologues murins de Lgd, mCC2D1A et 
mCC2D1B,  pouvaient complémenter lgd au cours du développement des ailes de la drosophile. Cette 
donnée suggère fortement que la fonction de LgD est conservée chez les mammifères et que cette famille 
de protéines présente des propriétés similaires entre espèces. Bien qu’on retrouve deux orthologues chez 
les mammifères, la mouche Drosophile ne présente elle qu’une seule forme connue de LgD. CC2D1B 
présente le plus d’homologies avec LgD, tandis que CC2D1A diffère avec une séquence c-terminale plus 
longue. Chez l’homme, CC2D1A est également appelée Freud-1 (Ou et al., 2003), MRT3 et Aki1 
(Nakamura et al., 2008). (voir figure 28) 

 
LgD appartient à une nouvelle famille de protéines, la famille CC2D1 (Coiled-Coil C2 Domain 

containing 1). Les protéines composant cette famille partagent une organisation similaire, avec quatre 
répétitions DM14 en n-terminal et un domaine C2 en c-terminal. Les répétitions DM14 ont été identifiées 
sur la base d’études bioinformatiques (Ponting et al., 2001) : en l’état, rien ne permet de considérer ces 
répétitions comme des domaines à part entière, c’est-à-dire comme des séquences linéaires capables de se 
structurer de façon indépendante. Les répétitions DM14 sont souvent présentes en tandem, et longues 
d’environ 70 acides aminés. Elles sont prédites comme majoritairement hélicales, mais aucune donnée 
expérimentale ne permet de l’affirmer précisément. Elles ont en revanche été impliquées dans plusieurs 
interactions protéines, ainsi que dans de multiples voies de signalisation. 

 
11.2 Les autres rôles de la famille CC2D 
11.2.1 Freud-1/CC2D1A dans le retard mental non syndromique 

 Freud-1 a été impliqué dans des cas de retard mental non syndromique (NSMR) (Basel-Vanagaite 
et al., 2006). En effet, une mutation chez certains patients induit la production d’une protéine Freud-1 
aberrante, tronquée après la troisième répétition DM14, et ne possédant donc pas la dernière répétition, 
ainsi que le domaine C2. En outre, Freud-1/CC2D1A et Freud-2/CC2D1B  ont été impliqués dans la 
régulation du gène codant pour le récepteur de la sérotonine (5-HT1A) en se fixant directement sur son 
promoteur en deux sites distincts (Ou et al., 2003 ; Hadjighassem et al., 2010). Ou observe  par ailleurs 
une perte d’interaction in vitro avec l’ADN en délétant une séquence de 8 acides aminés au début du 
domaine C2, ce qui suggère un rôle de ce dernier dans la régulation transcriptionnelle. Bien que le lien 
entre retard mental non syndromique et dérégulation du gène du récepteur de la sérotonine ait été proposé 
(Rogaeva et al., 2007), les bases moléculaires de cette maladie génétique restent encore méconnues.  
 Le gène Freud-1 code chez les hommes et les souris pour au moins deux isoformes (Rogaeva & 
Albert, 2007), exprimés de façon ubiquitaire dans tous les organes, mais avec cependant quelques 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knoblich%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jaekel%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klein%20T%22%5BAuthor%5D
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disparités. L’isoforme court ne possède que les deux dernières répétions DM14 ainsi que le domaine C2. Il 
semble que l’isoforme long soit, chez l’homme, le principal régulateur transcriptionnel. Un rôle potentiel 
de l’isoforme court dans d’autres voies de signalisation reste cependant à élucider.   
 
 Un autre lien entre CC2D1A et le retard mental non sysndromique a également été associé à son 
rôle dans la maturation des synapses du système nerveux central (Zhao et al., 2011). Les auteurs 
remarquent ici que des souris KO pour CC2D1A meurent à la naissance, probablement en raison d’une 
incapacité à respirer. En revanche, ils ne notent aucune perturbation anatomique évidente en analysant 
leurs organes internes (coeur, poumon, cerveau). Ils observent que CC2D1A est particulièrement exprimé 
dans le cerveau, notamment le cortex, et postulent une perturbation de la fonction synaptique centrale, en 
particulier de la transmission synaptique. Bien que CC2D1A soit enrichi dans les synaptosomes, il 
n’est en revanche pas établi de lien direct entre la protéine et la libération de neurotransmetteurs.  
 

11.2.2 CC2D1A dans la régulation de l’immunité innée 
 L’immunité innée fait intervenir une catégorie de récepteurs transmembranaires, les PRRs (ou 
Pattern-Recognition Receptors), parmi lesquels figure la sous-catégorie des récepteurs Toll. Après 
reconnaissance de certains épitopes à la surface des pathogènes, réunis sous l’acronyme PAMP (ou 
Pathogen-Associated Molecular Patterns), ils vont activer les voies de signalisation NF-țB, MAPK et 
IRF3/7. TBK1 (TANK-Binding K inase 1) a été identifié comme un inhibiteur de la kB kinase İ et 
participe à la transduction du signal vers la production d’IFN-ȕ. CC2D1A avait lui-même été impliqué 
dans une première étude (Zhao et al., 2010) comme activateur de la voie NF-țB. Récemment une 
interaction potentielle entre TBK1 et CC2D1A a été rapportée (Chang et al., 2011) par 
immunoprécipitation. Les auteurs montrent que cette interaction est dépendante de la partie n-terminale de 
la protéine, comprenant les quatre répétitions DM14 et que les deux protéines colocalisent in vivo. En 
outre ils montrent que CC2D1A se distribue à la fois dans le cytosol et au niveau de compartiments de la 
voie endolysosomale positifs pour les marqueurs Rab5 (endosome précoce) et Lamp1 (lysosome). Enfin, 
ils montrent que CC2D1A est impliquée dans l’activation de NF-țB en aval de TBK1.  

 
Bien que ces travaux ne permettent pas de conclure à une interaction directe de CC2D1A avec 

TBK1, en particulier au niveau des endosomes précoces, ils sont en revanche très pertinents au regard de 
la littérature récente.  En effet, TBK1 a également été impliqué dans l’atténuation du bourgeonnement du 
HIV par le biais d’ESCRT-I (Da & Yang et al., 2011), et d’une façon dépendante de son domaine tardif 
PTAP. Cette équipe montre en outre une interaction directe entre la partie c-terminale de TBK1 et 
VPS37C, ainsi qu’une possible phosphorylation de VPS37C TBK1-dépendante. CC2D1A ayant déjà été 
impliquée dans des processus ESCRT-dépendant chez la drosophile, un nouveau lien par le biais de TBK1 
chez l’homme mériterait d’être étudié plus en détail.  

TBK1 pourrait également interagir avec Akt dans le cadre de processus d’autophagie (Weidberg 
H, Elazar Z, 2011 ; Xie et al., 2011 ; Ou et al., 2011). Or, un troisième papier rapporte une interaction 
entre CC2D1A et la protéine kinase PDK1 (Nakamura et al., 2008) par le biais de la quatrième répétition 
DM14, et dans le cadre de la régulation du récepteur à l’EGF. Cette donnée complexifie donc un peu plus 
les rapports entre les voies de signalisation dépendantes d’Akt et de TBK1 puisque PDK1 régule 
directement la fonction d’Akt au niveau de la membrane plasmique. 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Weidberg%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Weidberg%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elazar%20Z%22%5BAuthor%5D
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11.2.3 Aki1/CC2D1A dans la cohésion du centrosome 
 CC2D1A a enfin été directement impliquée dans le maintien de la cohésion du centrosome au 
cours de la division cellulaire (Nakamura et al., 2009 ; 2010). Avant la mitose, le centrosome va se 
dupliquer et migrer aux deux pôles de la cellule pour organiser le fuseau mitotique et participer à la bonne 
ségrégation des chromosomes. En revanche, des défauts dans le maintien de la structure du centrosome 
pendant cette étape peuvent conduire à la formation de fuseaux multipolaires (multipolar spindle ) 
aberrants. Ici, les auteurs montrent que CC2D1A, outre son implication dans la voie de l’EGF (Nakamura 
et al., 2008), colocalise également avec les centrosomes pendant la mitose où il prévient leur séparation 
prématurée. Ce travail montre également que CC2D1A interagit avec le complexe Cohesine, et que cette 
interaction est dépendante d’une région n-terminale comprenant les trois premières répétitions DM14.  
 
 Ensemble, ces fonctions suggèrent donc fortement que LgD/Aki1/CC2D1A est une protéine 
échaffaudage (ou « scaffold ») impliquée dans de multiples fonctions, et qu’elle interagit potentiellement 
avec plusieurs partenaires différents selon sa localisation. Une de ces fonctions touche la voie 
endolysosomale, probablement en relation avec la machinerie ESCRT : on retrouve d’ailleurs un rôle dans 
le cycle cellulaire, avec l’apparition de phénotypes aberrants déjà observés au cours de la déplétion de 
certains membres d’ESCRT (Carlton et al., 2008).  
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IV – Objectifs du travail de thèse 
 

 Mon projet de thèse portait sur l’étude structurale et fonctionnelle des protéines CHMP et de 
leurs ligands, notamment dans le cadre du bourgeonnement du HIV.  
 
 La première partie de ce travail a consisté en la caractérisation de la protéine LgD, ainsi que de 
ses homologues. Avant mon arrivée, Bettina Hartlieb, postdoctante au laboratoire, avait confirmé une 
interaction in vitro de CC2D1A avec CHMP4B. Elle a également pû mettre en évidence que la troisième 
répétition DM14 était suffisante pour lier l’extrémité N-terminale de CHMP4B et a complété cette étude 
par une mesure de son affinité (MALLS et ITC). Au cours de mon Master 2, en parallèle de ces travaux, 
j’ai également ébauché une étude d’un fragment c-terminal de LgD comprenant le domaine C2. J’ai 
poursuivi sur cette thématique en thèse, avec comme objectif de parvenir à résoudre la structure de cette 
protéine et de déterminer les bases de son interaction avec CHMP4B.  
 
 Au cours de mon doctorat j’ai également été amené à collaborer avec l’équipe du Pr. Rémy 
Sadoul sur la fonction de la protéine CHMP2B. Ce projet consistait initialement en la reproduction de 
tubes CHMP3-CHMP2B similaires à ceux déjà obtenus au laboratoire avec CHMP2A (Lata et al., 2008). 
L’hypothèse de départ était que CHMP2B puisse être incorporé dans des polymères ESCRT-III de la 
même façon que son homologue : cette thématique était en revanche distincte des études sur le 
bourgeonnement du VIH, et touchait plus au rôle des polymères ESCRT-III dans certaines pathologies 
neurodégénératives. 
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CHAPITRE II - Matériel & Méthodes 
 

 

I - Biologie Moléculaire 

1.1 Clonage – Tableau des constructions réalisées et/ou testées pour cette étude. 

 

 

Nom Vecteur Enzymes de 
Restriction 

Souche Remarques 
générales 

LgD 550 – 816 pProex htB NarI / BamHI BL21 Cloné par B. 
Hartlieb. 

LgD 568 – 809 pProex htB NarI / BamHI - Non testé.  
LgD 575 - 816 pProex htB NarI / BamHI BL21 Clone personnel 
LgD 491 – 816 pProex htB NarI / BamHI BL21 Clone personnel 
LgD 358 – 816 pProex htB NarI / BamHI BL21 Clone personnel 
LgD 142 – 816 pProex htB NarI / BamHI BL21/Rosetta Clone personnel 

LgD 1 - 816 pProex htB NarI / BamHI BL21/Rosetta Clone personnel 
LgD 1 – 562 

 
pProex htB NC BL21/Rosetta Cloné par B. 

Hartlieb. 
CC2D1B 1 - 852 pProexhtB NarI/BamHI BL21 Clone personnel 

 
CC2D1B 1 – 600 pET28 NC BL21 Cloné par B. 

Hartlieb. 
CC2D1A 346 – 455 

 
pET28 NC BL21 Cloné par B. 

Hartlieb. 
CC2D1A 346 – 455 

K374A, R376A, R380A, K383A, 

 D387A, R390A, K393A  

 

pETM41 NcoI / PstI BL21 Clone personnel 

6xHis-Shrub pProexHtB NcoI/BamHI BL21 Clone personnel 
Shrub – 6xHis pETM13 NcoI / XhoI BL21 Clone personnel 

MBP  Shrub 19 – 93 pETM41 NcoI / KpnI BL21 Clone personnel 
MBP  Shrub 9 – 102 pETM41 NcoI / KpnI BL21 Clone personnel 
MBP CHMP4B ǻC-Alix pBADM41 NC BL21 Pires et al., 2009 

MBP CHMP4B 7 – 105 pBADM41 NC BL21 Cloné par B. 
Hartlieb 
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MBP CHMP4B 7 – 105 

R28A, R30A, D31R, E33R 

 

pETM41 NcoI / KpnI BL21 Clone personnel 

MBP CHMP4B 7 – 105 

E90R, E94R, E97R 

 

pETM41  
NcoI /KpnI 

BL21 Clone personnel 

MBP CHMP4B 7 – 105 

R28A, R30A, D31R, E33R  

E90R, E94R, E97R 

 
pETM41 

 
NcoI / KpnI 

 
BL21 

 
Clone personnel 

CHMP4B – 6xHis pETM13 NcoI /XhoI BL21 Cloné par P. 
Macheboeuf. 

CHMP4B – 6xHis Cys pETM13 NcoI /XhoI BL21 Cloné par P. 
Macheboeuf. 

CHMP4B 1-154-Flag pBJ5 XhoI / NotI 293T Clone personnel 
CHMP4B 1-154-Flag 

R28A, R30A, D31R, E33R 

pBJ5 XhoI / NotI 293T Clone personnel 

CHMP4B 1-154-Flag 

E90R, E94R, E97R 

pBJ5  
XhoI / NotI 

293T Clone personnel 

MBP –CHMP2B pMAL-C2x NC BL21 Coll. R.Sadoul 
CHMP2B – 6xHis pETM13 NcoI /XhoI BL21/ 

Rosetta 
Clone personnel 

CHMP2B – 6xHis 

R26A, R30A 

pETM13 NcoI /XhoI BL21 Coll. R. Sadoul 

CHMP2B – 6xHis 

A57D, V60D 

pETM13 NcoI /XhoI BL21 Coll. R.Sadoul 

CHMP2B – 6xHis 

L4D, F5D 

pETM13 NcoI /XhoI BL21 Coll. R. Sadoul 

MBP - CHMP2B 43 – 213  
 

pBADM41 NcoI / XhoI BL21/ 
Rosetta 

Clone personnel 

CHMP2B 9 – 213 6xHis  pETM13 NcoI / XhoI  Non testé. 
CHMPβBǻC 1 – 154 – 6xHis pETM13 NcoI / XhoI BL21 Clone personnel 

CHMPβBǻC 1 – 154 – 6xHis Cys pETM13 NcoI / XhoI BL21 Clone personnel 
CHMPβBǻC 1 – 181 pETM13 NcoI / XhoI BL21 Clone personnel 

MBP- CHMP3 67 – 222  pBADM41 NcoI / XhoI BL21 Clone personnel 
6xHis – CHMPγǻC pProex htB NC BL21 Muziol et al., 

2006 

 
Les clones ont été obtenus par les méthodes conventionnelles. Brièvement, deux sites de 

restriction sont insérés aux extrémités de la séquence à cloner par technique PCR. La séquence amplifiée 
est purifiée par extraction sur gel (protocole Sigma), puis digérée séquentiellement avec les enzymes de 
restriction indiqués dans le tableau . Le plasmide est linéarisé par digestion avec les mêmes enzymes et 
purifié par extraction sur gel selon le même protocole. Plasmide et insert sont ligués par la T4 DNA ligase 
sans étape préalable de déphosphorylation. La construction est transformée dans une souche DH5Į et les 
colonies positives toutes testées par séquencage (MWG Operon), après digestion-contrôle préalable pour 
vérification de la présence de l’insert. 
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1.2 Clonage – les vecteurs d’expression 

Nom Résistance Induction 
pETM13 Kanamycine IPTG 
pETM41 Kanamycine IPTG 

pProex-htB Ampiciline IPTG 
pBJ5 Ampiciline -  

pMal-C2x Ampiciline IPTG 
pBADM41 Ampiciline Arabinose 

 
 

II Interactions CC2D1A – CHMP4B 

 
2.1 Purification du fragment CC2D1A346-455. 
Le fragment est produit dans une souche BL21 codon plus (Invitrogen) chez E.Coli. Après induction 
pendant 3h avec 1mM IPTG, le culot est resuspendu et soniqué dans un tampon de lyse (50 mM Tris pH 
7.4, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazole, 1 mM PMSF). Le lysat est centrifugé, puis filtré à 0.2 µM et 
chargé sur une résine Ni-NTA superflow (Qiagen) ou Ni-NTA (Sigma). La résine est lavée par un tampon 
riche en sel (50 mM Tris pH 7.4, 1M NaCl) puis par un second lavage avec un tampon d’élution (50 mM 
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl) complémenté de 50 mM Imidazole. La protéine est éluée à 250 mM 
Imidazole. L’étiquette histidine en n-terminal est clivée en incubant l’échantillon avec la protéase TEV sur 
la nuit selon les protocoles standards, à un ratio de 2 ȝg pour 1 mg de protéine à 4°C. L’échantillon est 
dialysé dans un tampon 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazole, puis chargé sur résine Ni-
NTA. La fraction non liée à la résine est ensuite concentrée puis charge sur colonne S75.  

 
2.2 Formation du complexe CC2D1A / CHMP4B par pulldown.  
La construction MBP-CHMP4B7-105 est clonée dans le vecteur pBADM41 et exprimée sur 1h en souche 
BL21 codon plus, après induction avec 0.2% Arabinose. Les mutants sont clonés dans le vecteur pETM41 
et induits pendant 2h avec 1 mM IPTG. 1L de culture est produit pour chaque purification. Les bactéries 
sont ensuite lysées par sonication, resuspendues dans un tampon 20 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl, 5 mM 
ȕ-mercaptoéthanol. La solution est filtrée à 0.2 µM, puis chargée sur une résine amylose (Amersham). La 
résine est lavée avec un tampon supplémenté de 1M NaCl, puis rééquilibrée dans 100 mM NaCl. Le 
fragment CC2D1A346-455 est exprimé séparément et purifié sur colonne Ni-NTA 3 mg de protéine sont 
incubés avec une résine amylose comprenant les constructions MBPCHMP4B7-105 sauvages ou mutantes, 
pendant 30 minutes. La résine est ensuite lavée avec cinq volumes de colonne de tampon de lyse, puis 
éluée avec un tampon d’élution supplémenté de 20 mM Maltose. Chaque échantillon est élué avec le 
même volume, puis chargé sur gel SDS-PAGE pour contrôler l’efficacité du pulldown.  
 
2.3 Formation du complexe CC2D1A / CHMP4B par méthode batch.  
Les fragment CC2D1A346-455 sauvage et mutant sont clivés et purifiés selon le protocole décrit 
précédemment. La construction MBP-CHMP4B7-105  est purifiée sur colonne S200 et élue en un pic unique 
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et symétrique. γ0 ȝL de résine d’amylose (Amersham) sont saturées avec un excès de MBP-CHMP4B7-105. 
La fraction non liée à la résine est lavée trois fois dans un tampon 25 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl. Les 
fragments CC2D1A sauvage et mutant sont incubés pendant 1h à température ambiante en excès (5fois), 
puis la fraction non liée est lavée cinq fois. Les résines sont ensuite chargées sur gel SDS-PAGE pour 
révéler la présence ou non du fragment.  
 
2.4 Expériences de co-sédimentation CC2D1A / CHMP4B.  
La construction CHMP4BǻC-Alix est purifiée à partir du clone utilisé dans une précédente étude (Pires et al., 
2009), et selon le protocole décrit dans la section III du présent chapître. Les fragments CC2D1A346-455 

sauvage et mutant sont produits jusqu’à homogénéité selon le protocole décrit page précédene. La protéine 
monomérique CHMP4BǻC-Alix  (1.5 ȝM ) est concentrée en présence de CC2D1A en excès (5 fois) dans un 
concentrateur Vivaspin 15 (Invitrogen) jusqu’à 15 ȝM. La MBP est clivée en présence de protéase TEV 
selon un ratio de 1 :10 (w /w) à 4°C sur la nuit afin de promouvoir la polymérisation de la construction. 
Un gradient de sucrose est réalisé à partir de tampon HBS (10 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl) en 
superposant une solution de 60% sucrose (65 ȝL), de 40%, γ0%, 20% puis 5% (85 ȝL). Le gradient est 
ultracentrifugé  pendant 6h à 40000 rpm dans un rotor Beckman SW55. Les fractions correspondantes 
sont ensuite chargées sur gel SDS-PAGE et colorées au bleu de Coomassie.  
 

2.5 Mesures d’interations par SPR (CCβD1A).  

Les mesures SPR ont été réalisées sur un instrument Biacore X (Biacore Inc.), à 25ºC dans un tampon 
SPR (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% P20). Les puces CM5 sont couplées 
avec la construction CC2D1A346-455 (100 RU). Les analytes (MBP CHMP4B7-105 et mutants) sont injectés 
sur la puce CM5 à un débit de 10 µL/min, et la dissociation mesurée pendant 10 minutes. La construction 
est sauvage est testée sur un ensemble de concentrations de 0.062 ȝM à 0.47 ȝM, et les mutants de 0.525 
ȝM à 1.4 ȝM.  La puce est régénérée avec 50 µL à 2M NaCl à 50 µL/min. Les cinétiques d’interaction 
sont évaluées avec la suite logicielle BiaEvaluation (version 4.1, Biacore, Inc.) en utilisant le modèle 
Langmuir 1 :1 sans transfert de masse, mais corrigées pour une ligne de base fluctuante (« ou drifting 
baseline ») si nécessaire.   

 

II I Purification et Caractérisation de LgD 

3.1 Purification de Lethal Giant Discs chez E.Coli.  
La protéine LgD550-816 est produite dans une souche BL21 codon plus (Invitrogen) chez E.Coli. Après 
induction pendant 3h avec 1mM IPTG, le culot est resuspendu et soniqué dans un tampon de lyse (50 mM 
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol, 20 mM Imidazole, inhibiteurs de protéase), 
supplémenté d’une tablette d’inhibiteurs de protéase complete sans EDTA (Roche). Le lysat est 
centrifugé, puis filtré à 0.2 µM et chargé sur une résine Ni-NTA superflow (Qiagen) ou Ni-NTA (Sigma). 
La résine est lavée par un tampon riche en sel (50 mM Tris pH 7.5, 1M NaCl, 5 mM, ȕ-mercaptoéthanol) 
puis par un second lavage avec un tampon d’élution (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM ȕ-
mercaptoéthanol) complémenté de 50 mM Imidazole. La protéine est éluée à 250 mM Imidazole. 
L’étiquette histidine en N-terminal est clivée en incubant l’échantillon avec la protéase TEV sur la nuit 
selon les protocoles standards, à 4°C. L’échantillon est dialysé dans un tampon d’élution à 20 mM 
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Imidazole, sous agitation modeste afin d’éviter toute aggrégation, puis élué sur une seconde résine Ni-
NTA prééquilibrée dans le tampon de dialyse. La fraction non liée à la résine constitue l’échantillon LgD 
clivé : la protéine est enfin concentrée puis chargée sur Superdex 75 (GE Healthcare), où elle élue en un 
pic unique correspondant au monomère. Ce protocole est identique pour la construction LgD491-816.  
LgD358-816 est induite selon le même protocole sur 3H à 37° ou sur la nuit à 18°, puis resuspendu dans un 
volume de 100 mL de tampon de lyse pour 3 litres de culture. Après sonication, le lysat centrifugé puis 
filtré, et chargé sur colonne Ni-NTA de façon similaire aux précédentes constructions. Après clivage TEV 
puis une seconde purification, la protéine est dialysée dans un tampon MonoS (25 mM Sodium Citrate pH 
6, 100 mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol. Une chromatographie échangeuse d’anions est réalisée en 
chargeant l’échantillon sur une colonne MonoS (Amersham) équilibrée dans le même tampon. Un 
gradient est réalisé sur 120 volumes de colonne contre un buffer B (25 mM Sodium Citrate pH 6, 1M 
NaCl, 5 mM  ȕ-mercaptoéthanol), et la protéine élue en un seul pic, à une concentration saline 
approximative de 400 mM NaCl, pour ce pH. Les fractions sont concentrées et immédiatement chargées 
sur une colonne Superdex 200 (GE Healthcare), préalablement équilibrée dans le tampon MonoS. Afin 
d’éviter tout phénomène d’aggrégation, l’échantillon est concentré seulement jusqu’à γ mg/ml. LgD358-816  
élue sur S200 comme une protéine monomérique et soluble de 51 kDa. 
 
3.2 Préparation des liposomes (LgD). 
Les lipides Synthetic 1-Stearoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (SOPC) et 1,2-Dioleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphoserine (DOPS) et phospohatidylinositol 4-phosphate de Avanti Polar Lipids sont 
mélangés de façon homogène dans du chloroforme. La solution est évaporée et le film lipidique est 
resuspendu dans un tampon (20mM Tris pH7, 150 mM NaCl) à une concentration finale de 2.5 mg/ml. La 
solution est extraite 15 fois à travers une membrane de polycarbonates de 200 nm (Avanti Polar Lipids) 
afin de produire les larges vésicules unilamellaires (LUVs).. Le diamètre moyen des lipsoomes est estimé 
entre 200 et 400 nm, sur la base des mesures de DLS (Dynamic Light Scattering) et des observations en 
microscopie électronique.  
 
3.3 Tests de flotation (LgD).  
Le fragment LgD550-816 est incubée sur la nuit en présence des LUVs. La solution est mélangée avec un 
volume équivalent d’une solution de sucrose à 80% (w/v) en présence 50 mM Tris  pH 7, 150 mM NaCl, 
5 mM ȕ-mercaptoéthanol, ce qui conduit à une concentration finale de sucrose de 40% ainsi qu’une 
concentration finale de LUVs de 0.625 mg/ml. γ00 ȝL de cette solution forment la couche basse du 
gradient. 100  ȝL d’une solution à γ0%, 20% puis 10%, dans le même tampon, constituent les couches 
intermédiaires et hautes du gradient. Ce gradient est ultracentrifugé à 190000g pendant 6h à 4°C. Après 
ultracentrifugation, les gradients sont séparés en sept fractions; un tiers de chaque fraction est ensuite 
analysé par SDS-PAGE. 
 
3.4 Cristallogénèse – cas des cristaux obtenus à partir du fragment LgD550-816.  
Après filtration sur gel, les fractions contenant la protéine  LgD550-816  sont concentrées jusqu’à 5 mg/mL 
sur un concentrateur Vivaspin 15. L’échantillon concentré est préalablement ultracentrifugé dans un 
dispositif Airfuge (Beckmann) à 40000 rpm puis le surnageant prélevé afin d’éliminer tout agrégat : la 
monodispersité de l’échantillon est vérifiée par mesure de la diffusion dynamique de lumière (DLS) Les 
cristaux de LgD550-816 sont produits en goutte suspendue à 16°C, à partir de la solution concentrée de 
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LgD550-816 et de la solution de cristallisation, selon un ratio (w/w)  de 1/1, pour un volume total dans la 
goutte de 2ȝL. Le réservoir contient une solution à 100 mM Bis-Tris pH 6.5, 15-25% PEG 3500 Mme, 
200 mM Ammonium Sulfate. Les cristaux poussent en moyenne après 3 semaines ou 1 mois. Pour la 
collection des données, les cristaux sont transferés dans une solution cryo correspondant à la solution de 
cristallisation complémentée de 25 % glycérol, puis plongés dans l’azote liquide. Les cristaux 
sélénomethionylés produits à partir de LgD550-816 sont reproduits dans des conditions semblables. Deux 
jeux de donnée (natifs et SAD) sont collectés sur ID14-4 (ESRF).  
 
 
3.5 Résolution de la structure du fragment LgD 550-816 et construction du modèle.  
La structure du fragment LgD550-816 a été initialement déterminée par méthode SAD (single wavelength 
anomalous dispersion) à partir d’un échantillon sélénomethionylé. Un spectre d’absorption est réalisé sur 
le cristal pour vérifier la présence de Sélénium, puis un jeu de donnée complet est collecté sur 230° pour 
une oscillation de 1° par cliché, à une  longueur d’onde de 0.9795Å sur la ligne ID14-4 de l’ESRF, 
correspondant au pic d’abosrption du Sélénium. Des points de diffraction sont détectés jusqu’à une 
résolution maximale de 2.4Å. Le cristal SAD est indexé avec iMOSFLM (Battye et al ;, 2011) dans le 
groupe d’espace P21 (a=87.08 ; b=53.77 ; c = 97.26 ; Į = 90   ȕ = 99.48 Ȗ = 90) après vérification des 
absences systématiques sur l’axe k. Ce jeu de données présente un dommage radiatif important pour les 
derniers clichés de diffraction : après intégration par SCALA (Evans P., 2006), les statistiques mettent en 
évidence une valeur Rmerge élevée de l’ordre de 0.2 
pour les 50 derniers degrés d’oscillation. Ce jeu de 
donnée est réintégré sur 190° en coupant la résolution 
à 2.9Å, pour un rapport signal/bruit global de 7. Le 
coefficient de Matthews, pour une protéine d’environ 
32000 Daltons et deux molécules par unité 
asymétrique, a été estimé à 3.51 (environ 65% de 
solvent) et ne représente donc pas la solution la plus 
probable à cette résolution. En première intention un 
phasage avait été tenté manuellement en considérant 
3 molécules par unité asymétrique (Coefficient de 
Matthews à 2.34), mais ces tentatives n’avaient pas 
permis la résolution de la structure. 
On peut estimer à 7 le nombre d’atomes lourds 
détectables par monomère pour le phasage, avec 
deux molécules par unité asymétrique. Ce jeu de 
donnée est soumis au serveur en ligne AUTO-
RICKSHAW (Panjikar et al., 2005 ; 2009) en 
utilisant le protocole SAD, et en imposant 
manuellement un total de 14 atomes lourds. Un premier ensemble potentiel de vingt atomes lourds est 
déterminé par SHELXD (Schneider & Sheldrick, 2002). Cette liste est affinée par le logiciel MLPHARE 
(Otwinowski, 1991) puis réduite à dix sites après sélection de la bonne main. Les phases sont améliorées 
dans un premier temps par le logiciel DM (Cowtan, 1994) avec une FOM de 0.699 puis  dans un second 
temps en utilisant les opérateurs non-cristallographiques de symmétrie déterminés par ce dernier (NCS-

Figure 29 : les différentes étapes de résolution 
de la structure du fragment LgD550-816 

http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Schneider,%20T.R.
http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Sheldrick,%20G.M.
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averaging). A partir de cette première carte de densité, les logiciels HELICAP (Morris et al., 2004) et 
BUCCANEER (Cowtan, 2006) tracent un modèle incomplet de l’unité asymétrique. Ce modèle partiel est 
ensuite utilisé pour l’affinement par REFMAC 5.6 (Murshudov et al., 2011) à une résolution de 2.9Å 
(Rwork/Rfree à 0.29 / 0.34. 
Ce modèle est utilisé comme référence pour le remplacement moléculaire avec PHASER 2.0 (McCoy et 
al., 2007), sur un jeu de données natif et isomorphe de 2.4Å. Les chaînes latérales sont placées 
manuellement avec le logiciel WINCOOT, et les phases améliorées successivement par le logiciel 
REFMAC 5.6. Enfin, les molécules d’eau sont ajoutées manuellement en fin de construction avant un 
ultime cycle de REFMAC (Rwork/Rfree à 0.24 / 0.28). (voir figure 29) 
 

3.6 Traitement des données SAXS des fragments LgD.  

Les constructions LgD575-816 et LgD491-816 sont purifiées dans un tampon 25 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl, 
5 mM ȕ-mercaptoéthanol. Le fragment LgD358-816 est préparé dans un tampon citrate (25 mM Sodium 
Citrate pH 6.5, 100 mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol). Plusieurs mesures de 180 sec. à 25°C de la 
même solution ont été réalisées sur ID14-γ (ESRF) afin d’évaluer le dommage radiatif. La diffraction liée 
au tampon a été soustraite des données brutes, et les courbes obtenues à une longueur d’onde de 0.9γ1Å 
mises à l’échelle en fonction de la concentration des échantillons. Les intensités sont normalisées à partir 
d’une solution de BSA de concentration connue. Le traitement des données a été réalisé avec la suite 
logicielle PRIMUS (Konarev et al., 2003). La diffraction I(0) et le rayon de giration Rg sont évalués par 
une approximation de Guinier (Guinier, 19γ9), en assimilant l’intensité aux petits angles par I(s) =  I(0) 
exp(-(sRg)2/3). Ces paramètres ont été traités par le logiciel GNOM (Svergun, 1992), qui fournit 
également la fonction de distribution des distances  p(r) de la particule ( p(r)=2ʌ ∫ I (s)sr sin(sr)ds ). 
 

3.7 Modélisation Ab Initio des fragments LgD.  

Les modèles basse-résolution des fragments sont générés par le programme DAMMIN (Svergun, 1999) à 
partir d’un volume défini par une sphère de diamètre Dmax. A partir d’un premier modèle aléatoire, 
DAMMIN utilise un algorithme de recuit simulé pour construire un modèle en accord avec la courbe de 
diffraction expérimentale Iexp(s): 
 

 

Où N est le nombre de points expérimentaux, c  un facteur correctif, Icalc(Sj) l’intensité calculée et ı(sj) 
l’erreur expérimentale au moment de transfert sj. 
Dix modèles indépendants de chaque fragment sont générés par le logiciel DAMMIN sans imposer de 
symétrie. Les modèles finaux de chaque construction sont obtenus par la superposition de ces dix 
reconstructions indépendantes avec les programmes DAMAVER (Volkov et Svergun, 2003) et 
SUPCOMB 2.0 (Kozin et Svergun, 2001).  
 

3.8 Dichroïsme Circulaire.  

Un appareil Jasco-8100 équipé d'un système de thermostatisation par effet Peltier et une cuve en quartz de 
0.1 cm ont été utilisés pour les mesures. Une solution de CC2D1A (sauvage et mutant) purifiée (à X et X 
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mg/mL respectivement) dans un tampon 25 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl est utilisée pour les mesures. 
Le spectre est réalisé à 293 K, de 200 à 260 nm et ramené en unité d’ellipsicité molaire par résidu (unité : 
deg. cm2. dmol-1) selon la formule suivante : [ș]MRW = șd / ( c * l * n ) avec n le nombre de résidus de la 
protéine, l la largeur de la cuvette et c la concentration de l’échantillon. ș est exprimé en millidegrés. Les 
courbes de dénaturation sont réalisées sur les mêmes échantillons, de 293 K à 393 K, par incréments de 1 
K. La correction du signal lié au solvant est faite à partir d’un spectre du tampon dilué à 29γ K seulement.  
 
3.9 Thermoshift Assay.  

Les mesures de stabilité ont été réalisé avec un échantillon purifié de LgD358-816 à environ 28 µM, dans un 
tampon 20 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol, ainsi qu’une solution diluée 5x de 
SYPRO Orange (Invitrogen) comme décrit dans (Ericsson, Hallberg et al., 2006). Le SYPRO interagissant 
préférentiellement avec des régions hydrophobes de la protéine, une protéine bien repliée présentera en 
fluorescence un signal moindre qu’une protéine dénaturée.  La solution comprenant le SYPRO est excitée 
à 490 nm et l’émission enregistrée à 575 nm. La température est augmentée par incréments de 1°C/min, de 
25°C jusqu’à 75°C. Deux contrôles sont  réalisés en l’absence de protéine et de SYPRO.  
 

3.10 Ultracentrifugation Analytique.  

La protéine LgD575-816 purifiée est dialysée à pH7, pH 8 et pH9, à des concentrations variables, estimées 
entre 1 et 4 mg/mL : avec des fenêtres saphir, une première acquisition est réalisée à γ000 rpm, d’un 
spectre de longueur d’onde et un spectre de la distance radiale, à 280 nm et en utilisant les interférences. 
L’ultracentrifugation est réalisée à 280 nm sur la nuit, à 42000 rpm, et en utilisant les interférences. La 
durée des scans est de ≈ 1.5 min pour le spectre de la distance radiale à une longueur d’onde donnée et par 
cellule (le temps entre les scans est de ≈ 5 min pour γ cellules à 280 nm). Les données sont traitées par le 
logiciel SEDFIT (collaboration C. Ebel). 

 

3.11 Test-expression et purification de CC2D1B-FLAG en cellules de mammifères.  

Des cellules HEK293 EBNA sont transfectées avec un plasmide PCAGGS codant pour la protéine 
CC2D1B-FLAG. Les cellules sont cultivées sur des plaques 6 puits (54 cm2) puis transfectées à 90% de 
confluence sur 2 jours. Les cellules sont ensuite lysées dans un tampon TBS (20mM Tris pH7, 100 mM 
NaCl, 0.5 mM EDTA, 3mM ȕ-mercaptoéthanol, 1% CHAPS) par sonication, puis incubées avec une 
résine anti-flag M2 (Sigma). La résine est lavée 5 fois avec un tampon TBS, puis la protéine éluée dans un 
tampon TBS avec une concentration de 100µg/mL de peptide FLAG. 

 

3.12 Isothermal Titration Calorimetry.   
Les données sont enregistrées à partir d’un calorimètre de type VP-ITC (Microcal LLC) à 30°C sous 
agitation et pour un volume de cellule de 1.4569 ml. Le fragment LgD550-816 est purifié selon le protocole 
standard dans un tampon 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, dilué à une concentration finale de 5 et 35 ȝM 
dans la cellule. La molécule de myoinositol 4-phosphate (Avanti Polar Lipids ref. 117Q-0014_010)) est 
resuspendue dans le tampon de filtration sur gel et utilisée pour l’expérience à  200 ȝM dans la seringue 
d’injection. Les courbes isotherme ont été analysées par la suite Origin. 
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IV   Caractérisation de la protéine CHMP2B in vitro 
4.1 Préparation des liposomes (CHMP2B). 

Les lipides Synthetic 1-Stearoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (SOPC) et 1,2-Dioleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphoserine (DOPS) de Avanti Polar Lipids sont mélangés de façon homogène dans du 
chloroforme selon un ratio de 8 pour 2. La solution est évaporée et le film lipidique est resuspendu dans 
un tampon sans sel (20mM HEPES pH 7) à une concentration finale de 2.5 mg/ml. La solution est 
extrudée 15 fois à travers une membrane de polycarbonates de 200 nm (Avanti Polar Lipids) afin de 
produire les larges vésicules unilamellaires (LUVs).. Le diamètre moyen des lipsoomes est estimé entre 
200 et 400 nm, sur la base des mesures de DLS (Dynamic Light Scattering) et des observations en 
microscopie électronique. 
 
4.2 Tests de flotation (CHMP2B).  

La protéine CHMP2B, de concentration variable, est incubée sur la nuit en présence des LUVs. La 
solution est mélangée avec un volume équivalent d’une solution de sucrose à 80% (w/v) en présence de 
20mM HEPES pH 7, ce qui conduit à une concentration finale de sucrose de 40% ainsi qu’une 
concentration finale de LUVs de 0.625 mg/ml. γ00 ȝL de cette solution forment la couche basse du 
gradient. 100  ȝL d’une solution à 30%, 20% puis 10%, dans le même tampon, constituent les couches 
intermédiaires et hautes du gradient. Ce gradient est ultracentrifugé à 190000g pendant 6h à 4°C. Après 
ultracentrifugation, les gradients sont séparés en sept fractions. La concentration en sucrose de chaque 
fraction est estimée par réfractométrie ; un tiers de chaque fraction est ensuite analysé par SDS-PAGE. 
 
4.3 Purification de MBP-CHMP2B recombinante chez E.Coli.  

MBP-CHMP2B est produite dans la souche E.Coli BL21 codon plus (Invitrogen). Les cellules sont 
cultivées à 37°C, puis induites à une DO600 de 0.7 avec 0.5 mM IPTG pendant 3 heures, ou 
alternativement 1h avec 1 mM IPTG. Le culot est resuspendu dans un tampon de lyse (50 mM Tris-Base 
pH 7.4 ; 0.2M NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol, inhibiteur de protéases). Après sonication, le lysat 
bactérien est centrifugé pendant 30 minutes à 18000 g, puis filtré à travers une membrane de 0.2 µM. Le 
lysat filtré est chargé sur une colonne d’amylose (Amersham). La résine est lavée avec un tampon de 
lavage (50 mM Tris-Base pH 7.4 ; 1M NaCl ; 5mM ȕ-mercaptoéthanol), et élué avec  un tampon 
supplémenté de 10 mM Maltose (50 mM Tris-Base pH 7.4 ; 150 mM NaCl ; 10 mM Maltose ; 5 mM ȕ-
mercaptoéthanol). Le cas échéant, les conditions de filtration sur gel ainsi que les modalités de clivage par 
la protéase TEV, seront discutées dans le chapitre consacré.  

 

4.4 Purification de CHMP2B 6xHis et CHMP2BǻC recombinante chez E.Coli.   

La protéine CHMP2B, marquée en c-terminal d’une étiquette hexahestidine,  est produite dans une souche 
BL21 codon plus chez E.Coli (Invitrogen). Les cellules sont cultivées à 37°C, puis induites à une DO600 
entre 0.5 et 0.7 avec 1mM IPTG pendant 1h. Le culot est resuspendu dans un tampon riche en sel (50 mM 
Tris pH 7.4, 1M NaCl, 1M KCl), complémenté de 1 mM PMSF. Après sonication, le lysat bactérien est 
centrifugé pendant 30 minutes à 18000 g, puis filtré à travers une membrane de 0.2 µM. Le lysat filtré est 
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chargé sur une résine de Ni-NTA Fastflow (Qiagen) préalablement équilibrée dans le tampon riche en sel. 
Après passage du lysat, la résine est lavée longuement avec le tampon A (50 mM Tris pH 7.4, 300 mM 
NaCl, 15 mM imidazole). La protéine d’intérêt est éluée dans un tampon B (50 mM Tris pH 7, 300 mM 
NaCl, 50 mM imidazole). L’état monomérique de la protéine est ensuite évalué par une seconde étape de 
purification, sur colonne Superdex 75(GE Healthcare), préalablement équilibrée dans un tampon 20 mM 
HEPES pH 7.4, 100-300 mM NaCl : l’élution est contrôlée à 220 nm, et la protéine élue en un pic unique 
correspondant à une forme monomérique et soluble. 
Alternativement ce protocole peut être modifié afin de promouvoir la polymérisation de la construction. 
Le temps d’induction est alors ramené à γh, et la quantité en sel des tampons de lyse et d’élution est 
ramenée à 0-100 mM NaCl. La concentration de l’échantillon obtenu par colonne Vivaspin peut 
également déplacer l’équilibre vers la polymérisation, ce phénomène étant lui-même fortement dépendant 
de la concentration. 
 
 
4.5 Détermination de la concentration de CHMP2B 6xhis et variants.  
CHMP2B ne possède aucun des acides aminés aromatiques couramment utilisés pour évaluer la 
concentration d’une protéine par spectrophotométrie à 280 nm. La quantification de la concentration peut 
être évaluée de deux manières. La première consiste à doser l’échantillon par la méthode de Bradford, en 
fonction d’une courbe de calibrage évaluée sur la protéine BSA. Cette technique est complétée par une 
analyse sur gel SDS-PAGE, en fonction d’un contrôle BSA, en utilisant le logiciel Photoshop pour 
quantifier l’intensité des bandes.  
 

4.6 Marquage de CHMP2B par Alexa-Fluo 488.  

En raison des limitations dûes aux faibles rendements des préparations de CHMP2B, ainsi que des 
difficultés à concentrer la protéine, le marquage est réalisé directement en incubant les fractions issues de 
la purification par résine Ni-NTA avec le marqueur Alexa-fluo 488-C5 Maleimide (Invitrogen) pendant au 
minimum 2 heures à température ambiante, dans des conditions non réductrices, avec un ratio Alexa : 
CHMP2B de 5 :1, en accord avec le protocole d’Invitrogen. La réaction est stoppée par ajout de ȕ-
mercaptoéthanol, à une concentration finale de 5 mM. L’échantillon est ensuite chargé sur une colonne 
Superdex 75 (GE Healthcare), préalablement équilibrée dans un tampon 20 mM HEPES pH 7.4, 0-300 
mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol. La protéine marquée migre de façon identique à la protéine non 
marquée. La fluorescence libre est séparée du reste et élue tardivement comme une protéine de 1 kDa. La 
présence de fluorescence dans l’échantillon est confirmée par un spectre de fluorescence dans la région 
d’émission du fluorophore. Le degré de marquage de l’échantillon est déterminé à partir de la formule 
fournie par Invitrogen :  
 

Rapport molaire Alexa / Proteine = A494 / (71,000 × concentration en protéine (M)) 
ou 71000 cm-1 M-1 est le coefficient d’extinction molaire de la molécule Alexa488-C5 Maleimide à 494 

nm.  
 
La concentration de la protéine CHMP2B marquée est déterminée à partir de la valeur obtenue après 
quantification sur gel, selon une valeur étalon définie par échantillon BSA de concentration connue. 
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4.7 Purification de MBP CHMP4BǻC-Alix  recombinante chez E.Coli.  
La protéine MBP-CHMP4BǻC-Alix a été produite à partir de la construction décrite précédemment (Pires et 
al., 2008), avec toutefois quelques différences notables par rapport au premier protocole. La production est 
réalisée en souche BL21. Les cultures sont induites à une DO600 de 0.5-0.7, pendant 1h, soniquées en 
présence d’un tampon de lyse (50 mM Tris pH 7.4, 1M NaCl, γ mM ȕ-mercaptoéthanol, 1mM PMSF) 
puis centrifugées à 18000 rpm pendant 25 minutes. Le lysat est filtré à travers une membrane de 0.2 µM 
puis chargée sur une résine Ni-NTA superflow (Qiagen). Après passage du lysat, la résine est lavée 
longuement avec un tampon A (50 mM Tris pH 7.4, γ00 mM NaCl, 15 mM imidazole), suivi d’un second 
lavage à 50 mM Imidazole. La protéine d’intérêt est éluée dans un tampon B (50 mM Tris pH 7, γ00 mM 
NaCl, 250 mM imidazole). Les fractions d’intérêt sont recueillies dans des aliquots de 2 mL, celles les 
plus concentrées sont chargées directement sur colonne Superdex 200 (GE Healthcare) sans étape de 
concentration et le pic correspondant à la protéine d’intérêt conservé à 4ºC.  
 

4.8 Mesures d’interations par SPR (CHMP2B).  
Les mesures SPR ont été réalisées sur un instrument Biacore X (Biacore Inc.), à 25ºC dans un tampon 
SPR (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% P20). Les puces CM5 sont couplées 
avec MBP CHMP4BǻC-Alix (500 RU), CHMP2B-6xHis (600 RU) ou CC2D1A346-455 (100 RU). Les analytes 
(mutants CHMP2B) sont passés sur la puce CM5 à un débit de 10 µL/min, et la dissociation mesurée 
pendant 10 minutes. La puce est régénérée avec 50 µL à 2M NaCl à 50 µL/min. Les cinétiques 
d’interaction sont évaluées avec la suite logicielle BiaEvaluation (version 4.1, Biacore, Inc.) en utilisant le 
modèle Langmuir 1 :1 sans transfert de masse, mais corrigées pour une ligne de base fluctuante si 
nécessaire.   
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CHAPITRE III –  
CC2D1A est un nouveau régulateur de polymérisation de CHMP4B. 

 

Article 1 : CC2D1A is a new regulator of  ESCRT-III CHMP4B polymer 
formation 
 

Nicolas Martinelli *, Bettina Hartlieb *, Charles Sabin, Aurelien Dordor, Nolwenn Miguet, Sergiy V. 
Avilov, E. Ribeiro, Gregory Effantin, Guy Schoehn, M. Jamin, Heinrich Göttlinger and Winfried 
Weissenhorn 

* : les auteurs ont contribué également 
Journal of Biological Chemistry, Soumis. 

 

Contexte de l’étude : la machinerie ESCRT est impliquée dans de multiples fonctions biologiques, parmi 
lesquelle figure la division cellulaire et la formation des corps multivésiculaires. Cette seconde fonction a 
également une conséquence dans l’internalisation et la dégradation sélective de certains récepteurs 
transmembranaires vers le lysosome. Le recrutement sélectif d’ESCRT-III, et éventuellement l’activation 
des protéines CHMP, vont être médiées par des protéines multiples. On a répertorié, au sein des protéines 
CHMP, au moins deux types d’interactions : la première fait intervenir les motifs MIM1 et MIM2, situés 
en c-terminal. Ces motifs vont être notamment reconnus par la protéine Alix et VPS4 (McCullough et al., 
2008; Kieffer et al., 2008). Un second type d’interactions implique la partie n-terminale de CHMP6, qui 
est reconnue par la protéine VPS25 (Teis et al., 2008; Saksena et al., 2009). Une interaction directe entre 
la protéine CC2D1A et CHMP4B a été rapportée par des expériences de double-hybride (Tsang et al., 
2006), mais elle n’a pas encore été confirmée. Ce nouveau régulateur potentiel d’ESCRT-III a en revanche 
été étudié chez la Drosophile; la protéine LgD a notamment été impliquée dans la régulation du récepteur 
Notch au niveau des endosomes précoces. CC2D1A appartient à  une nouvelle famille de protéines mal 
caractérisées, impliquée dans plusieurs voies de signalisation et susceptible de jouer un rôle dans la mise 
en place d’ESCRT au niveau de la membrane des endosomes. 

 

Résultats : nous confirmons in vitro l’interaction entre CC2D1A/CC2D1B et CHMP4B. CC2D1A 
interagit principalement par sa troisième répétition DM14, selon une stochiométrie 1 :1, et lie CHMP4B 
par sa partie n-terminale. Une structure cristallographique partielle de CHMP4B a, en outre, permis 
d’identifier deux régions impliquées dans cette interaction. En particulier, un triple mutant CHMP4B ne 
liant plus CC2D1A a été identifié : cette interaction semble médiée principalement par l’extrémité c-
terminale de l’hélice Į2, ce qui constitue donc un nouveau site d’interaction, distinct de ceux déjà 
rapportés dans la littérature. L’introduction de ces trois mutations dans une construction tronquée en c-
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terminal de CHMP4B abolit en outre son effet dominant-négatif sur le bourgeonnement du HIV 
(collaboration H. Gottlinger) : cette donnée suggère donc que le site d’interaction de CC2D1 est important 
pour la fonction de CHMP4B, et potentiellement impliqué dans la polymérisation. Nous avons confirmé 
cette hypothèse in vitro en montrant que l’interaction de CC2D1A avec CHMP4B prévient la 
polymérisation de ce dernier, contrairement à une forme mutée de CC2D1A ne liant plus CHMP4B. Les 
implications de cette découverte in vivo sont également discutées.  

 

Contribution personnelle : la troisième répétition DM14 de CC2D1A avait été impliquée dans 
l’interaction avec CHMP4B par le Dr Hartlieb. Sur la base de la structure cristallographique de CHMP4B, 
j’ai pû mettre en évidence trois résidus impliqués de façon majeure dans l’interaction avec CC2D1A. 
Réciproquement, je mets en évidence sur CC2D1A une région importante pour cette interaction. Je montre 
en outre que ce site d’interaction est impliqué dans la polymérisation de CHMP4B et, sur la base des 
données biochimiques et la structure cristallographique du fragment CHMP4B 23-97, que CC2D1A agit 
in vitro comme un inhibiteur de polymérisation.  
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CHAPITRE III – CC2D1A est un nouveau régulateur de 
polymérisation de CHMP4B. 

 
1. Introduction 
Avant mon arrivée, le docteur Bettina Hartlieb (postdoctorante au laboratoire), avait pû identifier le 

fragment CHMP4B 23-97 comme fragment minimal capable d’interagir avec  CC2D1A, selon une 
stochiométrie de 1 :1 (voir figure 29). L’objectif principal de ce travail concernait la crystallisation d’une 

Figure 29 : récapitulatif des données ITC entre CC2D1A/B et CHMP4B 7-110 mesurées par le Dr 
Hartlieb. La délétion des extrémités N- et C-terminales de CHMP4B perturbe la formation du complexe. 
 
A. Schéma des différentes constructions réalisées pour l’étude. 
B. La troisième répétition DM14 est spécifiquement impliquée dans l’interaction avec CHMP4B. La 

délétion simultanée des extrémités N- et C-terminales de CHMP4B diminue cette interaction d’un facteur 
10, ce qui suggère un rôle des régions 7-23 et 97-110 dans l’interaction.  
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partie de CC2D1A/B avec ce fragment minimal, afin d’en résoudre la structure. Le Dr. Hartlieb a pû 
notamment identifier la région comprenant la troisième répétition DM14 comme cruciale dans 
l’interaction.  

L’interaction entre CC2D1A ou CC2D1B et CHMP4B a été mise en évidence et quantifiée in vitro par 
plusieurs méthodes  (ITC, SPR, MALLS, Pulldowns). Le fragment CHMP4B 7-110 interagit avec une 
affinité de l’ordre du microMolaire (entre 0.3 et 0.7 µM selon les constructions et les méthodes).  Cette 
affinité, comparable à celle mesurée pour certaines interactions entre protéines CHMP (voir précédent 
chapître), suggère que CC2D1A interagit avec CHMP4B en formant un comple relativement stable. On 
note toutefois, en présence d’un tampon riche en sel (1M NaCl), une dissociation importante du complexe 
ce qui suggère également que l’interaction rapportée entre CC2D1A et CHMP4B est principalement 
électrostatique.  

Cependant, ces constructions tronquées de CC2D1A avec CHMP4B n’ont pas permis d’obtenir la 
structure du complexe, et ce malgré de nombreuses tentatives de crystallisation. Pour une de ces 
tentatives, en revanche, le Dr Hartlieb a pû obtenir des cristaux à 1.9 Å du fragment CHMP4B 23-97 isolé, 
ce dernier cristallisant seul dans la goutte. 

 
2. Analyse de la structure cristallographique de CHMP4B 23-97 
2.1 Les extrémités N- et C-terminales du fragment définissent une interface de dimérisation  
La construction  CHMP4B 23-97 comprend les hélices Į1 et Į2, formées respectivement par les 

séquences 23-57 et 61-97, soit la partie n-terminale de la protéine complète. En superposant les CĮ de 
CHMP4 avec les structures déjà connues de CHMP3 et IST1 (rmsd respectifs de 2.687 et 3.323 Å), on 
observe une forte homologie avec ces protéines malgré une séquence peu conservée. En outre, la 
représentation en surface de la structure montre une répartition des charges inégale (voir figure 31), avec 
une surface chargée négativement à l’extrémité de l’épingle, et la surface opposée (autour de la boucle) 
chargée positivement. CHMP4B étant capable de polymériser in vivo et in vitro, il est donc possible que 
ces interfaces soient impliquées dans des interactions CHMP4B-CHMP4B.  

 
Dans l’unité asymétrique (voir figure 30), les quatre molécules définissent plusieurs interfaces 

cristallographiques. Bien que CHMP4B 23-97 en solution soit un monomère, CHMP4B polymérise in 
vitro et in vivo. Les représentations de ces polymères se bornent à des données de microscopie 
électronique à basse résolution, et ne permettent pas de mettre en évidence précisément les résidus 
impliqués. J’identifie cependant, à partir du serveur PISA, une interface stable susceptible de correspondre 
à une authentique interface biologique. Le serveur détermine une « P-value » de 0.065, soit une valeur 
bien inférieure (<0.5) à celle attendue pour une interface aléatoire et/ou artefactuelle.   Cette interface de 
1740 Å2 (délimitée dans la figure 30 par les monomères rouge et vert), présente un ǻGint  de -15.7 
kcat/mol et un ǻGdiss de 7.5 kcat/mol. Cette dernière valeur correspondant à la différence théorique 
d’énergie libre entre l’état de dissociation et l’état d’association, une valeur positive correspond donc à la 
formation d’un complexe stable théorique. Cette interface comprend les résidus 25 à 42 (Į1) et les 
résidus 78 à 96 (Į2), soit les extrémités des  deux hélices Į. En particulier, les résidus R28, T32, T85 et 
Q92 sont impliqués dans six liaisons hydrogènes et sont conservés pour les trois isoformes CHMP4 (voir 
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figure 32). Il semble donc que l’ arrangement antiparallèle des deux molécules reflète un rôle particulier 
des extrémités Į1 et Įβ dans la  formation ou la stabilisation du polymère.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : la structure du fragment 23-97 de CHMP4B met en évidence 4 molécules par unité 
asymétrique.  

A-B : L’empilement cristallin met en évidence plusieurs interfaces cristallographiques : seule 
l’interface entre la molécule A (en rouge) et la molécule B (en vert) est considérée significative par le 
serveur PISA. 
C: La superposition de CHMP4B avec CHMP3 (PDB : 3FRT) permet de prédire la position des 
hélices Įγ, Į4 et Į5 absentes dans la construction 
D. Dans le cristal la seconde molécule CHMP4B formant le dimère se situe dans le prolongement 
théorique des hélices Įγ et Į4 manquantes. 
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Le fragment cristallisé est extrêmement proche de l’épingle retrouvée dans la structure 
cristallographique de CHMP3 (rmsd de 2.687Å). En revanche, contrairement à CHMP3, cette structure ne 
possède que les deux premières hélices Į. J’ai donc essayé d’extrapoler la position des hélices Įγ, Į4 et Į5 
manquantes sur la base de la structure CHMP3 obtenue par Bajorek (Bajorek et al., 2009). Dans ce 
modèle, les hélices Įγ et Į4 viennent se placer respectivement dans l’axe des hélices Į2 et Į1 de la 
molécule CHMP4B adjacente composant le dimère cristallographique : cette donnée implique donc que le 
dimère proposé par PISA n’est pas compatible avec le repliement connu de CHMP3. Si on accorde donc 
du crédit à l’assemblage proposé par PISA, cette interface ne serait accessible qu’après dissociation d’Įγ 
et Į4.  

 

 

2.2 la forme cristallisée présente une hélice Į2 incomplète. 
L’alignement avec CHMPγ montre dans la structure CHMP4B une hélice Į2 incomplète, cette 

dernière étant vraisemblablement tronquée de 8 acides aminés par rapport à l’alignement précis des deux 
protéines, soit environ deux tours d’hélices. La séquence terminale présente dans la structure présente le 
motif REALE  ; or, si l’on se réfère au modèle de CHMPγ disponible, l’hélice Į2 dans sa totalité devrait 
théoriquement comprendre à son extrémité le motif REALE NANTNTEV. L’interface formée dans le 
crystal est donc probablement incomplète, et potentiellement déstabilisée.   

L’interaction entre CHMP4B 2γ-97 et CC2D1A 346-455 est faible, avec un Kd de l’ordre de 5.5 µM. 
Cette valeur est donc près de 10 fois supérieure à celle observée pour la construction « élargie » CHMP4B 
7-110.  

Rétrospectivement, on peut donc tirer deux conclusions de cette différence.  

 

Figure 31: Les hélices Į1 et Įβ de CHMP4B 
forment une surface fortement 
amphipatique, avec  une répartition inégale 
des charges positives et négatives.  

Les résidus Lysine, Arginine et Histidine sont 
chargés positivement et sont marqués en 
marine. Les acides glutamiques et aspartiques 
sont chargés négativement et sont colorés en 
rouge. 
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Figure 32 : l’hélice Įβ est tronquée dans la structure cristallographique, et pourrait être 
impliquée dans l’interaction avec CCβD1A. 

A-B. Superposition des protéines CHMP4B (en rouge) et CHMPγ (en violet). L’hélice Į2 apparaît 
tronquée en comparaison de 8 résidus. 

C. Alignement des trois isoformes CHMP4B avec toutes les protéines CHMP de structure 
connue. Seules sont représentées les séquences impliquées dans la formation des hélices Į1 
et Į2.  
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La première est purement « technique », en ce sens que la faible affinité de CHMP4B 23-97 ait pû 
conduire à la formation d’un complexe instable, propice à une dissociation dans la goutte de cristallisation, 
et/ou après filtration sur gel du complexe. La seconde est en revanche fonctionnelle, puisqu’elle indique 
que la troncature des extrémités N- et C-terminales de l’épingle déstabilise l’interaction ; CC2D1A 
interagissant spécifiquement avec les isoformes CHMP4, cette donnée nous a donc incité à muter des 
résidus CHMP4B au niveau de ces deux extrémités, en ciblant en particulier des résidus à la fois 
conservés pour tous les isoformes, et absents chez les autres protéines ESCRT-III.  

 
 
3. Mise en évidence de mutants CHMP4B  
Sur la base des alignements de séquence des trois isoformes  CHMP4A, CHMP4B et CHMP4C, le Dr 

Hartlieb avait identifié deux jeux de mutations susceptibles d’être impliqués dans l’interaction 
CHMP4B-CC2D1A. 

Le quadruple mutant, appelé « Mut1 », correspond à la construction CHMP4BR28AR30AD31RE33R et 
comprend donc quatre mutations à la base de l’hélice Į1. Le second, appelé « Mut1.2 », présente outre les 
quatre premières mutations trois nouvelles mutations E90RE94RE97 à la base de l’hélice Įβ. Ensemble, 
ces deux jeux de résidus définissent donc deux régions fortement chargées à la base de la boucle, orientées 
sur la face opposée de celle impliquée dans l’interaction Į1-Į4 et Į2-Įγ. Puisque CC2D1A interagit en 
pulldowns avec une construction  MBP-CHMP4B∆CAlix   comprenant les hélices Įγ et Į4 , une hypothèse 
était donc que ces résidus soient également accessibles en solution pour l’interaction CC2D1A-CHMP4B.  

A partir d’un clone MBPCHMP4B23-97, le Dr Hartlieb avait en particulier détecté une perte 
d’interaction par pulldowns chez le mutant 1.2, tandis que le mutant simple mut1 interagissait toujours. 
Cette donnée suggérait donc que les trois résidus E90, E94, et E97, et donc l’hélice Į2, sont directement 
impliqués dans l’interaction. Outre  l’absence d’un mutant « Mut2 » simple, une autre réserve liée à cette 
expérience de pulldown concernait le choix du fragment tronqué 23-97, connu pour former un complexe 
moins stable par ITC que le fragment élargi CHMP4B 7-110. Afin de lever l’ambiguïté relative au rôle 
précis des résidus composant le patch Mut2, j’ai donc entrepris de recloner le fragment sur une 
construction étendue CHMP4B 7-105, en accord avec les données tirées de la structure cristallographique.  

Par pulldowns (voir figure 33), il apparait bien que les constructions sauvage et CHMP4B 7-105Mut1 
sont toujours capable de fixer le peptide CC2D1A346-455. En revanche, les constructions CHMP4B 7-
105Mut2 et CHMP4B 7-105Mut1+2 ne sont plus capables d’interagir : ce résultat important indique donc que 
c’est principalement la base de l’hélice Įβ qui est impliquée dans l’interaction. Afin de confirmer la perte 
totale d’interaction de Mut2, j’ai testé l’affinité de ces mutants par SPR (figure 34). La protéine sauvage 
MBP-CHMP4B 7-105 sert ici de contrôle : on retrouve donc avec cette nouvelle technique une affinité 
d’environ 0.γ µM, du même ordre de grandeur que la valeur obtenue par ITC pour le fragment CHMP4B 
7-110. En revanche, aucun signal n’est retrouvé pour les constructions Mut2 et Mut1.2, ce qui confirme ici 
l’abolition complète de l’interaction.  

On retrouve toutefois un signal pour la construction Mut1, en accord avec les précédentes données 
obtenues par pulldown : l’interaction chez ce mutant est légèrement réduite, de l’ordre de 1.4 µM, ce qui 
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suggère un rôle moindre de l’hélice Į1 dans cette interaction. En l’état, la mise en évidence de 
l’extrémité c-terminale de Įβ comme site d’interaction principal suggère également que la 
déstabilisation de cette hélice dans la construction CHMP4B 23-97 soit une des causes de la 
déstabilisation du complexe.  

Figure 33 : l’interaction entre CHMP4B et CCβD1A 346-455 est 
principalement médiée par l’extrémité c-terminale de l’hélice Įβ. 

A. Le triple mutant CHMP4BE90RE94RE97R (« Mut2 ») n’interagit plus 
avec CC2D1A 346-455, contrairement au mutant 
CHMP4BR28AR340AD31RE33R (« Mut1 »). 

B. Positionnement des deux jeux de mutation, Mut1  et Mut2 dans le 
contexte du monomère CHMP4B complet. 

A. 

B. 
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4. Mise en évidence d’un mutant CCβD1A ne liant plus CHMP4B 
Par ailleurs, nous nous somme interessés au site d’interaction de CC2D1A, ainsi qu’à la mise en évidence 
d’un mutant CC2D1A incapable de lier CHMP4B . En comparant les séquences de CC2D1A et de 
CC2D1B pour plusieurs espèces, on distingue au sein de la troisième répétition trois régions fortement 
conservées. J’ai donc muté la seconde région  au niveau de sept résidus (K374A, R376A, R380A, K383A, 
D387A, R390A, K393A). Ces résidus sont strictement conservés entre espèces et isoformes et spécifiques 
de la troisième répétition DM14, en accord avec les données expérimentales. Le fragment CC2D1A346-455 
présente en CD un fort signal correspondant à la présence d’hélices Į, en accord avec les prédictions 
bioinformatiques, et un Tm mesuré à environ 67°C. Le mutant est soluble et n’est pas altéré 

Figure 34 : aucune interaction avec CCβD1A n’est mesurée pour le 
mutant « Mut2 »  et le double mutant CHMP4B par résonance 
plasmique de surface (« Surface Plasma Resonance » ou SPR).  

A. Profils SPR des protéine CHMP4B sauvage et mut1 sur une puce CM5 
couplée à CC2D1A346-455. 

B. Récapitulatif des interactions identifiées par SPR. Tous les mutants sont 
testés avec quatre concentrations différentes, de 0.5 à 1.4 ȝM. Les mutants 
« mut1 » et « mut1.2 » ne donnent aucun signal enregistrable, montrant 
ainsi la perte totale d’interaction. 
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significativement dans sa structure secondaire ou sa stabilité, comme l’indiquent les données de 
dichroïsme circulaire (voir figure 36). Comme prédit, ce mutant n’interagit plus avec une résine 
préincubée avec la construction MBP-CHMP4B7-105, contrairement au peptide natif CC2D1A346-455. La 
région linéaire 374-393 est donc importante pour cette interaction. (voir figure 35) 
 

 

 

 

Figure 35 : une série de mutations dans la troisième répétition DM14  abolit l’interaction avec 
CHMP4B. 

A. Le peptide CC2D1Amut n’interagit plus avec avec la construction MBP-CHMP4B7-105. 
B. L’alignement de cette répétition avec les homologues de vache, de rat ainsi que le second 

isoforme CC2D1B chez l’homme montre trois régions strictement conservées. Les sept résidus 
mutés sont marqués en orange (K374A, R376A, R380A, K383A, D387A, R390A, K393A). 

C. Alignement des quatre motifs DM14 présent dans l’homologue CC2D1A chez l’humain. 
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Figure 36 : les peptides CC2D1A346-455  sauvage et mutant présentent 
une thermostabilité comparable. 

A. Les peptides sauvages et mutant possèdent un spectre en dichroïsme 
circulaire caractéristique de la présence d’hélices Į. 

B. Spectres CD du peptide sauvage et mutant, et courbes de dénaturation 
respectives. La stabilité thermique du mutant n’est pas modifiée 
significativement, comme le montre la stabilité du Tm, de l’ordre de 
67°C pour les deux constructions. 
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5. Implication de CC2D1A dans la polymérisation de CHMP4B 
L’interface cristallographique identifiée entre deux monomères CHMP4B suggère que la base de 

l’épingle formée par Į1 et Į2 est impliquée dans la polymérisation de CHMP4B. En outre, nous montrons 
que cette même région est impliquée dans l’interaction avec CC2D1A, l’hélice Į2 semblant être le site 
d’interaction préférentiel. Si les deux sites sont spatialement proches, on peut donc émettre l’hypothèse 
que CC2D1A ait une préférence pour la forme monomérique de CHMP4B, le site d’interaction étant 
potentiellement moins accessible dans le polymère. Des tests préliminaires avaient en effet montré que 
lorsque CC2D1A est incubé avec des filaments CHMP4B préformés, ces derniers sédimentent au fond du 
gradient sans interagir avec le peptide. Une conséquence serait donc qu’en incubant CHMP4B sous sa 
forme monomérique avec un excès du peptide CC2D1A346-455, ce dernier inhiberait la polymérisation de 
CHMP4B. Afin de tester cette hypothèse j’ai utilisé la construction MBP-CHMP4BǻC-Alix  caractérisée 
par R.Pires (Pires et al., 2009 ; voir également le chapitre V du présent manuscript).  

Figure 37: CC2D1A inhibe la polymérisation de CHMP4B. 

A-B. CHMP4B polymérise et migre au fond du gradient , tandis que CC2D1A346-455 reste au sommet.  
C. L’incubation de CC2D1A avec CHMP4B avant clivage prévient la polymérisation de cette dernière.  
D. L’incubation d’un mutant CC2D1A ne liant pas CHMP4B abolit l’effet observé pour le peptide CC2D1A 
sauvage.  
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Cette construction présente la particularité de pouvoir être purifiée sous forme monomérique en 
filtration sur gel , dans des proportions qui permettent son étude biochimique. Lorsque cette protéine est 
concentrée, elle polymérise sous forme de filaments. Le clivage de la MBP avant concentration promeut 
cette polymérisation, et aboutit à des filaments plus fins et incurvés : cette propriété permet donc d’étudier 
le processus de polymérisation de façon plus contrôlée, et de quantifier la polymérisation en faisant varier 
certains paramètres. Ici, j’ai incubé la protéine MBP-CHMP4BǻC-Alix  avec un large excès (5 fois) du 
peptide CC2D1A346-455, dont nous avons caractérisé l’interaction. L’échantillon est ensuite concentré 10 
fois, à une concentration finale de CHMP4B de 15 µM, puis clivé par TEV pour enlever la MBP et ainsi  
favoriser la polymérisation.  

Les fractions sont chargées au sommet d’un gradient de sucrose, puis sédimentées. Chaque fraction est 
ensuite prélevée puis chargée sur gel. On observe ici le peptide exclusivement dans la fraction haute du 
gradient, ce qui confirme le résultat selon lequel le peptide n’interagit qu’avec la forme monomérique de 
CHMP4. On observe toutefois le maintien d’un pool monomérique de CHMP4B, qui persiste après 
concentration en comparaison avec le contrôle (voir figure 37-A et 37-C). Nous montrons donc ici que 
CC2D1A rentre également en compétition avec une interface requise pour la polymérisation. En réalisant 
la même expérience avec le mutant CC2D1A qui n’interagit pas avec CHMP4B, le maintien de la forme 
monomérique est semblable au contrôle . 

Cette expérience montre donc que c’est bien la capacité de CC2D1A à interagir avec CHMP4B qui 
est responsable du phénomène d’inhibition.  

 

6. Lien avec le bourgeonnement du VIH 

Ayant mis en évidence une interface potentiellement impliquée dans la polymérisation, nous avons 
donc cherché à savoir si les mutations CHMP4B testées pouvaient avoir un impact sur le bourgeonnement 
du VIH. Il est en effet connu que des troncations c-terminales de plusieurs protéines CHMPs induisent un 
effet de dominance-négative dans ce processus (Zamborlini et al., 2006 ; Solomons et al., 2011). Une 
collaboration avec le laboratoire de Heinrich Gottlinger (UMass) montre d’une part qu’une troncation 
CHMP4B1-153FLAG présente le phénomène de dominance-négative attendu (Zamborlini et al., 2006), avec 
une diminution de la libération de virions dans le milieu de culture, ainsi qu’un défaut dans la maturation 
de gag dans les cellules infectées. Le mutant 1, qui lie encore CC2D1A sur la base des données de 
pulldown et de SPR, présente le même profil que la version sauvage tronquée. En revanche le mutant 2, 
qui ne forme plus de complexe avec CC2D1A, perd également sa capacité à inhiber le bourgeonnement du 
HIV. Cette donnée montre donc que le site d’interaction de CCβD1A est important pour la fonction de 
CHMP4B.  

 
Puisque ce site d’interaction a un impact sur le bourgeonnement du VIH, nous nous sommes 

également demandés si CC2D1A elle-même pouvait jouer un rôle dans ce processus. En revanche, ce lien 
n’a pû être établi à partir des mêmes techniques (H. Gottlinger, W. Weissenhorn, communication 
personnelle). Il semble donc que, bien que l’intégrité du site soit requise pour le recrutement de CC2D1A 
et d’ESCRT-III par les virions, CC2D1A lui-même ne joue en revanche pas de rôle direct dans le 
bourgeonnement.  
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Une hypothèse est donc que les mutations introduites pour le mutant 2 perturbent la 
polymérisation normale de la protéine, ce qui expliquerait la perte de l’effet de dominance-négative.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : le mutant CHMP4B1-153 FLAG mut2 
perd son effet de dominance négative dans des 
cellules 293T, avec un plasmide codant pour HIV-1 
sauvage. (expérience réalisée par l’équipe de H. 
Gottlinger, Umass, en collaboration) 
 

A. Le western blot met en évidence la libération 
de virions dans le milieu, après séparation par 
gradient de sucrose, et donc la perte de l’effet 
de dominance-négative après transfection de la 
construction tronquée CHMP4BMut2.  

B. La maturation de la polyprotéine gag dans les 
cellules infectées est perturbée pour le mutant 
2, tandis que le mutant 1 est semblable au 
contrôle. Le niveaux d’expression des 
différentes constructions est établi sur un 
second blot, à partir d’anticorps anti-FLAG.  
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7. Discussion 
7.1 Caractérisation du fragment CC2D1A346-455 
A ce jour, CC2D1A a été impliqué dans la régulation transcriptionnelle (Ou et al., 2003 ; Rogaeva 

et al., 2007), dans la signalisation (Matsuda et al., 2003 ; Zhao et al., 2010 ; Nakamura et al., 2010 ; 
Chang et al., 2011), dans la régulation des centrioles (Nakamura et al., 2010), dans la division cellulaire 
(Neumann et al., 2010), et dans la régulation du récepteur Notch (Jaekel et al., 2006 ; Gallagher et al., 
2006 ; Childress et al., 2006). En préalable de ce travail, une étude par double-hybride (Tsang et al., 2006) 
avait suggéré une interaction entre CC2D1A et les trois isoformes CHMP4A, B et C. Dans cette étude 
nous confirmons cette interaction à la fois in vivo et in vitro par plusieurs techniques (MALLS, ITC, SPR, 
Pulldowns).  

 
L’affinité maximale obtenue par ITC (γ51 nM) concerne la construction CC2D1A309-494 ainsi qu’une 

construction MBPCHMP4B7-110. Par SPR, j’enregistre une interaction entre le peptide CC2D1A346-455 et la 
construction MBPCHMP4B7-105 de 320 nM : ces données nous permettent donc d’identifier, pour les deux 
protéines, la région minimale d’interaction. Elles permettent en outre de montrer que les quatre 
répétitions DM14 n’ont pas une fonction redondante. On notera également qu’une précédente étude 
avait déjà impliqué la quatrième répétition DM14 dans une interaction directe avec la kinase PDK1 
(Nakamura et al., 2008), ce qui suggère fortement une spécialisation de ces répétitions vers  des 
partenaires différents. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  39 : Prédictions bioinformatiques sur le fragment CC2D1A346-455. 

A. Prédictions de structure secondaire sur le fragment CC2D1A346-455. Les résidus marqués en rouge ont été 
impliqués dans l’interaction CC2D1A/CHMP4B sur la base de pulldowns. 

B. Prédiction de structure tridimensionnelle du fragment par le serveur en ligne QUARK. (TM = 0.3997) 
Les limites de la troisième répétition DM14 sont marquées en vert. 

 



100 

 

 
La troisième répétition DM14 (CC2D1A346-455) interagit avec une construction comprenant 

seulement les hélices Į1 et Įβ de CHMP4. Les prédictions bioinformatiques sur ce fragment  CC2D1A346-

455 par le logiciel PSIPRED rendent également compte de la présence de trois hélices Į, en accord avec les 
données enregistrées par dichroïsme circulaire. Une prédiction de structure tridimensionnelle par le 
serveur en ligne QUARK (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/) suggère la présence d’une 
épingle formée par les deux premières hélices Į (voir figure 39).  

Dans ce modèle, la seconde hélice correspondrait à la seconde région conservée du motif DM14 : des 
mutations introduites dans cette hélice potentielle abolissent l’interaction CCβD1A/CHMP4B sur la 
base d’expériences de pulldown. Les résidus mutés ont été identifiés en sélectionnant des régions 
conservées entre espèces, mais non entre répétitions d’une même protéine. Ils ont donc été choisis 
uniquement sur la base d’alignements de séquence, en l’absence de structure cristallographique. Dans le 
modèle proposé par Quark, ces résidus sont toutefois accessibles au solvant, ce qui corrobore l’hypothèse 
selon laquelle la région 374-γ9γ de CC2D1A est importante pour cette interaction. D’après ce modèle, la 
région 416-455, pourtant non incluse dans le motif DM14, aurait ici un rôle structural  ; 
rétrospectivement, ceci pourrait expliquer la perte d’interaction de la construction CC2D1A346-416 par ITC, 
alors même que la région 416-455 ne lie pas CHMP4B directement. Les répétitions DM14 ont été 
caractérisées sur la base d’une analyse bioinformatique (Ponting et al., 2001) : cette démarche était semi-
automatisée, elle n’était donc pas basée sur des données biochimiques. En particulier, les répétition de 
motifs au sein d’une même protéine rend problématique leur délimitation. En l’état ces données suggèrent 
donc que d’autres résidus aux extrémités de la troisième répétition DM14 (en N- ou C-terminal) puissent 
contribuer modestement à cette interaction. 

 
 

7.2 Rôle de CC2D1A au niveau de l’endosome 
La littérature rapporte trois sites d’interaction protéine-protéine au sein du système ESCRT-III. Les 

deux premiers motifs caractérisés concernent les motifs MIM (Kieffer et al., 2008; Obita et al., 2007; 
Stuchell-Brereton et al., 2007; Yang et al., 2008).ainsi que le site d’interaction avec la protéine Alix 
(McCulloughet al., 2008)., soit des interactions avec les parties C-terminales de la protéine. Un troisième 
mode d’interaction est rapporté par le complexe Vps25-Vps20 ; dans ce dernier cas, Vps25 interagit avec 
Vps20 par l’extrémité N-terminale de l’hélice Į1 (Im et al., 2009).   

CC2D1A est un régulateur atypique, en ce sens qu’il est un des  premier régulateurs caractérisés à 
interagir directement avec la partie N-terminale de CHMP4B, principalement au niveau de l’hélice Į2. 
CHMP4B homopolymérise en formant des filaments (Hanson et al., 2008 ; Pires et al., 2009 ). A l’inverse 
de CHMP6 qui a été rapporté comme un activateur de polymérisation in vivo (Teis et al., 2010), CC2D1A 
se comporte in vitro comme un inhibiteur de polymérisation ; ce résultat peut donc être interprété in vivo 
de deux façons différentes. La première postule simplement que CC2D1A agirait comme un inhibiteur de 
polymérisation, et que de fait les conditions de l’expérience reflètent bien un phénomène physiologique. 
La seconde suggère plutôt un rôle de recrutement et/ou d’activation : dans un contexte in vivo, CC2D1A 
pourrait alors promouvoir la polymérisation de CHMP4B au niveau de certains récepteurs, d’une manière 
similaire à celle induite par CHMP6.  

 
Au moins deux arguments viennent supporter cette hypothèse. 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/
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Le premier est que, in vitro, l’inhibition induite par CC2D1A est modeste, même avec un large excès 
de peptide; en l’état, et compte tenu de la rapidité du processus de polymérisation (Jouvenet et al., 2010), 
la capacité d’un tel inhibiteur à contrer in vivo ce phénomène parait limitée. 

Le second est que l’homologue de CC2D1 chez la drosophile, Lethal Giant Discs, semble jouer un 
rôle dans la régulation du récepteur Notch au niveau des endosomes (Gallagher et al., 2006 ; Childress et 
al., 2006 ;  Jaekel & Klein, 2006). Ici, des mutants LgD tronqués présentent in vitro une persistence du 
récepteur Notch à la surface des endosomes et une suractivation de cette voie de signalisation. Cette 
donnée suggère en effet qu’il y ait, chez ces mutants, un défaut dans l’internalisation de Notch dans les 
ILVs. Par extension, cette donnée suggère également un défaut dans la mise en place d’ESCRT, d’une 
façon similaire à celle observée chez certains mutants ESCRT-III (Vaccari et al., 2009).  

 
A la lumière des résultats obtenus sur CCβD1A, il est donc tentant d’attribuer ce défaut à une 

incapacité du mutant LgD à recruter in vivo la machinerie ESCRT vers le récepteur Notch.  
 
 

7.3 Lien entre CC2D1A et polymérisation de CHMP4B 
L’interface impliquée dans l’interaction CC2D1A/CHMP4B est en partie confondue avec une 

interface requise pour l’homopolymérisation de CHMP4B. En particulier, les expériences de 
sédimentation sur la construction CHMP4BǻC-Alix  montrent une interaction compétitive en présence d’un 
excès du peptide CC2D1A346-455. Inversement l’incubation du fragment CC2D1A346-455 avec un polymère 
CHMP4B préformé ne met pas en évidence de cosédimentation du fragment au fond du gradient. Ces 
données prouvent d’une part que le phénomène d’inhibition est bien lié à la capacité du fragment 
CC2D1A346-455 à interagir avec le monomère CHMP4B et d’autre part que les résidus impliqués dans cette 
interaction ne sont pas ou peu accessible sous la forme polymérique.  

Cette interaction a donc des propriétés distinctes de celles relatives à Alix (Pires et al., 2009) ou 
VPS4 (Lata et al., 2008), qui vont au contraire cosédimenter avec des polymères CHMP4B et 
CHMP2A/CHMP3 respectivement. 

 
Le fragment CHMP4A1-116 constitue la forme minimale susceptible de former un polymère CHMP4B 

in vivo (Hanson et al., 2008). Cette construction ne comprend que les hélices Į1, Įβ et potentiellement 
Įγ. La cristallisation d’une forme de CHMP4B proche de cette construction est donc susceptible de mettre 
en évidence d’authentiques interfaces de dimérisation. Cette approche avait déjà été employée dans le 
contexte de la protéine CHMP3 (Muziol et al., 2006 ; Bajorek et al., 2009), sous ses formes complètes ou 
tronquées en C-terminal. En particulier, une interface de polymérisation de type boucle-boucle faisant 
intervenir la région opposée à celle couverte par l’hélice Į5 avait été impliquée dans la formation du 
polymère CHMP2A-CHMP3. Il est donc possible qu’une seconde interface, jusqu’ici négligée, soit 
présente à l’autre extrémité de l’épingle dans le cas de CHMP4B (voir figure 40). 

 
Les trois résidus E90, E94 et E97, impliqués dans l’interaction CHMP4B/CC2D1A, sont présents sur 

la  face libre de Į2, et ne sont donc pas masqués par les hélices Įγ et Į4 : cette donnée est cohérente avec 
le fait que CC2D1A puisse interagir in vivo et in vitro avec des constructions possédant ces deux hélices.  

Par ailleurs les données tirées des tests de bourgeonnement montrent que cette interface est 
importante pour la fonction de CHMP4B, et impliquée dans le phénomène de dominance-négative, 
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suggérant de façon indirecte un rôle de cette région dans la polymérisation. En l’état, les trois résidus 
E90 ; E94 et E97 impliqués dans ce travail sont cependant distincts des quatre résidus EVLK 104-107 

identifiés par Morita (Morita et al., 2011) pour l’interaction CHMP4B-CHMP2A. (voir figure 41) 

En l’état, il se peut cependant que l’impact de ces mutations sur le bourgeonnement du VIH ne soit 
qu’indirectement lié à un défaut de polymérisation, par exemple en déstabilisant cette région de l’hélice. 
Des tests préliminaires ont montré qu’un mutant 1.2 MBP-CHMP4BǻC-Alix ne liant plus CC2D1A était 
capable de former des filaments in vitro,  mais leur aspect diffère sensiblement en microscopie 
électronique des filaments formés par la construction native.  

Un aspect de ce travail qui mériterait donc d’être précisé plus directement concerne le mode de 
polymérisation de CHMP4B. Dans cette optique, il serait intéressant de muter de façon ciblée des résidus 
impliqués dans l’interface mise en évidence par PISA.. En particulier, il serait pertinent de retester la 
localisation in vivo de ces différents mutants ainsi que leur impact sur certains processus cellulaires, 
notamment la cytokinèse et la régulation du récepteur Notch. 

Figure 40 Détail du dimère cristallographique identifié par PISA, avec les positions des deux 
jeux de mutation testés dans cette étude, Mut1 (en jaune) et Mut2 (en vert).  

A. Interface boucle-boucle identifiée dans le cristal CHMP38-222 (Bajorek et al., 2009) 

B. Mut2 est préférentiellement impliqué dans l’interaction CC2D1A/CHMP4B, ainsi que dans l’effet 
dominant-négatif des constructions CHMP4B∆C sur le bourgeonnement du HIV. L’interface 
CHMP4B-CHMP4B prédite par PISA est distincte de celle retrouvée pour CHMP3 (PDB: 3FRT) 
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Figure 41. CHMP4 est fortement conservé entre espèces, ainsi qu’entre isoformes. 

A. Alignement des trois isoformes de CHMP4 chez l’homme.  
B. CHMP4 est conservé entre espèces. Figurent ici les séquences primaire de CHMP4B chez 

l’homme, la souris, le chien, la vache et la levure (Snf7). 
 
 
Les résidus mutés chez le mutant Mut1 sont marqués en jaune. Les résidus mutés chez le mutant Mut2 
sont marqués en vert. La limite théorique de l’hélice Į2, telle que prédite par l’alignement de structure, 
est marquée d’une astérisque noire. La limite de la construction CHMP4A1-116 capable de polymériser in 
vivo (Hanson et al., 2008) est marquée d’une astérisque rouge. 
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7.4 Modèle d’activation de CHMP4B en deux temps. 
Comme le suggère la structure cristallographique de CHMP4B, la base de l’épingle formée par Į1 et 

Į2 est potentiellement impliquée dans la polymérisation, car l’interaction de CC2D1A avec cette région 
empêche la polymérisation normale de la protéine sauvage. Or nous savons qu’un fragment minimal 
CHMP4A1-116 est susceptible de former des filaments in vivo lorsqu’il est surexprimé en cellules de 
mammifères (Hanson et al., 2008) : ces deux éléments suggèrent donc que la structure en épingle à 
cheveux formée par Į1 et Į2 constitue le cœur du polymère CHMP4B. Or nous savons, à partir des 
données relatives à l’autoinhibition des protéines CHMP, que l’hélice Į5 masque une ou plusieurs 
interfaces de polymérisation au niveau de la boucle de l’épingle. Cette hélice Į5 étant donc située  à 
distance de la région mise en évidence dans ce travail (la base de l’épingle), je propose que Įγ et Į4 aient 
également un rôle d’autoinhibition, conduisant ainsi à un modèle d’activation de CHMP4B en 
deuxétapes.  

 
Ce modèle postule l’existence d’au moins deux interfaces de polymérisation distinctes, soit l’interface 

définie dans le cristal mais également une interface dite boucle-boucle, telle que proposée par l’équipe de 
Sundquist (Bajorek et al., 2009) et Muziol (Muziol et al., 2006) pour CHMP3 et masquée potentiellement 
par Į5. L’activation de ces deux interfaces se ferait de façon indépendante, mais éventuellement 
coordonnée, au moment du recrutement de CHMP4B à la membrane.  

Je propose ici que l’activation de CHMP4B par CHMP6 (et potentiellement CC2D1A) devrait 
s’accompagner d’un changement conformationel, avec dissociation des hélices Įγ et Į4. Cette 
assertation pourrait être étudiée par l’utilisation de sondes fluorescentes à ce niveau, comme une 
précédente étude l’avait faite pour CHMP6 (Teis et al., 2010). Cette activation correspondrait à la 
formation d’un premier dimère, d’une longueur approximative de 7 nm, et large d’environ 2-3 nm, en 
accord avec les données de la littérature sur les dimensions du polymère ESCRT-III . L’activation de la 
seconde interface se ferait par dissociation de l’hélice Į5. De façon accessoire, la forme dimérique de Alix 
(Pires et al., 2009) pourrait favoriser ce phénomène en interagissant avec la partie c-terminale de 
CHMP4B. Cette seconde activation favoriserait ainsi la formation d’un tétramère CHMP4B, par 
association de deux dimères. L’hélice Į5 étant, à cette étape, dissociée du reste de la protéine, elle pourrait 
interagir avec VPS4 qui pourrait ainsi imposer des contraintes au polymère naissant, en particulier son 
diamètre (Shestakova et al., 2010). 

La seconde interface de polymérisation est ici supposée être une interaction de type boucle-boucle, 
mais les résidus impliqués ne sont pas définis précisément; cette incertitude est susceptible de faire varier 
le diamètre du polymère final de façon conséquente. Compte tenu des dimensions du dimère CHMP4B, il 
est raisonnable de supposer ici un diamètre minimal d’environ 20 nm. Sur la base des images de 
microscopie électronique des polymères CHMP4B (voir chapitre V, ainsi que Hanson et al., 2008),  le 
diamètre maximal de ces structures pourrait atteindre 50 nm environ ; de fait, il existe un facteur 2 entre 
ces deux valeurs, ce qui suppose pour au moins une de ces interfaces une flexibilité importante.  

Une étude précise des caractéristiques de ces polymères, couplée à une meilleure connaissance des 
interfaces de polymérisation CHMP4B-CHMP4B permettrait de préciser ce modèle. Ici, le rôle de 
CHMP2 ou de CHMPγ n’est pas pris en compte ; en reprenant le modèle du dôme (Fabrikant et al., 2009 ; 



105 

 

Peel et al., 2010), l’une ou l’autre de ces protéines serait ainsi directement recrutée par CHMP4 et VPS4, 
et s’assemblerait au niveau de la membrane plasmique pour compléter la fission. (voir figure 42) 

Figure 42 : modèle d’activation de CHMP4B et polymérisation. 

Le modèle proposé ici prend en considération deux interfaces de polymérisation.   

L’interface 1, mise en évidence dans la structure cristallographique de CHMP4B, est masquée par les hélices 
Įγ et Į4. L’interface 2, proposée par l’équipe de Sundquist pour CHMP3, correspondrait à une interaction 
« boucle-boucle », masquée  en partie par l’hélice Į5.  

L’interaction de CC2D1A avec CHMP4B active la protéine partiellement, et promeut une forme dimérique. La 
seconde interface est activée par déstabilisation de l’hélice Į5, et promeut la formation du polymère. Les 
dimensions de l’homopolymère CHMP4B considéré sont en accord avec les dimensions retrouvées à partir des 
images EM de polymères CHMP4B-6xHis in vitro (voir chapitre V pour une analyse détaillée)., ainsi que 
des structures obtenues dans l’étude d’Hanson (Hansone t al., 2008) 

VPS4 pourrait jouer un rôle dans la stabilisation d’une troisième interface (latérale ? ), ou favoriser 
l’assemblage d’ESCRT-III à partir d’un premier complexe de taille réduite. Elle pourrait enfin n’intervenir que 
très tardivement, sur un complexe déjà formé, et induire un changement conformationel pour le déstabiliser.  
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CHAPITRE IV – Structure d’un fragment de Lethal Giant Discs 

 

1. Introduction  

Au cours de mon stage de Master 2 au laboratoire, j’avais pû travailler sur un protocole de 
purification d’un fragment de la protéine Lethal Giant Discs (LgD), qui est un homologue proche de 
CC2D1B, mais qui présente également de fortes homologies avec CC2D1A. Le fragment LgD550-816 
comprend la fin de la quatrième répétition DM14, la région précédant le domaine C2, le domaine C2 lui-
même ainsi qu’une courte séquence c-terminale. Le domaine C2 de LgD ayant une spécificité pour les 
monophosphoinositides (Gallagher et al., 2006), une hypothèse était que ce dernier pouvait recruter la 
protéine à la membrane de l’endosome précoce.  
 

 

 

 

Durant ce stage j’ai pu obtenir une préparation monomérique et monodisperse du fragment, puis j’ai 
mis en évidence plusieurs conditions de cristallisation prometteuses. Parmi les conditions initialement 
reproduites sur le fragment LgD550-816,  la composition PEG 5000 Mme 14%, 0.1M HEPES pH = 7 
donne des cristaux en seulement quelques minutes, semblables à de fines plaques, raison pour laquelle 
cette condition avait été privilégiée. Des cristaux natifs et sélénométhionylés avaient été  produits et 
plusieurs jeux de donnée collectés à γÅ sur la ligne microfocus de l’ESRF, puis indexés dans le groupe 
d’espace P21, sur la base des absences systématiques avec une maille de dimensions (a=38.76   b=49.88  
c=169.19  Į= 90 ȕ= 95.56 Ȗ=90). Malheureusement aucune tentative n’avait permis d’aboutir à la 
résolution de la structure. 
 

Figure 43: représentation schématique de LgD, CC2D1A et CC2D1B.  

Les limites du domaine C2 et des répétitions DM14 sont définies par le serveur SMART. 
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En analysant le jeu de donnée plus en détail, j’ai mis en évidence au début de ma thèse un maquelage 
important du cristal : le maquelage (ou « twinning ») survient  lorsque deux réseaux cristallins se 
superposent dans un même cristal. Pour que ce phénomène se produise, chaque réseau considéré doit 
posséder au moins une dimension en commun avec l’autre, de sorte que les intensités issues de chaque 
réseau soient partiellement confondues dans le cliché de diffraction. Ici plusieurs indicateurs suggéraient 
un maquelage parfait (ou « merohydral twinning ») du jeu de donnée: en particulier, un de ces indicateurs  
concerne la variation du  second moment de Z (ou « 4th moment of E ») en fonction de la résolution : il 
doit être égal à 2 pour un jeu non maquelé et à 1.5 pour un jeu parfaitement maquelé, ce qui est le cas ici. 
Ce maquelage explique à postériori les difficultés rencontrées pour le traitement des données issues de 
mon Master 2. 

 
Au début de mon doctorat, compte tenu de 

l’impossibilité de résoudre la structure à partir 
de ce premier jeu, j’ai cherché à mettre en 
évidence de nouvelles conditions en 
reproduisant des cristaux avec une seconde 
condition jusque là négligée : PEG 3350 25 %, 
0.2 M Ammonium sulfate, 0.1 M BIS-TRIS  
pH = 6.5.  (voir figure 44) 

Des cristaux avaient été initialement 
obtenus dans cette condition pendant mon année 
de Master 2, après protéolyse limitée du 
fragment LgD550-816 par la bromelaïne.  Dans 
cette condition là, les cristaux obtenus poussent 
à partir de 72 heures, et adoptent après 1 
semaine la forme de batonnets nucléant autour 
d’un même point.  

Je suis donc parvenu à reproduire cette 
condition, mais avec une forme non digérée 
du fragment. J’ai ainsi pû recueillir un premier 
jeu de données natif à 2.4Å, puis anomal à 2.9Å à partir d’une forme sélénométhionylée de la protéine.  
 
 

2. Résolution de la structure du fragment LgD550-816. 

Le jeu de données natif non maquelé est indexé dans le groupe d’espace P21 sur la base des absence 
systématiques observées selon l’axe k, avec une maille de dimensions (a=87.64   b=54.17  c=98.29  Į= 90 
ȕ= 99.76   Ȗ=90). Ces valeurs sont très différentes des paramètres de maille des cristaux obtenus à partir 
de la première condition. En outre, l’intégration des données par le logiciel SCALA ne montre pas 
d’indicateurs de maqualage. En particulier, la valeur attendue du second moment de Z est ici de 2. En 
revanche, le remplacement moléculaire par PHASER a échoué en utilisant plusieurs modèles de domaines 
C2 déjà connus. J’ai donc opté pour un phasage expérimental par le Sélénium.

Figure 44 : la forme non digérée du fragment LgD550-

816 cristallise en présence de PEG 3350, 25 %, 0.2 M 
Ammonium sulfate, 0.1 M BIS-TRIS  pH = 6.5 

Les cristaux sont obtenus à la fois sur la forme native et 
la forme sélénométhionylée du fragment.   
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Après analyse du spectre de fluorescence sur le cristal contenant la séléniométhionine, un jeu complet 
de données a été collecté à une longueur d’onde correspondant au pic d’émission du Sélénium (O.9795ǖ). 
Un nouveau jeu de donnée à 2.9Å, avec des paramètres de maille similaires à l’échantillon natif (a=87.5 
b=5γ.7 c=97.8  Į= 90 ȕ= 99.5 Ȗ=90). Ce jeu de donnée présente un dommage radiatif important dans les 
derniers clichés (perte des spots à haute-résolution), ce qui explique pourquoi nous avons opté pour la 
technique de phasage SAD, plutôt que MAD.    

Le jeu de donnée intégré par SCALA correspondant au pic a été soumis au serveur en ligne Auto-
RICKSHAW (Panjikar et al., 2005 ; 2009) en suivant la procédure MRSAD, et en imposant deux 
molécules par unité asymétrique. La section matériel & méthodes décrit plus en détail cette procédure. Le 
« pipeline » d’Auto-RICKSHAW inclue les étapes de phasage expérimental (SHELXD), 
d’amélioration des phases (MLPHARE, DM) et de construction automatique du modèle 

 LgD SAD (pic) LgD Natif 

Collecte des données   

Groupe d’espace P21 P21 

Dimensions de cellule 
a, b, c (Å) 
Į, ȕ, Ȗ (°) 

 
87.08, 53.77, 97.26 
90, 99.49, 90 

 
87.81, 54.22, 98.19   
90, 99.49, 90 

Resolution  2.9 Å 2.4 Å 

Rmerge 0.086 0.098 
I / ıI 7 6 

Complétude (%) 97.5% (Ano) 98.85 % 

Multiplicité 3.7 (Ano) 3.5 

Affinement   

No.  reflections  33892 

Rwork / Rfree (5%)  0.24/ 0.28 
 

No. atomes  3993 

Eau   93 

R.m.s deviations   

   Bond lengths (Å)  0.021 

   Bond angles  (°)  2.207 

Ramachandran  DYNAPLOT 

   Favorisé/Authorisé (%)  93.6 / 5.6 

   Défavorable (%)  0.8 
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(HELICAP, ARP/wARP, BUCCANEER) . Brièvement, une première phase est déterminée en évaluant 
la position des  atomes lourds (ici le Sélénium). Un  premier modèle partiel de la structure est généré 
automatiquement par Arp/wARP, puis utilisé pour améliorer la qualité des premières phases. Cette 
procédure est itérative, et conduit donc progressivement à l’amélioration conjointe du modèle et des 
phases. 

 

 

 

 

 

Figure 45 : LgD550-816 présente une partie N-terminale hélicale repliée sur la face convexe du domaine C2.  

A. Présentation de l’unité asymétrique et du dimère non-cristallographique.  
B. Fragment LgD550-816 sous sa forme monomérique. On observe en C-terminal un domaine C2 bien individualisé, 

présentant une face convexe (orientée vers la partie N-terminale de la protéine), ainsi qu’une face concave, accessible 
au solvant.  Les deux topologies (classe I et classe II) de domaine C2 rapportées dans la littérature sont décrites.  

C. Etude de l’empilement cristallin. Cet agencement présente un pourcentage inhabituellement élevé de solvant (72%). 
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Puisque la structure initiale était de faible résolution (2.9Å), le modèle obtenu  par la procédure 
automatique était partiellement incomplet. J’ai notamment pû observer que Arp-wArp semblait incapable 
d’orienter les brins ȕ présents dans le domaine C2 de la structure, en particulier en raison de la faible 
densité électronique observable au niveau des boucles flexibles reliant chaque brin. Par ailleurs une des 
molécules de l’unité asymétrique était très incomplète, ainsi qu’une partie des chaîne latérales.  J’ai donc 
réutilisé le modèle partiel généré par Auto-Rickshaw pour une des molècules, en ne gardant que la chaîne 
de CĮ pour phaser le modèle natif de meilleure résolution (2.4 Å) avec REFMAC 5.5. J’ai ensuite 
complété ce modèle avec le programme BUCCANEER, plus performant que Arp/wArp pour les données 
à faible résolution. Après placement des chaînes latérales manuellement avec le logiciel WINCOOT, les 
molécules d’eau sont ajoutées avec les cartes de différence Fo-Fc et 2Fo-Fc. Les valeurs de Rwork et 
Rfree (0.24/0.28) sont satisfaisantes à cette résolution. 

 
3. Présentation générale de la structure 

L’unité asymétrique comprend deux molécules seulement, avec une proportion de solvant inhabituelle 
de 72% pour un cristal diffractant à cette résolution. La conséquence est que le réseau cristallin comprend 
de nombreuses zones sans densité, attribuables au solvant.  

La structure de LgD qui a été cristallisée comprend les résidus 550 à 816. Les régions 580-610 et 
612-637 forment un faisceau d’hélices Į (ou « coiled-coil »), déjà impliquées dans la littérature comme un 
site potentiel d’interaction avec le promoteur du 
récepteur de la sérotonine. Ces deux hélices 
sont reliées au domaine C2 par une région 
moins conservée d’une vingtaine de résidus.  

Le domaine C2 est composé de huit 
feuillets ȕ antiparallèles, séparés par des 
boucles flexibles mal définies dans le cristal. 
Les domaines C2 sont en général impliqués 
dans des interactions protéine-protéine ou des 
interactions protéine-membrane. Sur le plan 
structural, on distingue deux classes de domaine 
C2, en fonction de l’orientation relative des 
parties n- et c-terminales. Compte tenu de la 
topologie des boucles, il s’agit ici d’un 
domaine C2 de classe II, avec le premier et le 
dernier brin ȕ orientés de façon antiparallèle au 
centre du premier brin ȕ . La région 665-795 
constitue la totalité du domaine. La partie 
convexe du domaine est orientée face à la partie 
hélicale, tandis que la face concave est 
accessible au solvant. Ce domaine C2 est 
atypique, en ce sens qu’il comprend entre les 
brins 4-5 et 6-7 deux courtes hélices Į 

Figure 46 : les résidus C575 et C582 forment un pont 
disulfure intramoléculaire dans le cristal.  

A βı sur une carte Fo-Fc aucune densité électronique 
n’est observée  en amont de la cystéine 575, ce qui 
suggère que la région 550-574 est désordonnée dans le 
fragment. 
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conservées entre espèces. Bien que les chaînes latérales des boucles séparant chaque brin ne soient pas 
toutes parfaitement visibles, la position des CĮ sur la nouvelle carte est en revanche claire. 

La partie C-terminale de la protéine, comprise entre les résidus 796 et 816, forme une courte hélice, 
suivie d’une série de résidus hydrophobes venant orienter le faisceau d’hélices en N-terminal contre la 
face convexe du domaine C2. En outre, les régions 645-648 et 811-814 se structurent en deux courts 
feuillets ȕ antiparallèles et stabilisent l’orientation décrite précédemment. 

Seuls les résidus de 575 à 816 sont visibles dans la densité : la région 550-574, pourtant comprise 
dans la construction, n’apparaît pas sur la carte, probablement en raison d’une grande flexibilité. A 
l’exception de quatre résidus potentiellement impliqués dans la formation d’un brin ȕ, cette donnée semble 
donc en accord avec les logiciels de prédiction secondaire. Sur la carte de densité on distingue cependant 
un pont disulfure entre les Cystéines 575 et 582 pour les deux molécules de l’unité asymétrique, malgré la 
présence d’agent réducteur (ȕ-mercaptoéthanol) dans la condition de cristallisation. LgD est présente in 
vivo dans le cytoplasme et le noyau, et ne possède aucun signal de sécrétion connu : la présence de ce 
pont disulfure semble donc artefactuelle. (voir figure 46) 

On observe dans le cristal plusieurs interfaces de dimérisation potentielles. Contrairement à la 
structure résolue de CHMP4B, rien ne permet ici d’affirmer qu’elles soient physiologiques. En effet le 
fragment cristallisé reste monomérique en solution, comme l’avaient déjà indiquées des données 
MALLS réalisées au cours de mon stage de Master 2 (données non montrées). Par ailleurs, aucune forme 
dimérique n’a jamais pû être observée en filtration sur gel, ni ultracentrifugation analytique, même pour 
des concentrations élevées. Enfin, la protéine élue en gel natif comme une seule et unique bande. En outre, 
contrairement à la structure de CHMP4B décrite dans le précédent chapître, aucune interface n’est ici 
clairement identifiée par le logiciel PISA. L’interface principale, formée par les deux molécules de 
l’unité asymétrique couvre cependant une surface importante de 964 Å, médiée principalement par les 
extrémités N-terminales du fragment (P-Value de 0,168). Elle implique potentiellement 7 ponts 
hydrogènes et 8 ponts salins, et pourrait cependant jouer un rôle auxiliaire.  

 
4. Le domaine C2 de LgD pourrait stabiliser LgD à la membrane de l’endosome. 

4.1 Le domaine C2 de LgD présente sur sa face concave un site polybasique. 
Un mode d’interaction, propre aux phosphoinositides, a été identifié sur la base du domaine C2 de 

la protéine kinase CĮ (Guerrero-Valero et al., 2009), où la tête polaire du PI4-5bisphosphate a été 
cristallisée sur la face concave du domaine C2 au niveau des feuillets ȕ4 et ȕ5. Dans cette structure on 
distingue en particulier une interaction au niveau de plusieurs résidus basiques (lysine et arginine), 
formant ainsi un sillon polycationique conservé dans la plupart des domaines C2 interagissant avec des 
phosphoinositides ; cette interaction est directe et n’a à ce jour été décrite que pour des domaines C2 de 
première topologie.  

Bien qu’ils adoptent deux topologies différentes, les domaines C2 de la protéine kinase CĮ et de LgD 
ont une structure similaire avec un rmsd de seulement 2.8Å. Le site polybasique décrit par Guerrero-
Valero se superpose également parfaitement avec celui de LgD. Le domaine C2 de PKCĮ ayant été 
cristallisé en complexe avec la tête polaire du PI4-5 bisphosphate (ici l’inositol triphosphate, ou IPγ), ce 
dernier interagit par le biais des phosphate 1, 4 et 5. Cette interaction est principalement médiée par les 
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résidus basiques K197, K209 et K211, avec une participation modeste des résidus hydrophobes Y195 et 
W245 pour la coordination des phosphates 4 et 5. Un cinquième résidu, l’Asparagine 253, contribue 
modestement en formant un pont hydrogène (3.5Å) avec le phosphate 5 exclusivement. Au total, cinq 
résidus sont donc impliqués dans cette interaction avec la PKCĮ.. Bien que la structure de LgD ne 
comprenne, elle, pas d’IPγ ou de myoinositol phosphate, on peut mettre en évidence au niveau du site les 
correspondances suivantes :  

Figure 47a : LgD présente un site 
potentiel d’interaction avec la 
membrane. 

A. Le domaine C2 de LgD présente 
sur sa face concave un site 
polybasique, composé de résidus 
très conservés.. L’alignement est 
réalisé sous ClustalX2, avec les 
séquences des homologues 
humains CC2D1A et CC2D1B.  

B. Le site polybasique de LgD (en 
rouge) se superpose bien avec le 
site polybasique du domaine C2 
de la protéine kinase CĮ. Une 
différence notable concerne ici la 
substitution d’une Asparagine 
(sur la PKCĮ) avec un acide 
aspartique en position 753.  

C. Densité électronique du site à 
1.5ı sur une carte 2Fo-Fc. 

D. Coordination du PIP2 chez la 
PKCĮ (tiré de Guerrero-Valero et 
al., 2009) 

Résidu impliqué (PKCɲͿ Résidu impliqué (LgD) IŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ IPϯ ;PKCɲͿ 
Y195 Y687 P5 

K197 R689 P4, P5 

K209 K701 P1 

K211 K703 P4 

W245 Y744 P5 

N253 D753 P5 

 
Figure 48 : correspondances des résidus coordonnant l’IPγ chez la PKCĮ et LgD  
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La principale différence concerne donc la substitution d’une Asparagine par un Aspartate en position 
753. On notera cependant, d’après les données de la littérature (Gallagher et al., 2006), que le domaine C2 
de LgD présente une spécificité pour les monophosphoinositides PI3P, PI4P et PI5P. Il est donc 
vraisemblable que le site d’interaction ne permette pas ici l’accomodation de trois phosphate, comme dans 
le cas de l’IPγ, mais seulement de deux, à savoir P1 et selon les têtes polaires les phosphates P3, P4 ou P5. 
La substitution d’une Asparagine par un Aspartate (chargé négativement) pourrait donc expliquer le 
résultat obtenu en Dot Blot chez LgD, puis confirmé sur CC2D1A.  

 

4.2 Les boucles supérieures décrivent un second motif d’interaction. 
On distingue dans la littérature un second mode d’interaction avec la membrane, médié par les 

trois boucles flexibles (ou « top loops ») séparant chaque brin ȕ. Cette interaction implique des résidus 
chargés négativement (Aspartate généralement, voire Glutamate ou Asparaginine sous certaines 
conditions), susceptibles de médier une interaction avec plusieurs ions Calcium. Ces ions Calcium vont 
ensuite pouvoir médier un pont avec une interface acide, par exemple la phosphatidylsérine. On parlera 
alors d’interaction calcium-dépendante, contrairement à la précédente qui est calcium-indépendante. Pour 
la protéine kinase CĮ, (Guerrero-Valero et al., 2009) on retrouve au niveau de ces boucles trois atomes de 
Calcium ainsi qu’une densité additionnelle attribuée à une phosphosérine. Ici, le schéma de coordination 
fait intervenir cinq résidus Aspartate coordonnant au total deux ou trois ions Calcium.  

En reproduisant cet alignement avec le domaine C2 de LgD je parviens aux mêmes conclusions, 
puisque ces résidus ne sont pas strictement retrouvés chez LgD (voir figure 49-A) : cette différence est 
en partie liée à la présence d’un court motif en amont du brin ȕγ, comprenant deux résidus Aspartate 
strictement conservés chez l’humain et la drosophile. En outre, ces résidus Aspartate (D68γ, D685, D709) 
sont impliqués dans la formation d’une poche susceptible d’être un site d’interaction similaire à celui de la  
PKCĮ.  

Malheureusement aucune densité électronique attribuable à un ion Calcium n’a été identifiée dans le 
cristal à cet endroit, et la condition de cristallisation ne comprenait également pas de calcium ou autre ion 
potentiellement concerné par ce schéma de coordination. La difficulté à reproduire un cristal non maquelé 
à partir du fragment LgD550-816 a en outre empêché la résolution de la structure en présence de calcium.  

 

Bien que l’organisation générale du domaine C2 de LgD diffère de celle du domaine C2 de 
PKCĮ, elle présente cependant des motifs similaires. En l’état, la structure du fragment tendrait donc à 
confirmer un rôle du domaine C2 dans le recrutement de LgD directement à la membrane de l’endosome.  
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Figure 49 : LgD présente au niveau des boucles supérieures deux poches susceptibles de médier des 
interactions calcium-dépendantes. 

A. Alignement de domaines C2 calcium-dépendants. Pour les domaines C2 de topologie I, l’interaction avec les 
ions Calcium est médiée par 4 à 5 résidus Aspartate. Sur la base de l’alignement de structure, ces résidus 
Aspartate ne sont pas conservés chez LgD. En revanche, le domaine C2 de LgD diffère par la présence d’un 
court motif en amont du feuillet ȕ2 (« KDVDT »)  susceptible de compenser la perte des autres Aspartates.  

B. LgD présente deux poches formées par les boucles supérieures, encadrées par plusieurs résidus Aspartates 
strictement conservés chez l’homme, ou mutés en Asparagine. (gauche). La superposition du domaine C2 de 
LgD et de PKCĮ (droite) montre que les atomes de Calcium coordonnées se situent à proximité des poches 
prédites précédemment.  

C. Vue de côté des deux sites potentiels d’interaction chez LgD. 
D. Schéma de coordination des trois ions Calcium et de la phosphosérine sur la structure de la PKCĮ (tiré de 

Guerrero-Valero et al., 2009)  
 

LgD PKCĮ 
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4.3 Le fragment LgD550-816 n’interagit pas in vitro avec des liposomes.  
Afin de confirmer  l’interaction du domaine avec des membranes lipidiques, j’ai d’abord testé la 

construction par flotation, avec des liposomes de différentes composition, et selon un protocole similaire à 
celui utilisé pour les constructions CHMP2B (voir chapitre V). Sur toutes les compositions de liposomes 
testées, je ne retrouve en revanche pas de flotation marquée du fragment en haut du gradient. Que ce 
soient pour des compositions simples (80% SOPC/20% DOPS ou 67% SOPC / 33% DOPS) ou en 
présence de phosphoinositides (70% SOPC / 25% Cholesterol / 5% PI3,5P ; 66% SOPC / 31% 
DOPS ; 2% PI4P), la protéine reste dans la partie inférieure du gradient, y compris en présence de 20mM 
Ca2+. LgD interagissant avec le phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) en  Dot Blot, j’ai ensuite testé en 
solution une interaction avec l’analogue de la tête polaire du phosphatidylinositol 4-phosphate, le myo-
inositol 4 phosphate. Aucune interaction n’a été retrouvée avec cette technique, même en présence de 
calcium.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50: le fragment LgD 550-816 n’interagit pas, ou peu, avec la tête polaire du PI4P in vitro, même en 
présence de calcium et de phosphatidylsérine.  

A. Schéma représentant les deux sites potentiels d’interaction du domaine C2 avec la membrane.  
B. Test de flotation, en présence ou en absence de Calcium, du fragment avec des liposomes contenant du 

PI4P (Avanti Lipids). 
C. (d’après Gallagher et al., 2006) Interaction du fragment c-terminal avec différents types de lipides par 

Dot Blot. 
D. Etude par ITC de l’interaction entre le fragment et un analogue de la tête polaire du PI4P. 
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En l’état les données expérimentales sont donc très contradictoires. Le fragment de LgD/CC2D1A 
comprenant le domaine C2 présente une spécificité pour les monophosphoinositides ; ce résultat a été 
identifié sur deux homologues et par deux équipes différentes (Gallagher et al., 2006 ; Chang et al., 2010). 
Or aucune interaction claire n’a pû être identifiée dans ce travail par ITC ou flotation. Une possibilité est 
donc que l’interaction de LgD avec des monophosphoinositides in vitro ne reflète pas une propriété 
physiologique du domaine (qu’elle soit donc artefactuelle). La reproductibilité de ce résultat sur deux 
protéines homologues par Dot Blot (figure 50C ; Chang et al., 2010, communication personnelle), ainsi 
que la présence d’un site polycationique dans la structure cristallographique ne plaident pas en faveur de 
cette explication.  

Le serveur Dalilite permet de classifier, à partir d’une structure donnée, les domaines ou protéines 
les plus proches en terme de repliement de leurs CĮ ; cette classification peut permettre d’identifier des 
motifs communs à des protéines dont la fonction est déjà connue. Parmi les domaines C2 résolus dans la 
littérature, le serveur identifie une liste domaines C2 proches de celui de LgD ; ce résultat n’est pas 
surprenant compte tenu de la forte homologie de structure entre tous ces domaines. 

La structure la plus proche concerne le premier domaine C2A de l’Ortoferline, récemment résolu 
(Helfmann et al., 2011) (Z-score = 15.1), ainsi que le domaine C2B de Munc13 (Z-score = 14.6), qui 
possèdent tous deux une topologie de type II. On retrouve également des domaines C2 de topologie I 
parmi les premières solutions, en particulier le domaine C2 de la phospholipase C Delta1 (Z-score = 13.9), 
ou encore le domaines C2 des protéines E3 ubiquitine-ligase NEDD4-like et ITCH (Z-score = 13.6) déjà 
impliquées dans l’ubiquitination de la polyprotéine gag chez HIV et HTLV respectivement. Globalement 
ces domaines présentent des différences importantes dans leur capacité à interagir avec des membranes 
biologiques. Si le premier domaine C2 de la myoferline présente une interaction avec la 
phosphatidylsérine et les phosphoinositides calcium-dépendante, aucune interaction n’a été en revanche 
identifiée pour le premier domaine C2 isolé de l’Ortoferline ; dans ce dernier cas, le domaine ne présente 
cependant ni la région polybasique, ni la poche d’aspartate décrites précédemment.  

Le  domaine C2 de Nedd4 a été impliqué à la fois dans des interactions protéine-membrane et protéine-
protéine: un premier article rapporte ainsi une interaction entre ce domaine et des liposomes (Plant et al., 
1997) calcium-dépendante. Deux publications plus récentes rapportent des interactions protéine-protéine ; 
ce domaine pourrait jouer un rôle d’autoinhibition de l’activité Eγ ubiquitine ligase de Nedd4 (Wang et al, 
2010), et/ou de recrutement par la protéine GRB10 (Huang et al., 2010). Ces trois fonctions ne sont pas 

Figure 51 : domaines C2 les plus proches du domaine C2 de LgD (Dalilite). 

Chaîne Z-
score 

Rmsd 
(Å) 

Aligned 
res. 

% 
id. 

Nom C2 Type Int. 
Lipides? 

Calcium-
dep.? 

3L9b-A 15.1 1.7 118 19 Otoferlin II - - 

3kwt-A 14.6 2.2 114 22 Munc13-C2B II PI Oui 

2isd-A 13.9 13.7 160 16 Phospholip. C I PS/PI Oui 

2dmh 13.7 2.5 122 18 Myoferlin II PS/PI Oui 

2nsq-A 13.6 2.5 118 24 NEDD4-like I ? ? 

2nq3-A 13.6 2.3 118 23 ITCHY  II ? ? 

 



117 

 

mutuellement exclusives. 

 

5. Caractérisation et cristallisation de fragments étendus de LgD 

Suite à la résolution de cette structure, j’ai cherché à produite des formes étendues de LgD afin de les 
cristalliser ; l’objectif principal était de résoudre la structure d’une répétition DM14.  J’ai d’abord 
concentré mes efforts sur la forme complète de la protéine.  La taille prédite de la protéine est de 89 kDa, 
mais une bande correspondant à 130 kDa avait été mise en évidence dans des précédentes études sur des 
larves de drosophile (Gallagher et al., 2006). Des tests d’expression de CC2D1B-FLAG en cellules 
HEK293 ont également mis en évidence une bande unique éluant à 130kDa, à partir de transfections sur 
des plaques 6 puits (54cm2), ce qui montre une mobilité aberrante en SDS-PAGE de la protéine 
complète.  

 

Bien que la protéine soit purifiable en petites quantités par ce protocole, les rendements sur des 
volumes de cultures plus important (175 cm2) se sont révélés décevants, et inadaptés pour atteindre les 
quantités requises de protéines nécessaires à des tests de cristallisation. 

Figure 52 : schéma des différentes constructions utilisées pour l’étude en système d’expression bactérien 
(E.Coli BL21 ou Rosetta) 
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Afin d’obtenir une construction en quantités suffisantes et facilement purifiable, j’ai fait plusieurs 
tentatives d’expression d’une construction LgD clonée dans le vecteur pProexhtB, avec une étiquette 
6xHis en n-terminal, sur des souches E.Coli BL21 et Rosetta. Une bande migrant à 37 kDa est clairement 
induite sur cette construction, et élue préférentiellement à 250 mM Imidazole sur une colonne Ni-NTA. En 
revanche je ne retrouve pas de bande clairement induite pour la forme complète de LgD. Je note toutefois 
l’élution précoce de 4 fragments à 50 mM Imidazole, avec une bande migrant à environ 100 kDa. En 
revanche, seule la bande induite à 37 kDa donne clairement un signal avec les anticorps anti-Histidine. 
Une hypothèse est donc que la protéine LgD soit faiblement exprimée, que la construction présente un 
problème de stabilité et/ou de traduction avortée. En particulier, la présence de plusieurs codons rares à 
l’extrémité n-terminale du gène LgD pourrait expliquer ce faible rendement chez E.Coli.   

Afin de replacer la structure du fragment LgD550-816 dans le contexte des répétitions DM14,  j’ai donc 
décidé  de tester de nouvelles constructions élargies comprenant les troisième et quatrième répétitions 
DM14.  

Cette étude pouvait se faire de deux façons différentes : la première était de produire des cristaux 
comprenant une répétition DM14, seule ou en complexe avec CHMP4B. Une seconde était de générer un 
modèle basse-résolution de fragments étendus par diffusion de rayons X au petits angles (SAXS). Pour 
cette seconde approche l’idée était également d’introduire individuellement chaque répétition, de structure 
inconnue, en gardant pour référence la partie c-terminale désormais connue; cette approche a pour 
mérite de permettre une meilleure orientation de chaque domaine ou motif par rapport aux autres.  
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Figure 53: la protéine LgD/CC2D1B présente une mobilité aberrante par gel SDS-PAGE. Elle est 
faiblement exprimée chez E.Coli, et se dégrade rapidement pendant le protocole de 
purification.  

A. Transfection de cellules HEK293 EBNA avec un plasmide codant pour CC2D1B-Flag. La protéine 
est purifiée après 2 jours avec une résine anti-FLAG M2, puis éluée avec une solution TBS 
contenant le peptide FLAG à 100 µg/mL. Les échantillons sont révélés après migration sur gel SDS-
PAGE par coloration au Coomassie et Western Blot en présence d’anticorps anti-FLAG. Les 
astérisques marquent les bandes de l’IgG monoclonale de souris complexée aux billes d’agarose.  
1-7 : transfection 1µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 0.5) 
2-8 : transfection 1µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 1) 
3-9 : transfection 1µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 2) 
4-10 transfection 2µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 0.5) 
5-11 : transfection 2µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 1) 
6-12 : transfection 2µg de plasmide (ratio ADN/PEI = 1 / 2) 

 
B. Purification de LgD exprimée dans la souche E.Coli Rosetta, après induction sur 3.5h avec 1mM 

IPTG. Seule une bande migrant à 37 kDa est fortement induite. Après purification sur résine Ni-
NTA, quatre bandes éluent faiblement à 50 mM Imidazole. La bande induite à 37 kDa élue plus 
tardivement à 250 mM Imidazole et est reconnue par un anticorps anti-histidine. 
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5.1 Purification et cristallisation de LgD575-816  

Afin de valider la structure du fragment en solution, j’ai tout d’abord recloné le fragment LgD550-816 
en enlevant la partie non-visible dans la densité électronique, afin d’obtenir la construction LgD575-816. La 
construction est bien exprimée et élue en filtration sur gel comme un monomère ; l’état monomérique du 
fragment a été également confirmé par ultracentrifugation analytique (données non montrées). Cette 
construction donne après quelques jours des cristaux dans des condition légèrement différentes de la 
première (0.1M BisTris pH5.5 ou 6.5, 2M Ammonium Sulfate). Bien que ces cristaux n’aient pas été 
testés pour diffraction, ils pourraient en revanche servir pour de futures études de co-cristallisation en 
raison de leur reproductibilité. 

 
En l’état, ayant pû obtenir la structure du fragment à partir du précédent jeu de cristaux, la résolution 

de ce fragment-ci n’apporterait que peu d’informations nouvelles en l’absence de ligands (type 
monophosphoinositides) ; elle n’a donc pas été poursuivie. Par ailleurs, puisque l’état monomérique de 
cette construction a été confirmé en solution, la mise en évidence de nouvelles interfaces de cristallisation 
serait superflue, car probablement induite par les conditions de cristallisation. 

 
 
5.2 Purification et cristallisation de LgD491-816 
J’ai ensuite porté mes efforts sur le fragment LgD491-816 qui comprend en particulier la quatrième 

répétition DM14, déjà impliquée dans une interaction avec la protéine kinase PDK1 (Nakamura et al., 
2008). Cette construction est également bien exprimée, et purifiée selon un protocole identique aux deux 
précédents fragments. Après concentration de l’échantillon à 5mg/mL, le robot de cristallisation haut-débit 
du PSB donne plusieurs conditions prometteuses à 4ºC. Les cristaux les mieux définis concernent les 
conditions décrites dans la figure 55. Parmi elles, la condition 0.2M Ammonium Phosphate, 0.1M Tris pH 
8.5, 50% MPD a pû être reproduite manuellement.  Cette condition donne principalement des sphérulites, 
soit des structures semi-cristallines, présentant en leur sein des régions amorphes. Ces structures ne sont 
donc pas en tant que telles des cristaux, et elles ne sont pas suffisamment ordonnées pour permettre de 
résoudre la structure du fragment. J’ai essayé d’améliorer ces sphérulites en les reproduisant en présence 

Figure 54 : la construction LgD575-816 élue en 
filtration sur gel comme un monomère et 
cristallise dans des conditions sensiblement 
différentes de celles du fragment LgD550-816. 

A. Elution de la construction sur colonne Ni-NTA à 
250mM Imidazole. 

B. Profil d’élution sur colonne S200.  
C. Cristallisation de la construction en présence de 

0.1M BisTris pH 6.5, 2M Ammonium Sulfate. 
D. Cristallisation de la construction en présence de 

0.1M BisTris pH 5.5, 2M Ammonium Sulfate 
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de plusieurs additifs, mais sans succès. Ces sphérulites ont également été reproduits à 20ºC mais je n’ai 
jamais pû produire de structure cristalline à partir de ces conditions. 
Les conditions comprenant du NaH2PO4 et du K2HPO4 ont chacune donné des cristaux similaires en 
morphologie avec le robot, qui n’ont pas été reproduites manuellement. Les raisons de cet échec sont en 
revanche difficiles à interpréter. Il se peut qu’une concentration critique de l’échantillon n’ait pas été 
atteinte pour les nouveaux essais, et/ou que la température joue un rôle important dans le processus de 
cristallisation. Il est enfin possible que les conditions de pH et de sel définies fixées par le robot ne soient 
pas optimales, et que de nouveaux essais soient nécessaires afin d’optimiser ces conditions. En l’état, ces 
données suggèrent cependant que le fragment LgD491-816 est bien structuré en solution, et qu’il est un bon 

Figure 55: la préparation LgD491-816 est monodisperse et cristallise sous plusieurs conditions différentes. 

A. Profil d’élution du fragment sur colonne de filtration sur gel Superdex 200.  
B. Echantillon correspondant chargé sur gel SDS-PAGE. Coloration au bleu de Coomassie. 
 
C-E. Cristaux obtenus par le robot à 4ºC ; tous les cristaux indiqués apparaissent dans un délai de 3 jours 
à 1 semaine. 
C. 0.2M Ammonium Phosphate, 0.1M Tris pH 8.5, 50% MPD 
D. 1.2M NaH2PO4, 0.8M K2HPO4, 0.1M CAPS pH 10.5, 0.2M Li2SO4. 
E. 0.8M NaH2PO4, 1.2M K2HPO4, 0.1M Acetate pH 4.5 
F. 1M Sodium Citrate, 0.1M Imidazole pH 8 
G. 0.2M Ammonium Phosphate, 0.1M Tris pH 8.5, 50% MPD (condition identique à C. mais à 20ºC) 
H. Cristaux/sphérulites reproduits à 4ºC avec 0.1M Tris pH8.5, 0.2M Ammonium Phosphate, 36-50% MPD 
I.  Conditions identiques. 
J. Les cristaux/sphérulites émettent un fort signal sous lampe UV, ce qui témoigne de la présence de protéine 

(émission liée principalement aux tryptophanes et tyrosines). 
K. D. Agrandissement de sphérulites après 1 semaine dans les mêmes conditions.  
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candidat pour une étude par SAXS. 

 
5.3  Purification du fragment LgD 358-816 et optimisation du protocole. 
Le troisième fragment a été cloné pour inclure la région minimale prédite pour interagir avec 

CHMP4B chez l’humain. La première étude (voir chapître précédent) avait mis en évidence un rôle 
particulier de la troisième répétition DM14 dans cette interaction. Les études par ITC avaient cependant 
noté que la troncature d’une région en aval de cette répétition entrainaient une perte de l’interaction. Cette 
donnée suggère que les répétitions DM14, telles que définies par bioinformatique, ne correspondent pas 
directement à des domaines structuraux. Un second argument en faveur de cette hypothèse est que, 
pour la plupart des membres de la famille CC2D1, on retrouve ces répétitions en tandem. Enfin, un papier 
montre que, chez l’homme et la souris, deux isoformes différents sont produits à partir du gène 
CC2D1A : un isoforme long et un isoforme court, ne comprenant que les deux dernières répétitions DM14 
ainsi que le fragment C-terminal (Rogaeva & Albert, 2007). LgD sous sa forme longue étant peu exprimé 
chez E.Coli, j’ai supposé qu’une forme proche de l’isoforme court identifié chez l’homme permettrait des 
rendements supérieurs en système bactérien compatibles avec des tests de cristallisation. 
Sous cette forme l’échantillon est produit en bonnes quantités, soit une vingtaine de mg de protéines 
pour trois litres de culture induits à 18°C sur la nuit, ou encore 3h à 37°C. (voir figure 56) 

Le protocole de purification initialement établi est semblable aux autres fragments, avec une première 
purification sur colonne Ni-NTA (élution à 50 et 250 mM imidazole), puis clivage par la TEV, dialyse 
dans un tampon 50 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl en présence d’agent réducteur, et enfin une seconde 
étape de purification sur colonne Ni-NTA pour séparer le fragment clivé du non-clivé. L’échantillon est 
enfin concentré puis chargé sur colonne S200 (voir figure 56) où la protéine élue en un pic unique et 
symétrique. L’échantillon est purifié dans un tampon classique 20mM Tris pH 6.5, 100 mM NaCl, 5mM 
ȕ-mercaptoéthanol ; sur les premières préparations, j’ai en revanche noté la coélution de bandes 
surnuméraires pouvant laisser penser à une légère dégradation ou contamination de la protéine. Afin 
d’obtenir une préparation homogène en vue d’études par cristallographie et/ou SAXS, j’ai procédé à une 
étape supplémentaire de purification sur colonne MonoS (ou colonne échangeuse de cations), selon un 
gradient de sel allant de 100 à 1M NaCl à partir du même tampon Tris. Un pic correspondant à la protéine 
d’intérêt élue pendant le gradient à environ 400 mM NaCl, puis est laissé sur deux jours en chambre 
froide. Cet échantillon présente, par rapport à la condition de stockage initiale à 100 mM NaCl, une forte 
dégradation avec l’apparition de deux bandes majeures à environ 40 kDa et 28 kDa, soit les tailles 
approximatives des fragments LgD491-816 et LgD575-816 respectivement.  

Il est donc probable que les premières conditions de stockage définies pour la purification ne soient 
pas optimales, ce qui explique la dégradation rapide de l’échantillon, en particulier en présence de fortes 
concentrations en sel.  
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Afin d’optimiser les conditions de purification, et donc la stabilité du fragment, j’ai essayé de 
déterminer une composition optimale du tampon de stockage par la technique dite du « thermal shift 
assay ». Cette technique se base sur l’évolution de la stabilité thermique d’un échantillon, ainsi que les 
propriétés physico-chmiques du fluorophore Sypro. Dans un environnement aqueux, la fluorescence du 
Sypro est quenchée ; lorsque la protéine d’intérêt est dénaturée par augmentation de la température, les 
régions hydrophobes deviennent accessibles et vont réagir avec Sypro. La fluorescence de la sonde est 
alors déquenchée et le suivi peut être réalisé sur un lecteur de microplaques standard : cette méthode a le 
triple intérêt d’être facile à mettre à place, rapide à analyser et adaptée pour une étude haut-débit. 
Les conditions où la protéine est la plus stable sont déterminées par le calcul du Tm, au moment de la 
dénaturation.  



124 

 

 

Ici, j’étudie plusieurs tampons sous deux forces ioniques différentes ; en présence de 100mM NaCl 
ou 500 mM NaCl ; globalement j’observe des différences de stabilité importantes selon les tampons 
utilisés. Les tampons « riches » en sel (500mM NaCl) déstabilisent globalement la protéine par rapport à 
ceux avec 100 mM NaCl seulement. Les tampons les plus favorables se situent dans un intervalle de pH 
entre 6.0 et 6.5, selon les conditions. Les tampons Potassium Phosphate et Citrate de Sodium augmentent 
le Tm de la construction à 51 et 52ºC respectivement. Par comparaison, les deux tampons les moins 
favorables sont les tampons Imidazole pH 8 et Bicine pH 9, à respectivement 44 et 40ºC. J’ai donc opté, 
pour les études par SAXS, pour un tampon 25mM Sodium Citrate pH 6, 100 mM NaCl, 5 mM ȕ-
mercaptoéthanol pour cette dernière construction. 

Figure 56 : LgD358-816 est monomérique après filtration sur gel. La protéine est sensible à la protéolyse et se 
dégrade  en présence de sel dans les conditions testées.  

A. Le fragment est filtré sur S200 après une étape de  purification sur résine Ni-NTA puis clivage à la protéase 
TEV.  Les échantillons sont chargés en gel SDS-PAGE et montrent la présence de bandes contaminantes. 
L’échantillon marqué « MonoS » est chargé sur la colonne MonoS pour une seconde étape de purification. 

B. Pendant l’étape de purification  sur colonne MonoS, la protéine élue massivement à pH 6.5 pour une 
concentration saline d’environ 400 mM NaCl. Après deux jours de stockage, les fractions composant le pic sont 
chargées sur colonne S200. Le gel SDS-PAGE met en évidence plusieurs fragments de protéolyse. Pour référence 
l’échantillon LgD en sortie de colonne Ni-NTA est chargé immédiatement à droite du marqueur. 
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 Un essai de cristallisation avec le robot haut-débit avait été tenté sur les premières conditions de 
stockage, à 20ºC, en présence de 25mM Tris pH 7.6, 100mM NaCl, 5mM ȕ-mercaptoéthanol. Cet essai 
avait permis de mettre en évidence plusieurs précipitats prometteurs. En particulier, une condition 1.17M 
NaH2PO4, 0.63M K2HPO4 pH 6.3 a été reproduite manuellement et donne après deux jours un précipité 
cristallin, mais pas de cristal individualisé. Une autre condition obtenue par le robot montre également 
l’apparition de sphérulites après 3 jours (50mM MES pH 6, 5mM MgSO4, 5% PEG4000). Cette 
condition a été reproduite en évidence et montre après 2 jours l’apparition de structures gélatineuses. 
Enfin, une autre condition (0.1M NaH2PO4 / 0.1M KH2PO4, 0.1 MES pH 6.5, 2M NaCl) présente après 
1 jour une séparation de phase, tandis que le reste de la goutte reste clair. La séparation de phase évolue 
après deux jours en sphérulite.  
  

Figure 57 : Mesure de la 
température de dénaturation 
(ou Tm) par Thermoshift 
Assay du fragment LgD358-816 
en fonction de la concentration 
en sel, du pH, et de la 
composition du tampon. 

A. Evolution du Tm en présence 
de 100 mM NaCl. Le 
trampon Sodicm Citrate pH 6 
est le meilleur parmi les 
conditions testées. 

B. En présence de 500 mM 
NaCl le Tm diminue pour la 
plupart des conditions. Le 
tampon Citrate de Sodium 
pH 6 présente ici un Tm de 
50. 
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Il serait donc intéressant de revoir puis d’affiner ces conditions, en particulier par microseeding, avec 
une préparation réalisée dans le nouveau tampon et à des concentrations plus élevées. En l’état ces 
résultats sont donc prometteurs, mais les conditions nécessitent d’être affinées afin d’obtenir de vrais 
cristaux individualisés. 

Figure 58 : conditions potentielle identifiées sur le fragment LgD358-816 par le robot de cristallisation. 

A.     Goutte claire après 1J dans la condition 1.17M NaH2PO4, 0.63M K2HPO4 pH 6.3. 
B.     Microcristaux mis en évidence après 3J dans la même condition. 
C.     Précipitat pseudo-cristallin reproduit manuellement après 2J.  
D-E. Sphérulites ou gels produits après 3 jours dans la condition 50mM MES pH 6, 5mM MgSO4, 5% 
PEG4000 
F.      Condition reproduite manuellement après deux jours.  
G-H. Possible sphérulite identifié après 3 jours (0.1M NaH2PO4 / 0.1M KH2PO4, 0.1 MES pH 6.5, 2M NaCl) 
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6. Un modèle partiel de LgD en solution  
6.1 Modèle SAXS du fragment cristallisé LgD575-816 

Un premier échantillon du fragment LgD575-816 est purifié comme indiqué dans le chapitre 5.1 puis 
concentré à 0.7, 0.9 et 1.8 mg/mL. Trois courbes de diffractions sont collectées sur la ligne dédiée ID14-3, 
puis soustraites à la courbe de diffraction obtenue à partir du tampon seul. Les intensités sont normalisées 
à partir des données extraites d’une solution de BSA de concentration connue. Les courbes de diffraction 
de chaque courbe, ainsi que les analyses de Guinier et la fonction de distribution P(r) sont traitées par la 
suite logicielle PRIMUS (Pethoukov et al., 2007) et présentées dans la figure 60.  
 

L’analyse de Guinier (figure 60b) permet de mettre en évidence une relation linéaire entre le 
logarithme de l’intensité log I(S), ou log I(q2) et la valeur de S2 : cette linéarité renseigne sur la présence 
d’aggrégats dans l’échantillon. L’analyse de Guinier permet en outre de calculer le rayon de giration, ou 
Rg. Cette valeur doit rester sensiblement constante pour des valeurs croissantes de concentration, afin de 
vérifier l’absence non seulement l’absence de d’aggrégation de l’échantillon mais également l’absence 
d’oligomérisation concentration-dépendante. Ici, les valeurs de Rg restent comprises entre 2.63 et 2.76 
nm, telles que déterminées par le logiciel AutoRg (Pethoukov et al., 2007), soit une valeur en accord avec 
les données cristallographiques pour un fragment monomérique.  

La fonction de distribution P(r) donne une information sur la forme de la protéine, et permet entre 
autres de déterminer la valeur Dmax, soit la valeur de r telle que P(r)=0. Elle représente la distance 
intramoléculaire maximale en solution. Pour une taille donnée, cette valeur sera donc d’autant plus 
importante que la protéine est allongée. En outre, l’aspect de la fonction de distribution peut renseigner sur 
la présence de plusieurs domaines au sein du fragment. Dans le cas du fragment LgD575-816, la valeur 
Dmax calculée est de 9.7 nm pour une concentration de 1.7 mg/ml.  

 

 

Figure 59 : Profil d’élution des trois 
constructions utilisées pour les mesures SAXS.  

Les profils d’élution des trois protéines sont suivis 
par la mesure d’absorbance à 280 nm, sur une 
colonne S200. Les volumes d’élution des 
constructions LgD575-816, LgD491-816 et LgD358-816 

sont respectivement de 16.5, 15.5 et 14 mL, ce qui 
suggère une forme allongée en solution de cette 
dernière. 

Les fragments LgD575-816, et LgD491-816 sont purifiés 
dans un tampon 25 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl, 
5 mM ȕ-mercaptoéthanol. Le fragment LgD358-816 

est purifié dans le tampon 25 mM Sodium Citrate 
pH 6.5, 100 mM NaCl, 5 mM ȕ-mercaptoéthanol. 
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La forme de la fonction de distribution suggère la présence de deux domaines, toujours en accord avec 
la structure cristallographique. Dix reconstructions indépendantes sont générées par le logiciel DAMMIN 
(Svergun D., 1999) sans imposition de symmétrie. La valeur de Ȥ obtenue pour chaque modèle est 
d’environ 1.16, ce qui montre un accord satisfaisant entre les modèles générés et la courbe expérimentale. 

Un modèle final de la protéine en solution est généré par les logiciels DAMAVER (Volkov, Svergun, 
2003) et SUPCOMB 2.0 (Kozin, Svergun, 2000) : les dix modèles se superposent avec un NSD 
(Normalized Spatial Discrepancy) de 0.859, ce qui signifie qu’il y a donc convergence vers une solution 
unique. L’enveloppe obtenue est superposée avec le monomère cristallographique par le logiciel 
SUPCOMB ; visuellement la structure en solution est donc très proche de celle observée dans le cristal. 
On retrouve en particulier les deux régions distinctes formées par le domaine C2 et la partie hélicale. La 
stabilisation de cet arrangement par l’extrémité c-terminale est donc bien une propriété de la protéine et 
non pas un artefact cristallographique. 

 
Afin de déterminer si la structure cristallographique du fragment LgD575-816 correspond bien à la 

structure en solution, j’ai également comparé les courbes SAXS théoriques et expérimentales par le 
logiciel CRYSOL (Svergun, Barberato, Koch, 1995). En revanche, la courbe théorique (figure 60a) 
présente une déviation notable (Ȥ = 1.5) par rapport à la courbe expérimentale. Cette donnée suggère donc 
une certaine flexibilité entre la partie hélicale et le domaine C2 en solution, ou encore entre les boucles 
flexibles du domaine C2 lui-même. 

 

 

Figure 60a. Comparaison des profils 
théoriques et expérimentaux par SAXS 
du fragment c—terminal de LgD. 

La courbe théorique SAXS du fragment 
cristallographique LgD550-816 est générée 
automatiquement par le logiciel CRYSOL, 
puis comparée à la courbe expérimenale du 
fragment LgD575-816. 
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Figure 60b. Traitement des données SAXS à partir du fragment LgD575-816. 

A. Superposition de courbes de diffractions de LgD575-816 à trois concentrations différentes. 
B. Courbe de Guinier établie par AutoRG sur la courbe du fragment à 0.9 mg/mL.  
C. Fonction de distribution à partir du même jeu de données, et estimation de la valeur Dmax.  
D. Corrélation entre les données brutes (à 0.9 mg/ml) et la courbe théorique de diffusion d’un modèle 

représentatif généré par DAMMIN. 
E. Superposition de dix modèles DAMMIN par les logiciels DAMAVER 2.0 et SUPCOMB. La structure du 

monomère LgD575-816 est placée automatiquement dans cette enveloppe moyenne (NSD= 0.859) par le 
logiciel SUPCOMB et montre visuellement une bonne corrélation. 
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6.2 Modèle SAXS des fragment LgD491-816 et LgD358-816 

Les données SAXS issues du fragment LgD491-816 sont traitées d’une façon identique. Ce fragment 
intermédiaire comprend donc 84 résidus supplémentaires par rapport au premier, et comprend donc la 
quatrième répétition DM14. Quatre courbes de difffusion sont collectées avec des préparations de 1, 1.8, 
2.4, et 3.7 mg/ml. Les valeurs de Rg récoltées ne varient pas significativement dans cet intervalle (3.19 – 
γ.48 nm) comme le montre l’analyse de Guinier par le logiciel AutoRg. Une fonction de distribution est 
calculée à partir de l’échantillon à 2.4 mg/ml avec un Dmax évalué à 11.8 nm. Le modèle moyen généré 
par DAMAVER (NSD = 1.129) montre des similitudes avec le précédent modèle, généré par le fragment 
court. On met cependant en évidence, au niveau d’une des extrémités, la présence d’un domaine plus 
marqué qui est vraisemblablement attribuable à la quatrième répétition DM14.  

J’ai réalisé un troisième modèle SAXS à partir du fragment étendu LgD358-816 qui comprend la région 
identifiée chez CC2D1A comme interagissant avec CHMP4B. Trois concentrations sont testées, à 2.7, 4.3 
et 5.4 mg/ml. Les valeurs de Rg ne varient pas significativement dans cet intervalle (3.92-4.47 nm). La 
valeur de Dmax calculée pour la concentration à 4.3 mg/ml est de 16.9 nm. Le volume généré par 
DAMAVER met en évidence, à une extrémité, une forme retrouvée dans la précédente reconstruction et 
attribuable au domaine C2.  

En superposant les trois volumes obtenus (voir figure 63), on peut donc fixer une des extrémités 
manuellement et positionner approximativement les régions non présentes dans la structure 
cristallographique. Les deux répétitions DM14 apparaissent globalement étendues mais structurées, et 
semblent se replier partiellement l’une sur l’autre. Ces volumes font immédiatement suite à la partie 
hélicale, ce qui suggère donc que cette dernière soit impliquée dans la stabilité des motifs. D’après ce 
modèle, la surface concave du domaine C2 est bien individualisée du reste de la structure, ce qui va dans 
le sens d’un rôle de ce dernier dans des interactions protéine-protéine et/ou protéine-membrane.  

On observe sur les trois modèles une protrusion au niveau d’une des extrémités, attribuable à la région 
hélicale marquant la transition entre le domaine C2 et la quatrième répétition DM14 : en l’état, il n’est pas 
possible de conclure sur la structure précise de chaque domaine, les modèles obtenus étant à faible 
résolution, ce qui est une limite intrinsèque de la technique employée.  
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Figure 61. Traitement des données SAXS à partir du fragment LgD491-816 

A. Superposition de courbes de diffractions de LgD491-816 à trois concentrations différentes. 
B. Courbe de Guinier établie par AutoRG sur la courbe du fragment à 2.4 mg/mL.  
C. Fonction de distribution à partir du même jeu de données, et estimation de la valeur Dmax.  
D. Corrélation entre les données brutes à 2.4 mg/ml et la courbe théorique de diffraction d’un modèle 

représentatif généré par DAMMIN. 
E. Superposition de dix modèles DAMMIN par les logiciels DAMAVER 2.0 et SUPCOMB. La structure du 

monomère LgD575-816 est placée manuellement dans cette enveloppe moyenne (NSD= 1.129). 
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Figure 62. Traitement des données SAXS à partir du fragment LgD491-816 

A. Superposition de courbes de diffractions de LgD358--816 à trois concentrations différentes. 
B. Courbe de Guinier établie par AutoRG sur la courbe du fragment à 4.3 mg/mL.  
C. Fonction de distribution à partir du même jeu de données, et estimation de la valeur Dmax.  
D. Corrélation entre les données brutes à 4.3 mg/ml et la courbe théorique de diffraction d’un modèle représentatif 

généré par DAMMIN. 
E. Superposition de dix modèles DAMMIN par les logiciels DAMAVER 2.0 et SUPCOMB. La structure du monomère 

LgD575-816 est placée manuellement dans cette enveloppe moyenne (NSD= 0.837). 
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Figure 63 superposition des trois modèles 
SAXS.  

A-B. Les trois modèles sont présentés selon deux 
orientations différentes. Le fragment LgD575-816 

est superposé à l’enveloppe SAXS 
correspondante par le logiiel SUPCOMB 2.0. 
Les deux autres modèles sont orientés 
manuellement.  
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7. Discussion 
7.1 Description générale du fragment LgD et contexte de l’étude 
Le fragment LgD qui a été cristallisé présente une région impliquée à la fois dans la régulation 

transcriptionnelle (Ou et al., 2003) et la régulation du récepteur Notch (Childress et al., 2006 ; Gallagher et 
al., 2006 ; Knoblich et al., 2006). La partie C-terminale  de la structure, représentée par le fragment 796-
816, participe en outre à la stabilisation de la région hélicale contre la face convexe du domaine C2. La 
conservation des résidus impliqués dans l’orientation de cette région permettent donc la bonne 
accessibilité de la partie concave du domaine C2, ainsi que la rigidité de la structure : cette orientation est 
donc vraisemblablement importante pour la fonction de LgD.  

 
Les résidus 580 à 637 composent un faisceau d’hélices, dont la fonction pourrait être la régulation 

transcriptionnelle du gène codant pour le récepteur à la sérotonine (Ou et al., 2003). Ces auteurs avaient en 
particulier proposé qu’un motif HLH prédit dans la structure de CC2D1A puisse être impliqué dans une 
interaction avec l’ADN. La structure confirme la présence d’un motif hélice-boucle-hélice, en revanche 
ses propriétés d’interaction avec des acides nucléiques n’ont pas été testées dans cette étude. Par ailleurs, 
les motifs de type HLH ou bHLH interagissant avec l’ADN sont connus pour former des homo- ou hétéro-
dimères (Murre et al., 1989 ; Ferré-D'Amaré, 1994 ; Toledo-Ortiz G, 2003). Or le fragment identifié ici se 
comporte en solution comme un monomère strict et ne correspond pas à la définition d’un domaine bHLH. 

 
Les domaines C2 peuvent adopter deux topologies différentes (type  I et type II ) (Nalefski & Falke, 

1996). Ici, le domaine C2 de LgD appartient à la catégorie des domaines de topologie II. Il constitue un 
domaine C2 atypique, en ce sens qu’il présente également un site polybasique, ou polycationique, 
conservé entre espèces. En l’état, la présence de ce site sur la face concave du domaine est une propriété 
particulière de LgD, et n’a à ma connaissance pas été rapportée pour des domaines C2 de seconde 
topologie (Guerrero-Valero et al., 2009). De même, aucun domaine C2 spécifique des 
monophosphoinositides n’a jusqu’à présent été décrit sur le plan structural. 

 

 
 

Figure 64 : représentation schématique des 
deux topologies de domaine Cβ  (d’après 
Nalefski & Falke, 1996). 
 
Les deux modèles présentent un arrangement 
similaire avec la formation de huit feuillets ȕ 
antiparallèles. La différence majeure entre les 
deux repliements concerne le décalage des 
extrémités N-terminales.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferr%C3%A9-D%27Amar%C3%A9%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferr%C3%A9-D%27Amar%C3%A9%20AR%22%5BAuthor%5D
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Les précédents auteurs avaient noté l’absence de cinq résidus Aspartate (Zhao et al., 2010) 
habituellement impliqués dans la coordination de deux ions Calcium pour les domaines C2 Ca2+ 

dépendants (Sutton, 1995 ; Shao et al., 1996). Ce type de coordination a été identifié à partir des domaines 
C2 de la Synaptotagmine, puis étendu à plusieurs autres domaines de type I (Nalefski & Falke, 1996).  

A partir de l’alignement de séquence, et en considérant la différence de topologie, je ne retrouve qu’un 
seul de ces Aspartates. Cette information suggère que le domaine C2 de LgD n’est pas Ca2+ dépendant.  Je 
note toutefois la présence d’une insertion particulière (« KDVDT »)  propre à LgD, et strictement 
conservée, qui pourrait se substituer à certains des résidus manquants. En superposant ce domaine avec 
celui de la PKCĮ, les trois résidus Aspartate identifiés chez LgD sont en outre impliqués dans la formation 
de deux poches superposables avec celles coordonnant le calcium pour les domaines Ca2+ dépendants 
(Guerrero-Valero et al., 2009). Il semble donc que LgD contienne potentiellement un site de coordination 
atypique du Calcium, indépendant du site polycationique décrit précédemment, qui ait pû passer jusque là 
inaperçu en raison des différences de topologie.  
 
 

7.2 Interaction du domaine C2 avec la membrane de l’endosome 
La structure du fragment C-terminal de LgD a donc permis de mettre en évidence un domaine C2 

atypique, ainsi qu’une région jusque là non caractérisée de la protéine. La présence d’un site polybasique 
sur la face concave de la protéine est également cohérente avec les données de la littérature concernant 
l’interaction avec des phosphoinositides (Guerrero-Valero et al., 2009). A partir des techniques employées 
(ITC, tests de flotation), je n’ai en revanche pas été en mesure de mettre en évidence une interaction stable 
avec le PI4P. Une possibilité est que cette affinité soit faible et/ou conditionnelle. En effet, les 
paramètres pouvant influer sur une interaction protéine-membrane sont variés (Lemmon, 2008) : ils 
peuvent être liés à la composition des membranes elles-mêmes, à leur rayon de courbure et/ou à la 
présence d’autres partenaires ; protéines, lipides ou cofacteurs.  

 
Concernant le ligand, nous avions initialement choisi le PI4P car il semblait présenter en Dot Blot (voir 

figure 50C) le plus fort signal. Dans ce cas précis, il est possible que, dans des conditions plus 
physiologiques, le PI4P ne soit pas le ligand principal et qu’il constitue un faux positif avec cette 
technique. Bien que le signal obtenu pour le PtdIns(4)P soit marqué dans l’expérience de Gallagher 
(Gallagher et al., 2006), le PI3P pourrait être un candidat plus physiologique dans le contexte d’une 
régulation de la voie endosomale. Les phosphoinositides constituent en effet une population variée, mais 
dont la nature va dépendre de leur localisation. Le PtdIns(4,5)P est par exemple impliqué en tant que co-
récepteur au niveau de la membrane plasmique, tandis que le PtdIns(4)P sera plus sélectivement présent 
au niveau de l’appareil de golgi (Di Paolo G, De Camilli P, 2006). Le PtdIns(3)P est un marqueur des 
endosomes précoces, et une liste importante de protéines endosomales présentent elles-mêmes des 
modules reconnaissant spécifiquement ce phospholipide (Lemmon, 2004 ; Lemmon, 2008), en particulier 
les domaines FYVE et PH.  

Les modules responsables de ces interactions peuvent également agir comme des « détecteurs de 
coincidence », au sein de complexes comprenant plusieurs sites d’interaction de faible affinité (Di Paolo 
& De Camilli, 2006). Dans le contexte d’une interaction CC2D1A/CHMP4B stable, il faut rappeller que la 
protéine CHMP4B présente elle-même une affinité particulière pour le PtdIns(3)P (Lin et al., 2004). Il est 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Di%20Paolo%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20Camilli%20P%22%5BAuthor%5D
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donc possible que ce soit l’action conjointe des deux molécules qui permette le recrutement du complexe 
au niveau de la membrane des endosomes précoces.  

 
Par ailleurs l’affinité de la PKCĮ avec l’IPγ rapportée par Guerrero-Valero (Kd de 20 µM), est bien 

inférieure à celle déterminée pour le PI(4,5)P2 lui même (1.8µM) (Sanchez-Bautista, 2006) ; cette donnée 
suggère que d’autres déterminants favorisent cette interaction in vivo et que l’interaction spécifique à la 
tête polaire du PIP2 est faible dans le cas de la PKCĮ. Dans le cas de LgD et d’une interaction avec des 
monophosphoinositides, l’absence d’un phosphate pourrait de fait produire une affinité encore moindre 
pour la tête polaire isolée. CHMP4B interagissant directement avec la membrane de l’endosome, il est 
encore possible qu’un complexe CC2D1A/CHMP4B ou LgD/Shrub présente une affinité accrue par un 
phénomène d’avidité. Dans ce cas précis, le domaine C2 aurait donc plus un rôle de positionnement au 
niveau de la membrane que de recrutement. 

 
En particulier une étude a montré (Fyfe et al., 2011) récemment que l’affinité du complexe ESCRT-

II/Vps20 pour des membranes de composition complexe (PC (54%), PE (30%), PS (15%) PI3P (1%)) était 
proportionnelle au carré du rayon de courbure. Dans la même étude, il a été proposé que ce soit 
ESCRT-II qui confère cette propriété à Vps20, conformément au modèle proposé par Im (Im et al., 2009) 
concernant la structure cristallographique du complexe Vps25/Vps20. 

 
Dans ce contexte, je propose que CC2D1A/LgD, en interagissant avec CHMP4B, puisse induire un 

complexe ayant des propriétés physiques similaires par le biais de son domaine C2.  
 
 
7.γ Homologies avec d’autres domaines C2 connus 
Les domaines C2 présentent pour la plupart de fortes homologies de séquence et de structure (Nalefski 

& Falke, 1996). Il est donc difficile, sur ce seul critère, d’en prédire la topologie et/ou les caractéristiques 
physiques. La classification proposée par le serveur DALI répertorie les domaines C2 les plus proches en 
terme de structure. A l’exception du domaine C2 de l’Ortoferline, ces domaines présentent des propriétés 
d’interaction avec des phosphoinositides. 

  
Le domaine C2 de LgD présente des similitudes importantes avec les domaines C2 des protéines 

NEDD4 et ITCHY (rmsds respectifs de 2.5 et 2.γǖ). Cette similitude est troublante compte tenu du rôle 
de NEDD4 dans la voie de régulation du récepteur Notch. En particulier, la protéine NEDD4 est une E3 
Ubiquitine Ligase impliquée dans l’activation ligand-indépendante du récepteur Notch (Sakata et al, 
2004). Or, il a été montré in vivo (Klein et al., 2006) que NEDD4 supprimait l’activation de Notch chez 
des mutants lgd.  

Par ailleurs un lien a été établi entre NEDD4, ITCH , et le bourgeonnement de certains virus 
enveloppés (Weiss & Gottlinger, 2011 ; Martin-Serrano & Neil, 2011 ; Jadwin et al., 2010). Concernant 
NEDD4, une étude récente  (Sette et al., 2010) suggère également un recrutement par Alix dans le 
bourgeonnement du HIV.  

 
Ces données vont donc dans le sens d’un rôle de LgD dans une ou plusieurs  voies dépendantes de 

NEDD4 et ITCH.  
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7.4 Modèles SAXS de LgD  
Les modèles SAXS associés ont en outre permis de mieux comprendre l’architecture de cette protéine. 

Le domaine C2 semble ici bien individualisé, ce qui valide d’une part la structure cristallographique et qui 
est d’autre part compatible avec son implication dans des interactions protéine/membrane et/ou 
protéine/protéine. Ces trois modèles SAXS suggèrent encore que les répétitions DM14 ne correspondent 
pas à des domaines individualisés. De fait, une stratégie basée sur des troncations individuelles de ces 
motifs (Nakamura et al., 2008 ; Zhao et al., 2010) ne semble pas ici adaptée car elle induit 
vraisemblablement une déstabilisation de la structure, et donc un impact sur sa fonction in vivo.  

 
Bien que la protéine LgD/CC2D1A ait été décrite comme une protéine échaffaudage (Nakamura et al., 

2008 ; Zhao et al., 2011),  elle présente d’importants éléments de structure ; en l’état, la partie C-terminale 
semble jouer un rôle de stabilisation. Par ailleurs la distance entre la troisième répétition DM14 et le 
domaine C2 est évaluée à partir du modèle SAXS à environ 16 nm, ce qui situe le domaine d’interaction 
avec CHMP4B à distance du domaine C2. Bien que la troncature du fragment C-terminal entraîne un 
défaut dans l’internalisation du récepteur Notch (Childress et al., 2006), il est donc improbable que ce 
fragment soit lui-même directement impliqué dans l’interaction avec CHMP4B.  

 
 
7.5 Perspectives. 
De nouveaux essais de cristallisation sur les fragments C-terminaux de ces deux protéines sont donc 

parfaitement indiqués, compte tenu des résultats prometteurs obtenus jusque là avec le robot de 
cristallisation haut-débit. Bien que certaines des conditions mentionnées n’aient pas été reproduites 
manuellement, et/ou qu’elles n’aient pas donné de cristaux individualisés, l’obtention à postériori d’un 
fragment LgD358-816 plus stable en solution (et utilisé pour la présente étude en SAXS) justifierait 
pleinement la poursuite de ces essais de cristallisation. L’obtention de la structure du fragment LgD358-

816 serait importante à plus d’un titre : outre l’obtention d’une structure haute-résolution des deux dernières 
répétitions DM14, elle permettrait également sur la base des données de pulldown de proposer un modèle 
du complexe CHMP4B/CC2D1A. CC2D1A prévenant partiellement la polymérisation de CHMP4B (voir 
chapitre précédent), ce modèle pourrait également nous renseigner sur les interfaces impliquées dans le 
polymère.  

 
A l’avenir il serait intéressant de tester in vivo le rôle du site polybasique : entre autres, des mutations 

ciblées pourraient préciser le rôle du domaine C2 dans un contexte plus physiologique. Un premier 
modèle d’étude pourrait être lié au rôle de CC2D1A et LgD dans la division cellulaire, et en particulier au 
niveau des centrosomes et pendant l’étape d’abcission (Nakamura et al., 2009 ; Neumann et al., 2010).  

Un second modèle d’étude pourrait également porter sur l’impact de CC2D1A ou LgD dans la 
régulation du récepteur Notch. Enfin, ces deux aspects étant eux-mêmes dépendants de la machinerie 
ESCRT, cette étude permettrait de préciser le rôle de cette dernière dans ces deux processus cellulaires.  
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CHAPITRE V –  Caractérisation de la protéine CHMP2B in vitro. 

 

Article 2 : Charged Multivesicular Body Protein-2B (CHMP2B) of the 
Endosomal Sorting Complex Required for Transport-III (ESCRT-III) 
polymerizes into helical structures deforming the plasma membrane 
 
Gilles Bodon *, Romain Chassefeyre *, Karin Pernet-Gallay, Nicolas Martinelli, Grégory 

Effantin, David Lutje Hulsik, Agnès Belly, Yves Goldberg, Christine Chatellard-Causse, Béatrice 

Blot,  Guy Schoehn, Winfried Weissenhorn et Rémy Sadoul. 

* : les auteurs ont contribué également 

 

Journal of Biological Chemistry, Accepté. 

 

 

Contexte de l’étude : afin d’expliquer le mécanisme de scission, deux modèles ont été proposé. Un 
premier modèle (Lata et al., 2008 ; Fabrikant et al., 2009) suggère que les protéines CHMP2A et CHMP3 
(Vps2 et Vps24 chez la levure) puissent former une structure en dôme capable d’être dissociée par VPS4. 
Dans ce modèle, ces trois protéines pourraient jouer un rôle actif dans le mécanisme de scission, en 
imposant des contraintes sur la membrane plasmique. Les données récentes sur le système ESCRT-III 
chez la levure suggèrent que Snf7 jouerait au contraire le rôle principal dans le mécanisme de scission 
membranaire, indépendamment de Vps2, Vps24 et Vps4 (Wollert et al., 2009 ; 2010). Ce second modèle 
est donc en partie contradictoire avec le premier. 

Par ailleurs, CHMP2B a été directement impliquée dans une maladie neurodégénérative. Une hypothèse 
est que CHMP2B puisse perturber le mécanisme d’autophagie, sous certaines formes mutantes. En 
revanche, aucune structure en dôme équivalente aux polymères CHMP2B-CHMPγ n’a pû être mise en 
évidence in vitro ou in vivo, de même qu’un rôle de CHMP2A dans ces maladies neurodégénératives. Les 
fonctions de CHMP2B au sein d’ESCRT-III sont donc encore méconnues.  
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Résultats : Ce travail montre, pour la première fois, que CHMP2B est capable d’interagir et de stabiliser 
une structure tubulaire au niveau de la membrane plasmique. La surexpression de plusieurs constructions 
de CHMP2B entraine l’apparition de tubulations à la surface des cellules HeLa et HEK, vers le milieu 
extracellulaire. Ce phénomène n’est en revanche pas observé lors de la surexpression de CHMP2A, γ, 4A, 
4B et 4C : cette donnée supporte donc un rôle actif de CHMP2B dans le mécanisme. En outre, la 
surexpression d’un mutant CHMP2B incapable de lier VPS4 n’entraine pas de tubulation, ce qui suggère 
également un rôle de VPS4 dans ce processus de remodelage. Ce travail s’apparente donc au travail de 
Hanson (Hanson et al., 2008), où des cellules COS-7 surexprimant CHMP4A et CHMP4B formaient des 
protrusions similaires, mais dont le contenu n’avait jusqu’alors pas été identifié.  

Une hypothèse est donc que CHMP2B soit en partie impliqué dans le phénomène rapporté par  Hanson, ce 
qui apporte du crédit au modèle où CHMP4 ne serait pas seul impliqué dans la scission ESCRT-III 
dépendante.  

 

Contribution personnelle : la mise en place d’un protocole de purification de CHMP2B sous forme 
monomérique a permis d’identifier une interaction de cette dernière avec des liposomes. Cette interaction 
semble médiée par des lipides chargés négativement (type DOPS), et dépendante du sel. En revanche, il 
est possible d’inhiber cette interaction en mutant un motif « LF » à l’extrémité n-terminale, strictement 
conservé chez la plupart des protéines ESCRT-III. Cette donnée suggère donc que la partie n-terminale de 
CHMP2B, et potentiellement d’autres membres d’ESCRT-III, jouent un rôle important dans sa fonction de 
remodelage.  
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CHAPITRE IV –  Caractérisation de la protéine CHMP2B in vitro. 

 
1. Contexte de l’étude 
Ces travaux s’inscrivent dans le cadre d’une collaboration  avec l’équipe du Pr Rémy Sadoul (GIN, 

Grenoble). A l’origine, la protéine CHMP2B présentait plusieurs propriétés intéressantes in vivo qui 
justifiaient son étude in vitro. Gilles Bodon, doctorant au laboratoire, avait alors mis en évidence la 
présence de CHMP2B dans la fraction mitochondriale de cerveau de rat, au sein de complexes résistants à 
la protéinase K : une hypothèse était que CHMP2B puisse être incorporée dans des complexes 
ESCRT-III associés à la membrane (Gilles Bodon, http://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00594742/fr/). 
Cette hypothèse faisait écho à une publication récente de l’équipe (Lata et al., 2008) où l’isoforme 
CHMP2A chez l’homme pouvait former une structure en dôme avec CHMP3 in vitro. Des modèles 
avaient notamment été proposés (Lata et al., 2008 ; Fabrikant et al., 2009) où cette structure en dôme 
pouvait induire un phénomène de scission. Un premier objectif était donc de produire une protéine 
CHMP2B recombinante et monomérique, susceptible de former des structures similaires à celles 
observées pour CHMP2A avec CHMP3. 
 
 

2. Purification et caractérisation de la construction MBP – CHMP2B 
La construction MBP–CHMP2B, clonée dans le vecteur pMAL-C2x m’a été aimablement fournie par 

Agnès Belly. Cette construction de CHMP2B présente une étiquette MBP en n-terminal de la protéine, 
suivie d’un site de clivage à la protéase TEV. En première intention j’ai appliqué un protocole de 
purification classique, avec induction sur 3h γ0, en présence d’1mM IPTG, puis resuspension du culot 
bactérien dans un tampon de lyse comme décrit dans la section matériel&méthodes. Après lavage de la 
résine d’amylose, l’élution est réalisée en présence de 10 mM Maltose (voir figure).  La protéine est 
produite en grandes quantités (environ 30 mg) à partir de seulement 1L de culture. En revanche le 
rendement de la protéase TEV sur cet échantillon est très mauvais, avec sur gel une estimation de l’ordre 

Figure 65 : MBP-CHMP2B est bien exprimé en souche BL21, mais difficilement clivable par la protéase TEV.  

A - La construction MBP-CHMP2B élue massivement de la résine d’amylose en présence de 50 mM Tris-Base pH 7.4 ; 
0.2 mM NaCl ; 5 mM ȕmeOH. 
B - clivage de l’étiquette MBP par la protéase TEV sur la nuit à température ambiante à 4°C. 
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de 50% pour un temps de réaction d’une dizaine d’heures et à deux températures différentes. L’incubation 
de la protéase TEV en large excès ne permet pas d’obtenir d’amélioration significative de ce chiffre. La 
faible efficacité de la TEV peut indiquer l’incapacité de l’enzyme à accéder au site de clivage, ce qui est 
souvent un indice d’une protéine aggrégée.  

 
Afin de vérifier l’état d’oligomérisation de l’échantillon partiellement clivé, j’ai contrôlé son profil 

d’élution sur une colonne Superdex 200 (GeHealthcare) ; la protéine MBP-CHMP2B élue majoritairement 
dans le volume mort dans tous les cas testés, à l’exception de l’étiquette MBP. Ce profil est retrouvé pour 
tous les temps d’incubation testés (1h à γ7°C, sur la nuit à 18°C), ainsi que tous les tampons (en présence 
de KCl, sans sel, avec ou sans détergent). L’analyse en SDS-PAGE de chaque fraction montre toutefois, 
en présence de 0.1% Triton, des traces de la protéine CHMP2B sous forme non aggrégée, mais en 
quantités faibles. Afin de déterminer si cette construction pourrait former spontanément des polymères en 
solution, j’ai préparé deux échantillons pour une évaluation par microscopie électronique ; un premier 
échantillon est purifié par filtration sur gel, et les fractions correspondant au volume mort sont analysées 
par coloration négative. Les images montrent, de façon reproductible, la présence de longs filaments 
d’environ 15-20 nm de diamètre, sans périodicité apparente, et présentant pour certains d’entre eux un 
aspect incurvé. On observe encore très occasionnellement la formation de structures circulaires d’environ 
80-100 nm de diamètre. L’aspect rugueux de ces polymères peut être attribué à la présence de MBP en 
N-terminal, qui constitue une protéine globulaire d’environ 42 kDa. Afin d’éliminer un possible biais 
introduit par le passage en filtration sur gel, la protéine est observée dans un second échantillon 
directement en sortie de résine Ni-NTA et donne un résultat similaire.  

 

En l’état ces polymères ou aggrégats sont donc très 
stables, même en présence de détergents et de sels, et 
probablement solubilisés par la MBP. Des 
homopolymères CHMP4, Vps24 et CHMP2 ont été 
rapportés dans la littérature. En particulier, des anneaux 
formés par une construction MBP-CHMP2A 9-222 a 
été observée au laboratoire ; une différence notable en 
revanche, est que les structures formées ici par 
CHMP2B s’assemblent rarement en anneaux fermés, et 
la forme monomérique n’a jamais été clairement 
observée non plus avec cette construction, 
contrairement à CHMP2A.  

Une question récurrente à l’étude des polymères 
ESCRT-III concerne naturellement leur caractère 
physiologique ; ici la présence de la MBP introduit 
clairement un biais, et l’impossibilité d’obtenir un 
clivage satisfaisant de ces structures nous a orienté vers 
une nouvelle stratégie de clonage.  

Figure 66 : A-C. Visualisation de polymères MBP-

CHMP2B par microscopie électronique en 
coloration négative.  Echelle : 20 nm. Purification 
sur Superdex200 (volume mort) 

D. Polymères/aggrégats MBP-CHMP2B purifiés 
en sortie de colonne Ni-NTA. Les structures 
circulaires sont marquées d’une flèche blanche. 
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3. Purification et caractérisation des constructions CHMP2B – 6xHis. 

Parallèlement à ces premières tentatives, Gilles Bodon (GIN, Grenoble) a pû mettre en évidence sur 
des cellules de mammifères que la surexpression de constructions CHMP2B avec une étiquette en c-
terminal induit la formation de protrusions à la surface de la membrane plasmique, contrairement à des 
constructions étiquettées en n-terminal. Il a également montré que ces protubérances contenaient la 
protéine CHMP2B sur toute leur longueur. Une hypothèse simple est donc que CHMP2B nécessite une 
extrémité N-terminale intacte pour induire ces structures, et/ou que des étiquettes volumineuses (types 
MBP) altèrent la stabilité de la protéine. J’ai donc cloné plusieurs constructions de CHMP2B et 
CHMP2BǻC afin de tester cette hypothèse.  

La construction CHMP2B-6xHis est exprimée dans le vecteur pET13 en souche BL21 selon les 
protocoles décrits dans la section matériel & méthodes. Les premiers tests sont réalisés avec un temps 

A. 

Figure 67 : A. profil d’élution de MBP-CHMP2B 
sur colonne Superdex 200. La construction MBP-
CHMP2B, avec (gauche) ou sans (droite) clivage à la 
TEV, élue dans le volume mort. Ce profil est retrouvé 
pour toutes les conditions testées, avec et sans 
détergent (0.1 %Triton X-100). 

B. profil d’élution correspondant en gel SDS-
PAGE 12%. La majorité de l’échantillon est 
retrouvée dans le volume mort.  Seule une trace de 
CHMP2B est retrouvée dans les fractions 18 et 19. 

 

B. 
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d’induction de γh, puis resuspension dans un tampon de lyse « classique » (50 mM Tris pH 7, 150 mM 
NaCl). Ils mettent en évidence une protéine bien exprimée mais en partie insoluble, éluant précocément 
sur résine Ni-NTA (Sigma) à 50 mM Imidazole. CHMP2B-6xHis est prédite comme une protéine de 25 
kDa, mais elle élue en gel SDS-PAGE comme une protéine sensiblement plus grande. Cette mobilité 
aberrante a déjà été observée pour d’autres protéines CHMP, et elle est moins marquée sur les 
constructions ǻC. En outre, les fractions d’intérêt présentent une forte dégradation de l’échantillon, 
immédiatement après purification, même en présence d’inhibiteurs de protéases et/ou de PMSF.  

 

Afin de vérifier l’état d’oligomérisation de la 
protéine, j’ai concentré l’échantillon sur une 
colonne Vivaspin à 1 mg/ml, puis chargé 0,5 mL 
sur une colonne S200. La protéine CHMP2B élue 
sous forme monomérique, à 15 mL, sans pic 
observable en volume mort. Par spectrométrie de 
masse, on identifie dans les fractions composant 
ce pic au moins cinq espèces : un premier pic 
migre à 24841 Da, proche de la valeur 
attendue (24972) pour la construction 
CHMP2B-6xHis. En revanche, quatre pics de 
plus faible poids moléculaire sont également 
présents (14074, 13353, 11964 et 9641 Da). Le 
logiciel Protein Calculator 
(http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.htm
l) peut calculer les séquences potentielles d’un 
fragment, en connaissant la séquence de la 
protéine complète ainsi que la taille prédite du 
fragment étudié. L’algorithme propose ici des 
fragments concernant à la fois la partie n-
terminale et la partie c-terminale de CHMP2B. 
En S200, la forme complète de la construction 
migre approximativement au même volume que 
ces fragments de dégradation ; il est donc 
possible que la protéolyse spontanée de la construction touche une région flexible, tout en préservant le 
repliement général de la protéine. En d’autres termes, il est possible que ces fragments puissent interagir 
entre eux, et qu’ils ne puissent donc pas être séparés efficacement en S200. Par gel SDS-PAGE, les test-
expressions de cette construction montrent également de façon minoritaire l’apparition de ces fragments 
protéolytiques, mais d’une façon moins marquée qu’après élution de la résine : il semble donc que cette 
protéolyse, reproductible mais probablement artefactuelle, soit générée très précocément au moment 
de la sonication, et qu’elle persiste même en présence d’inhibiteurs de protéases. 

Figure  68: purification de CHMP2B-6xHis 

A.  Représentation des constructions CHMP2B utilisées 
pour cette étude. 
B. Purification de CHMP2B-6xHis sur colonne de 
nickel NI-NTA, après induction sur 3h. 
 
Le culot est resuspendu préalablement dans un tampon 
« low salt » (150mM Imidazole). La protéine élue 
massivement dès 50 mM Imidazole et présente des 
traces de dégradation.  
 

http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html
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Par ailleurs les rendements obtenus après 
concentration se sont avérés décevants, compte tenu de 
l’inadéquation entre la quantité de protéines présentes 
dans l’échantillon avant injection et le résultat du profil 
d’élution ; cette variation peut s’expliquer par une 
aggrégation importante au moment de l’étape de 
concentration, mais qui ne s’accompagne pas de la 
formation de structures tubulaires observables en 
microscope électronique, seulement de polymères 
linéaires et/ou d’aggrégats amorphes.  

 

Bajorek et Lata (Bajorek et al., 2008 ; Lata et al., 
2008) avaient noté un effet de la concentration en sel 
dans l’état d’oligomérisation des protéines CHMP2A 
et CHMP3. Afin de limiter cette 
aggrégation/polymérisation de CHMP2B, j’ai essayé 
d’optimiser le protocole en modifiant les temps 
d’induction ainsi que les propriétés du tampon de 
lyse. J’ai notamment repris les culots dans un tampon 
riche en sel (50 mM Tris pH 7, 1M NaCl, 1M KCl ), et 
réduit le temps d’induction des bactéries à 1h. De 
façon surprenante, cette modification légère du 
protocole a permis d’augmenter grandement les rendements après colonne Ni-NTA.   

Figure 69: Profil d’élution à ββ0nm de 
CHMP2B-6xHis en SDS-PAGE sur colonne 
Superdex 200 

Figure 70 : purification de CHMPβBǻC1-154 
sur colonne S75 et séparation du fragment 
protéolytique. Suivi à 220nm. 

La pureté des fractions est évaluée par gel SDS-
PAGE 15%. Le débit de la colonne est fixé à 0.3 
ml/minute, afin d’optimiser la résolution des deux 
espèces en solution. 
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Bien que la construction CHMP2BǻC1-183 donne un pic unique en filtration sur gel, la construction 
CHMP2BǻC1-154 a été préférée pour la caractérisation et la formation de polymères. En effet la seconde 
construction ne possède pas les hélices Į5 et  Į6. Or, selon le modèle proposé par Bajorek, l’hélice Į5 est 
principalement responsable de l’autoinhibition chez CHMP2, CHMP3 et IST1. Afin d’éliminer un biais 
avec une construction partiellement activée car possédant encore Į5, nous avons choisi d’utiliser la 
construction CHMPβBǻC1-154. La construction CHMP2BǻC1-154 élue de façon similaire à la construction 
CHMP2BǻC1-183 sur S75 et S200. Contrairement à la construction CHMP2B, elle ne génère après 
protéolyse qu’un seul fragment d’environ 1γ kDa. La séparation sur colonne de ces fragments n’est en 
revanche possible qu’en filtration sur colonne S75, les pics étant confondus en S200. Cette séparation est 
également sensiblement moins marquée pour la forme complète CHMP2B.  

Ce protocole permet donc d’obtenir une préparation monomérique des constructions CHMP2B. 
Toutefois, les difficultés rencontrées pour concentrer cette construction n’ont pas permis d’envisager sa 
cristallisation. 

 
4. Interaction de CHMP2B avec des membranes in vitro. 
Suite à l’observation de tubulations formées par CHMP2B in vivo, un des enjeux de l’étude était la 

mise en évidence de polymères CHMP2B en présence de membrane lipidique in vitro. Bien que certaines 
protéines ESCRT-III soient suceptibles d’interagir directement avec des membranes biologiques, les 
détails de ces interactions  restent à préciser. Les expériences réalisées par Wollert (Wollert et al., 2009 ; 
2010) identifient sur les GUVs une interaction directe de Snf7 et Vps20 dépendante du DOPS, mais ne 
testent pas la colocalisation de Vps2 et Vps24. En 
particulier, aucune donnée ne montre clairement une 
interaction directe de CHMP2A ou CHMP2B avec 
des lipides. Afin de lever cette ambiguïté, j’ai testé 
l’interaction des deux constructions CHMP2B et 
CHMP2BǻC1-154 avec des liposomes par flotation. 
Les liposomes sont de composition simple, 80% 
SOPC et 20% DOPS, et sont générés selon le 
protocole décrit dans la section matériel & méthodes. 
Dans une première expérience ils sont incubés avec 
une solution de CHMP2BǻC1-154 issue de la 
purification sur résine Ni-NTA, sans étape de 
filtration sur gel. L’échantillon est donc composé de la 
protéine CHMP2BǻC1-154 ainsi que du fragment 
protéolytique. De fait, cet échantillon est ici 
polydisperse et comprend à la fois la protéine 
CHMP2BǻC1-154 sous forme monomérique et sous 
forme polymérique. Cette incubation est testée sous 
deux conditions différentes, à savoir une première 

Figure 71 : flotation de CHMP2BǻC1-154 en 
présence de liposomes SOPC 80% /DOPS 
20%. Observation par gel SDS-PAGE 15%. 

La fraction constituant le haut du gradient est 
marquée d’une astérisque rouge.  
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condition où le gradient de sucrose est produit à partir d’une solution tampon riche en sel (γ00 mM NaCl), 
et une seconde avec un tampon sans sel (0mM NaCl). Après centrifugation, les différentes fractions 
constituant le gradient sont récupérées et chargées sur gel SDS-PAGE : si la protéine interagit bien avec 
les liposomes, elle doit donc « flotter » avec ces derniers, et se retrouver au sommet du gradient. Ici, on 
retrouve une fraction minoritaire de CHMP2BǻC1-154 en haut du gradient pour les conditions sans sel 
uniquement : ce résultat suggère donc la formation d’un complexe entre CHMP2B et le DOPS, 
probablement de nature électrostatique car dissocié par le sel. Afin de vérifier cette interaction, plusieurs 
fractions sont observées par microscopie électronique.  

Les liposomes SOPC/DOPS, initialement sphérique et d’un diamètre moyen de 200 nm (mesure 
DLS), flottent en haut du gradient en interagissant avec la protéine CHMP2BǻC1-154 uniquement; le 
fragment protéolytique n’est pas retrouvée dans les fractions supérieures, ce qui suggère l’absence d’un 
motif ou d’une interface critique pour l’interaction. En coloration négative les liposomes montrent une 
nette diminution de leur diamètre moyen : ici, les liposomes perdent également leur aspect sphérique et 
semblent en partie consumés par le polymère CHMP2B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72 : flotation de CHMP2BǻC1-154 en présence de liposomes SOPC/DOPS à faible concentration 
saline. Observations par microscopie électronique, coloration négative.  
 

A.   Liposomes 80% SOPC / 20% DOPS, diamètre moyen 200 nm. 
B-C. Clichés représentatifs des fractions basses du gradient. Les polymères/aggrégats non fixés aux 
liposomes restent au fond du gradient. 
D-F. Clichés représentatifs des fractions hautes du gradient. Les liposomes interagissent avec les 
polymères CHMP2BǻC1-154 et présentent un diamètre moyen variable mais fortement réduit.  
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Afin de déterminer si cette flotation était spécifique de la forme tronquée de CHMP2B, j’ai reproduit 
l’expérience avec des liposomes de composition similaire, en présence de la construction CHMP2B et 
sur un échantillon monomérique, après étape de filtration sur gel.    

Dans ce nouvel échantillon, et sur des 
conditions sans sel (0-100 mM NaCl), on 
retrouve une flotation marquée de la forme 
complète de CHMP2B. L’interaction de 
CHMP2B avec les liposomes n’est donc 
propre ni à la forme tronquée en c-
terminal, ni à la forme polymérisée. Les 
liposomes observés par EM et 
correspondant au sommet du gradient ne 
montrent en revanche pas de diminution 
significative de leur rayon dans cette 
seconde expérience. Sur un échantillon 
monodisperse, l’interaction des protéines 
CHMP ne s’accompagne donc pas 
nécessairement de leur polymérisation. En 
d’autres termes, la capacité de ces protéines 
à s’associer à la membrane n’est pas 
strictement corrélée à leur capacité à 
polymériser et/ou à leur « activation ». 
Inversement, cette interaction ne conduit 
pas en soi à leur polymérisation. Ces 
données suggèrent donc que d’autres déterminants sont à considérer. En particulier le rayon de courbure 
de la membrane lipidique ou la présence de certains partenaires (à identifier) pourraient être des facteurs 
facilitants (Fyfe et al., 2011) dans la mise en place de ces filaments. 

 

L’interaction de CHMP2B avec des membranes biologiques pourrait être médiée par une interface 
basique (Muziol et al., 206). De fait, elle pourrait impliquer plusieurs résidus. Gilles Bodon note toutefois 
la disparition de ces tubulations après surexpression d’un mutant CHMP2BL4DF5D. On note en effet la 
présence d’un motif très conservé chez la plupart des protéines CHMP, y compris chez la levure, juste en 
amont de l’hélice Į1 : ce motif « LF » ou « FF » dans le cas de CHMP4C, encadré de résidus basiques 
(Lysine ou Arginine) est prédit comme désordonné. In vitro, le mutant CHMP2BL4DF5D perd sa capacité à 
interagir avec les liposomes et n’est donc retrouvé qu’au fond du gradient : bien que ce motif ne fasse pas 
partie du cœur de la protéine, il semble donc jouer un rôle significatif dans le recrutement de la protéine, 
ce qui pourrait expliquer l’absence de tubulation induite lors de la surexpression du mutant. Notons, par 
ailleurs, que l’extrémité n-terminale de CHMP6/Vps20 comprend un site de myristoylation à une position 
similaire (Yorikawa et al., 2005). Bien que CHMP2B soit dépourvu de la séquence consensus, cette région 

Figure 73 : la mutation d’un motif « LF » en N-
terminal de CHMPβB abolit l’interaction avec les 
liposomes in vitro. Les pourcentages indiqués 
corrsspondent au pourcentage de la fraction en sucrose, 
estimée par réfractométrie. 
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désordonnée à l’extrémité n-terminale semble donc importante pour la fonction des protéines ESCRT-III 
en général.  

 

5. Détermination de l’interaction CHMP4B-CHMP2B par SPR 
Une de nos premières hypothèses de travail était que les tubulations induites par CHMP2B produisent 

une structure en dôme comprenant également CHMP3. Dans le cas des polymères CHMP2A-CHMP3 
(Lata et al., 2008 ; Bajorek et al., 2009),  cette structure peut être produite à partir de constructions 
partiellement tronquées, dans des tampons à faible concentration en sel, et en l’absence de membrane. 
Dans le cas de CHMP2B seul, les polymères sont également produits spontanément sans membrane, ils 
sont relativement stables mais ils présentent un aspect filamenteux, sans structure ni périodicité précise. 
 

Or, aucun signal attribuable à CHMPγ n’a été 
retrouvé au sein de ces protrusions in vivo (Gilles 
Bodon, communication personnelle), et CHMP2B est la 
seule protéine ESCRT-III présente dans les tubes. Cette 
donnée montre donc, contrairement à notre hypothèse 
initiale, que CHMP3 n’est pas impliqué dans le 
polymère. En effet, le seul signal retrouvé à proximité 
des protrusions concerne CHMP4A et CHMP4B, qui 
colocalisent uniquement à la base des tubes, en 
s’accumulant au niveau de la membrane plasmique. 
Cette donnée est corroborée par les observations de 
Hanson (Hanson et al., 2008), qui montrait également 
un phénomène de tubulation où des polymères 
CHMP4B s’assemblaient en structures 
circulaires/spiralées à leur base.  

Une nouvelle hypothèse est donc que CHMP4 
puisse nucléer l’assemblage de ces structures, et qu’il 
existe potentiellement une interaction CHMP4B-
CHMP2B, jusque là non documentée, et 
indépendante de CHMP3.  

 

 

 A cette même période, une publication de Morita (Morita et al., 2010) montre que le bourgeonnement 
du HIV est principalement dépendant de CHMP4 et CHMP2, CHMP3 jouant ici un rôle minoritaire. En 
outre cette équipe montre une interaction directe entre CHMP4B et CHMP2A par pulldown. Afin de 
déterminer si CHMP4B et CHMP2B peuvent également interagir directement, j’ai donc entrepris de 
mettre en évidence une interaction entre CHMP4B et CHMP2B par SPR (Surface Plasmon Resonance), 

Figure 74 : CHMP2BǻC1-154 et CHMP3 ǻC9-

183 ne cosédimentent pas. 

Les monomères CHMP2BǻC1-154 et CHMP3 
ǻC9-183 sont incubés de façon équimolaire 
pendant 1h, puis séparés par gradient de 
sucrose. 
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jusque là non rapportée. La construction MBP-CHMP4B∆CAlix  avait été précédemment caractérisée par 
R. Pires (Pires et al., 2009), et une forme monomérique avait pû être mise en évidence. La construction 
MBP-CHMP4B formant très majoritairement des filaments (W. Weissenhorn, communication 
personnelle), nous avons privilégié la construction MBP-CHMP4B∆CAlix  pour l’étude par SPR.  

MBP-CHMP4B∆CAlix  est produite à partir d’une chromatographie sur résine Ni-NTA, comme décrit 
dans la section matériel & méthodes. Après purification du monomère dans une solution riche en sel, 
l’échantillon  est couplé à une puce CM5 sous sa forme non clivée afin de vérifier la présence d’une 
interaction CHMP4B-CHMP2B. Par SPR, on enregistre une interaction de la forme CHMP2B-6xHis avec 
une affinité de 0,56µM Cette interaction est donc significative, bien qu’elle soit d’affinité modeste : par 
comparaison, des interactions CHMP4B-CHMP2A ont été mesurées au laboratoire, sur la même puce et le 
même modèle expérimental, avec des affinités de l’ordre de 40 nM, soit une valeur 10 fois supérieure 
(A.Dordor, communication personnelle). De même, une interaction CHMP2B-CHMPγǻC9-183 a été 
évaluée à 1.4 µM, ce qui représente le Kd le plus faible de cette série de mesure. Inversement, une 
interaction CHMP4B-CHMPγǻC9-183 a été mesurée à 0.15 µM, soit une valeur dix fois supérieure. 
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Figure 75 : analyse par SPR des interactions CHMP4B-CHMP2B. Les constantes cinétiques 
sont indiquées dans le tableau ci-joint. 

A-C-D. La construction MBP-CHMP4B∆CAlix  est fixée sur la puce CM5 (500 RU). Les protéines 
utilisées comme analyte sont indiquées en gras.  

B. La construction CHMP2B est fixée sur la puce CM5 (600 RU). 
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Il semble que, dans ce contexte, l’interaction CHMP4B-CHMP2B soit plus favorable qu’une 
interaction CHMP3-CHMP2B, et qu’elle soit dans l’ordre de grandeur d’un complexe transitoire. En 
comparaison, la faible affinité de CHMP2B pour CHMPγ pourrait expliquer l’incapacité à obtenir in vitro 
un complexe avec ces partenaires. En revanche, compte tenu de l’absence de cet isoforme dans les 
protrusions, le rôle de CHMP4 à la base des tubes est d’autant plus difficile à expliquer par ces seules 
données. Le papier de Morita montre en outre un mutant CHMP2AR24R27R31 incapable d’interagir par 
pulldown : afin de déterminer si cette interface est également importante pour l’interaction CHMP4B-
CHMP2B, un mutant CHMP2BR26AR30A a été construit et testé sur la puce CM5. Un second mutant 
CHMP2BA57DV60D, qui ne produit plus de protrusions après surexpression, a également été testé. La 
différence de Kd entre les formes sauvage et mutantes de CHMP4B est d’un facteur 2 : cette différence 
pourrait être seulement dûe aux imprécisions liées à la détermination de la concentration de l’échantillon 
CHMP2B, et ne reflète pas, de façon significative, une modification de l’affinité chez le mutant. 

Globalement ces deux analyses ne montrent donc pas de perte significative d’affinité en SPR par 
rapport à la protéine native, ce qui suggère que les résidus testés ne sont pas ou peu impliqués dans 
l’interaction. Alternativement, l’absence de protrusions chez les mutants CHMP2B  pourrait être liée à 
d’autres paramètres que le recrutement de CHMP4B à la base des tubes, par exemple un défaut dans 
l’interaction avec la membrane plasmique ou d’autres partenaires cellulaires, ou encore une déstabilisation 
du polymère lui-même. Il faut en particulier noter que le mutant CHMP2BR26AR30A n’est pas strictement 
équivalent au mutant proposé par Morita (Morita et al., 2010), qui était un mutant CHMP2AR24AR27AR31A.  
 
 

6. Purification et Caractérisation de la protéine CHMP4B-6xHis 
Afin de déterminer si CHMP4B et CHMP2B peuvent former ensemble un polymère, j’ai entrepris de 

purifier CHMP4B sous sa forme monomérique. Comme vu précédemment, la construction MBP-
CHMP4B, initialement clonée par R.Pires, forme exclusivement du polymère (W. Weissenhorn, R. Pires, 
communication personnelle). En outre, l’interaction de CHMP2B avec la membrane et l’absence de 
protrusions in vivo avec des constructions étiquettées en N-terminal suggèrent que ces protéines 
nécessitent que cette extrémité soit libre pour exercer leur fonction, ce qui n’est pas le cas pour MBP-
CHMP4B et MBP-CHMP4B∆CAlix . Afin de contourner ce problème potentiel, j’ai donc utilisé (comme 
pour CHMP2B) une construction CHMP4B clonée dans le vecteur d’expression pETM1γ. Cette 
construction présente seulement une étiquette histidine en c-terminal non clivable (LEHHHHHH). En 
revanche la protéine est faiblement exprimée et élue précocément de la colonne de Nickel, ce qui comme 
pour CHMP2B complique sa purification. En jouant sur les conditions d’élution, je suis parvenu à obtenir 
un échantillon relativement pur de la protéine, qui a été ensuite identifiée par western blot à partir 
d’anticorps primaires anti-CHMP4B (aimablement fournis par Gilles Bodon). La protéine migre en SDS-
PAGE vers le marqueur de poids moléculaire à 37 kDa, ce qui est bien supérieur à la taille attendue de 26 
kDa (voir figure 76). Ce phénomène de migration aberrante, également observé pour CHMP2B, est ici 
particulièrement marqué. A titre de comparaison, l’homologue de CHMP4B chez la drosophile (Shrub), 
migre à une taille similaire (données non montrées).  

 
En essayant de concentrer cet échantillon, j’ai réalisé qu’une partie sédimentait au fond du tube au 

moment de l’étape de concentration, d’une façon similaire à ce que j’avais pu observer pour CHMP2B. 
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L’observation de cet échantillon par microscopie électronique montre en effet la présence de structures 
d’environ 80 nm de diamètre, majoritairement interrompues en leur centre pour laisser paraître un orifice 
moyen d’une dizaine de nanomètres.  

Figure 76 : CHMP4B-6xHis est 
faiblement exprimée et s’aggrège 
après concentration.  

A. Profil d’élution de CHMP4B-6xHis 
sur colonne Ni-NTA 

B. CHMP4 est identifié sur Western 
Blot, à partir d’un anticorps anti-
CHMP4 et aggrège après 
concentration, comme le montre la 
baisse d’intensité du signal entre la 
partie soluble (S) et le culot (C) 
après centrifugation. 
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Figure 77: L’observation des polymères CHMP4B-6xHis in vitro par microscopie électronique montre une 
ressemblance frappante avec les polymères CHMP4B produits in vivo par Hanson. 

A-D : l’échantillon CHMP4B concentré décrit dans la figure 76 est visualisé par coloration négative en 
microscopie électronique et montre des structures potentiellement spiralées. 

E : CHMP4BǻCAlix visualisé par cryo-EM. (Pires et al., 2009). Echelle 100 nm. 

F : : CHMP4BǻCAlix visualisé par coloration négative (Pires et al., 2009). Echelle 100 nm. 

G : CHMP4B endogène visualisé par coloration négative (Hanson et al., 2008), sur des membranes de cellules HEK293, 
exprimant un mutant VPS4 déficient en hydrolyse. Notez l’accumulation de VPS4 en périphérie. Echelle 100 nm. 
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Hanson (Hanson et al., 2008) avait mis en évidence des structures très similaires en surexprimant la 
protéine CHMP4B dans des cellules COS-7 et HEK293.  Dans un cas, ces structures pouvaient être 
induites par la surexpression d’un mutant VPS4 déficient en hydrolyse. L’obtention de structures 
identiques à partir d’une protéine recombinante suggère donc que l’aspect circulaire décrit par Hanson est 
une caractéristique intrinsèque des filaments CHMP4 et qu’elle n’est pas dépendante de VPS4 in vitro, 
la machinerie ESCRT étant absente chez E.Coli.  

Une autre remarque concerne la différence de morphologie évidente entre ces structures et les 
filaments décrits par R.Pires sur les constructions MBP-CHMP4B et MBP-CHMP4BǻCAl ix. Il est donc 
possible que, dans ce second cas, la présence de MBP à l’extrémité n-terminale des constructions ait 
introduit des contraintes dans le mode de polymérisation : bien que des spirales aient également été 
décrites avec ces constructions (quoique moins compactes en apparence), il est donc possible que la forme 
filamenteuse soit en partie artefactuelle. A une exception près (voir figure 77-D), cette forme filamenteuse 
et/ou allongée n’a pas été clairement observée sur la construction CHMP4B-6xHis.  

Naturellement, une seconde hypothèse est que la protéine CHMP4B puisse polymériser sous plusieurs 
formes, correspondant chacune à un mode d’activation différent ; les fonctions biologiques de tels 
polymères alternatifs sont en revanche très incertaines. La présence ou non de membranes biologiques 
à proximité pourrait également jouer un rôle dans le diamètre et/ou l’aspect général de ces polymères.  
 
 

7. Orientation future du projet : le système GUV (collaboration P. Bassereau) 
Bien qu’un mutant CHMP2B ait été impliqué dans une maladie neurodégénérative humaine, la nature 

physiologique des tubulations induites par CHMP2B n’est pas établie. En revanche, cette étude souligne 
une propriété particulière de cette protéine à polymériser directement au niveau de la membrane 
plasmique. Les approches qui ont été menées dans ce présent chapitre ne peuvent en revanche considérer 
ce remodelage que d’un point de vue statique. A ce titre, les expériences de sédimentation ont été 
réalisées en l’absence de membranes (type liposome). Bien que les polymères CHMP2A-CHMP3 aient été 
obtenus également en l’absence de membranes, l’environnement lipidique pourrait avoir un rôle de 
stabilisation dans ce processus. Or, un intérêt majeur des vésicules unilamellaires géantes (GUVs) est la 
possibilité de suivre en temps réel (donc de façon dynamique), avec un microscope confocal, la 
fluorescence émise de protéines marquées ainsi que leur activité de remodelage (Wollert et al., 2009 ; 
2010). Ce dernier aspect ne peut donc pas être facilement appréhendé avec des expériences de flotation 
et/ou de sédimentation. Par ailleurs, les expériences déjà entreprises sur les GUVs ne nécessitent que des 
solutions diluées de protéines ESCRT, de l’ordre de la dizaine de nM. 

Afin d’utiliser ce système expérimental, nous avons démarré dans les derniers mois de mon doctorat 
une collaboration avec Patricia Bassereau (Institut Curie). Un pré-requis pour cette étude concerne 
l’obtention de protéine monomérique et marquée par un fluorophore de type Alexa 488-C5 maleimide 
(Invitrogen). Ce composé peut interagir spécifiquement et former un complexe stable avec des cystéines 
libres. CHMP4B ne possède aucune cystéine native, tandis que CHMP2B contient une cystéine au niveau 
de son hélice Įβ et prédite comme non accessible au solvant sur la base de la structure de CHMP3 
(Bajorek et al., 2009). J’ai donc modifié l’étiquette c-terminale de ces constructions (originellement 
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LEHHHHHH), par CLEHHHHHH. Le protocole de purification de CHMP2BǻC ayant permis d’obtenir 
une quantité de matériel compatible avec un marquage Alexa, et la protéine CHMP2B supportant 
difficilement toute étape de concentration, j’ai donc choisi d’incuber cette protéine directement en sortie 
de résine Ni-NTA, en l’absence d’agent réducteur, puis de séparer la fluorescence libre de la protéine 
marquée en passant l’échantillon sur colonne S75.  

La protéine CHMP2BǻCCys élue en filtration sur gel aux mêmes fractions que la forme initialement 
caractérisée. Le spectre de fluorescence permet d’estimer un rendement de marquage entre 70 et 95%, soit 
une molécule d’Alexa488 en moyenne par protéine. La protéine CHMP2BǻCCys ne pose aucun problème 
majeur de stabilité et semble donc pouvoir être marquée efficacement. J’ai également essayé de reproduire 
le protocole de purification de CHMP2B-6xHis pour la construction CHMP4BCys mais sans succès. Pour 
une raison que j’ignore, l’ajout d’une cystéine en c-terminal semble diminuer grandement la quantité de 
protéines éluant en sortie de colonne de nickel. CHMP4B éluant précocément dès l’étape de lavage à 50 
mM Imidazole, il est de fait difficile de l’obtenir en quantités suffisantes et assez pure pour envisager le 
marquage par Alexa 488 directement: ce comportement pourrait être lié à la capacité accrue de CHMP4B 
à polymériser, et de fait à former en l’absence d’agent réducteur des ponts disulfures en solution. De fait, 
je n’ai pû obtenir que des quantités faibles de CHMP4B monomérique avec la construction CHMP4B-
6xHis. En l’état, ce protocole devra donc être revu pour inclure CHMP4B marquée dans ces expériences 

Figure 78: préparation des échantillons pour les expériences GUVs. 

A. Séparation de la protéine CHMP2BǻC et du marqueur Alexa 488 sur colonne Superdex 75. Le gel 
SDS-Page correspondant aux pics d’intérêt figure en dessous. 

B. Purification de CHMP4B soluble non marquée  sur colonne S75. Le gel SDS-Page correspondant aux 
pics d’intérêt figure également en dessous. 
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8. Discussion 
8.1 Un modèle simplifié de polymérisation de CHMP2B 
Les polymères CHMP4B formés in vitro (cette étude, voir également Pires et al., 2009) ne présentent 

pas la structure en dôme décrite pour les polymères CHMP2A-CHMP3 (Lata et al., 2008 ; Bajorek et al., 
2009). En outre, les données SPR permettent ici de confirmer l’hypothèse selon laquelle CHMP4B et 
CHMP2B interagissent directement, avec une affinité de l’ordre du microolaire.  

Cette différence est donc cohérente avec l’observation exclusive de CHMP2B dans les protubérances 
induites au niveau de la membrane plasmique (Bodon et al., 2011). L’absence des protéines CHMP2A et 
CHMP3 au sein de ces protrusions est en revanche plus surprenante, compte tenu des similitudes entre ces 
structures et les polymères CHMP2A-CHMP3. Il est donc possible que ces deux structures, bien que 
semblables, soient impliquées dans des processus différents, et donc que leur activation et/ou leur 
recrutement à la membrane plasmique soit ici limité.  

 
Toutefois, l’aspect des polymères CHMP4B recombinants obtenus dans cette étude est très proche des 

structures identifiées par Hanson (Hanson et al., 2008) en cellules de mammifères. Cette donnée ouvre 
donc la possibilité que CHMP2B soit également impliquée dans le phénomène rapporté par Hanson 
au niveau de la membrane plasmique : en particulier, cette équipe avait déjà observé en microscopie 
électronique de telles structures induites par la surexpression des isoformes CHMP4A et CHMP4B. Les 
auteurs montraient également la formation de structures circulaires et/ou en spirales attribuables à 
CHMP4B, à la base de ces protrusions. Le contenu de ces protrusions, en revanche, n’avait pas été 
clairement identifié. La présente étude ouvre donc la possibilité qu’elles aient été formées par le polymère 
CHMP2B lui-même. 

Figure 79: schéma d’interprétation des 
polymères CHMP2B 

A. Selon ce modèle, CHMP4B s’assemble 
directement en anneaux ou en spirales au 
niveau de la membrane plasmique après 
surexpression.  

B. L’interaction directe entre CHMP4B et 
CHMP2B induit le recrutement de CHMP2B 
au point de bourgeonnement.  

C. CHMP2B est stabilisé sur la membrane 
plasmique par son extrémité N-terminale et 
induit la protrusion par polymérisation. 

D.  
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Une différence notable avec le protocole expérimental d’Hanson réside toutefois dans le fait 

qu’aucune protrusion n’est visible ici après surexpression des constructions CHMP4A-Flag ou CHMP4B-
Flag : en ce sens, le phénomène induit par CHMP2B ne semble pas ici strictement comparable avec celui 
observé par Hanson. Une explication pourrait résider dans le fait que  les constructions surexprimées par 
Hanson présentaient une étiquette FLAG en N-terminal : en l’état cet effet positionnel de l’étiquette 
FLAG suggère donc un rôle particulier de l’extrémité N-terminale de CHMP4B et CHMP2B.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.2 Interaction de CHMP2B avec la membrane 
Un autre point abordé dans cette étude concerne l’interaction directe de CHMP2B avec la 

membrane plasmique. Sur le plan biochimique, l’interaction identifiée in vitro sur des liposomes est la 
première rapportée, à ma connaissance par une technique de flotation. Il s’agit donc d’une interaction 
stable, probablement d’origine électrostatique car réalisée en présence de DOPS et abolie en présence de 
sels. Ces interactions sont dépendantes de la partie N-terminale basique de la protéine, et on retrouve ici ce 
phénomène particulier avec une flotation marquée de la protéine CHMP2B∆C1-154. En outre cette flotation 
n’est pas liée à l’état oligomérique et/ou « activé » de la protéine, puisqu’elle est retrouvée à la fois sur des 
échantillons monomériques et filamenteux.  

Cette interaction n’a pas été quantifiée précisément, et sa spécificité reste également à déterminer ; en 
particulier, il serait intéressant de déterminer si cette interaction est spécifique de la phosphatidylsérine ou 
sil elle peut concerner d’autres lipides. En l’état, il est en revanche probable que cette propriété soit 
partagée avec CHMP2A compe tenu de la bonne homologie de séquence entre les deux isoformes. 

L ’importance d’un motif hydrophobe LF en N-terminal  retrouvé chez la plupart des protéines 
CHMP suggère un mode d’interaction conservé. Cette extrémité avait déjà été impliquée pour CHMP6 
(Yorikawa et al., 2006), CHMP3 (Whitley et al., 2003) et CHMP4 (Lin et al., 2005). Dans le cas de 
CHMP6, cette interaction est dépendante de la myristoylation de la protéine. Dans les cas de CHMP3 et 
CHMP4, les auteurs notent une spécificité respective pour le PtdIns(3,5)P2 et le PtdIns3P.  

Figure 80: récapitulatif des différentes constructions utilisées pour l’étude in 
vivo (tiré de Bodon et al., 2011) 
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 En l’état, les bases moléculaires de cette interaction ne sont donc pas définies clairement. Des motifs 
« LF » sont en particulier retrouvés dans de nombreuses hélices amphipathiques impliquées dans des 
phénomènes de remodelage membranaire, y compris dernièrement chez E.Coli (Salje et al., 2011 ; Shih et 
al., 2011). Bien que la région N-terminale de CHMP2B soit distincte de l’hélice Į1 et prédite comme 
désordonnée en solution, il est donc possible que cet élément intervienne dans la stabilisation du polymère 
au niveau de la membrane. 

 
 
8.3 Recrutement de CHMP2B par CHMP4B  
La présence de CHMP4A et CHMP4B à la base des protrusions a été mise en évidence à partir 

d’expériences d’immunofluorescence. Par SPR, l’interaction mesurée entre CHMP4B et CHMP2B (de 
l’ordre du microMolaire)  suggère que les deux protéines puissent former un complexe transitoire même 
en l’absence de membranes. Dans le contexte d’un phénomène de surexpression, la cotransfection de 
CHMP4B et CHMP2B inhibe en revanche la formation des protrusions. Cette donnée suggère donc 
fortement une régulation directe de CHMP2B par CHMP4B. Toujours dans un contexte de 
surexpression, il est possible ici que la formation de complexes aberrants CHMP4B-CHMP2B dans le 
cytosol perturbe le mécanisme à l’origine de la formation des tubes au niveau de la membrane plasmique.  

Les résidus impliqués dans cette interaction n’ont en revanche pas pû être déterminés précisément, les 
deux mutants CHMP2B testés interagissant avec CHMP4B d’une façon identique à celle observée pour la 
forme sauvage. Bien qu’un mutant CHMP2A ne liant plus CHMP4B ait été caractérisé dans la littérature 
(Morita et al., 2011), il reste donc à identifier précisément les résidus impliqués dans cette nouvelle 
interaction ; on notera toutefois que CHMP2A n’est pas incorporé dans les protrusions induites par 
CHMP2B. Inversement, la surexpression de CHMP2A n’induit pas de protrusions similaires dans les 
cellules testées. Il est donc possible que les modes de polymérisation des deux protéines et/ou de 
recrutement diffèrent sensiblement entre les deux isoformes. Sur le plan biochimique, l’identification d’un 
mutant CHMP2B incapable de lier CHMP4B pourrait permettre de répondre à une partie de ces questions 
à l’avenir.  

 
 
8.4 Ordre d’assemblage des ESCRTs 
L’ordre d’assemblage d’ESCRT-III  chez la levure (Babst et al., 2002) a été proposé comme 

suit :Vps20 > Snf7 > Vps24 > Vps2. Cette séquence a été déterminée indirectement à partir de tests de 
complémentation.  

 
Or, si on considère la nomenclature  chez les mammifères, on aboutit à la séquence correspondante : 

CHMP6 > CHMP4 > CHMP3 > CHMP2. Les expériences de Morita sur le bourgeonnement du HIV 
(Morita et al., 2011) ont cependant montré une interaction directe entre CHMP4 et CHMP2. Par ailleurs, 
CHMP3 semble jouer un rôle accessoire dans ce phénomène de bourgeonnement. Compte tenu du rôle 
également accessoire de CHMP6, il suit donc la séquence simplifiée CHMP4 > CHMP2A . Les données 
recueillies sur CHMP2B vont également dans ce sens, et posent clairement le problème de la validité du 
premier modèle de Babst, par rapport aux observations de Morita ainsi que les nôtres ; en l’état il 
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paraît donc crucial de redéfinir la carte d’interaction entre ces différentes composantes de façon plus 
directe, afin de lever ces ambiguïtés. 

 
La nature physiologique des protrusions CHMP2B induites dans l’étude n’est pas établie avec 

certitude. La présence de protrusions spéciquement à la membrane plasmique est atypique, en ce sens que 
cette membrane est distincte de la membrane des endosomes. Ce phénomène est donc également distinct 
de la maturation des corps multivésiculaires et pourrait s’apparenter plutôt au rôle général des protéines 
ESCRT dans l’étape d’abcission (Guizetti et al., 2011 ; Elia et al., 2011), ou à leur recrutement au point de 
bourgeonnement de certains virions (Martin-Serrano J, Neil SJ., 2011, Morita et al., 2011). Il pourrait 
encore être lié au rôle proposé de CHMP2B dans la formation des épines dendritiques (Belly et al., 2010). 

 

Bien que la protéine CHMP2B ait été impliquée dans des pathologies de démences fronto-temporales 
(Skibinski et al., 2005 ; Filimonenko et al., 2007 ; Lee et al., 2007), le lien entre ces protrusions et la 
physiopathologie de la maladie est également incertaine. En l’état cette étude met donc en évidence des 
propriétés physiques particulières de la protéine CHMP2B, mais sa signification biologique (en 
particulier au niveau du système nerveux central) reste donc à déterminer.  
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Revue : Divergent pathways lead to ESCRT-III -catalyzed membrane fission  

Suman Peel, Pauline Macheboeuf, Nicolas Martinelli and Winfried Weissenhorn. 

Trends in Biochemical Sciences, 2010. 

 

 

Contexte de l’étude:   

ESCRT-III est impliqué dans des processus de remodelage membranaire au sein de plusieurs 

voies, en particulier le bourgeonnement du HIV, la division cellulaire et l’internalisation de 

récepteurs à la surface des endosomes. Cette revue récapitule ces différentes fonctions, ainsi que 

les modèles de scission membranaires qui ont été proposé à ce jour.  
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Résumé 
 

 
 

 Le bourgeonnement est l’étape finale du cycle viral du virus VIH. Les particules virales vont 
devoir modifier la topologie de la membrane plasmique afin de promouvoir leur libération dans le milieu 
extracellulaire ; cette étape est réalisée par le recrutement de protéines ESCRT (en particulier CHMP4 et 
CHMP2) au point de bourgeonnement. A ce jour, les détails moléculaires de ce recrutement sont 
méconnues. 

 Lethal Giant Discs (LgD) a été décrite dans la littérature comme un régulateur du traffic 
endosomal, et une interaction avec CHMP4B a été proposée pour l’orthologue humain CC2D1A. Un point 
majeur de ce travail aura été de caractériser l’interaction CC2D1A.CHMP4B, mais également de mieux 
comprendre l’organisation de la protéine. En particulier j’ai résolu la structure d’un fragment de LgD à 
2.4Å, comprenant une région hélicale et un domaine C2 en c-terminal.  

 En outre, nous montrons que CC2D1A inhibe la capacité de CHMP4B à polymériser in vitro. A 
partir d’une structure cristallographique de CHMP4B et de données biochimiques, nous montrons que le 
site d’interaction de CC2D1A sur CHMP4B est impliqué dans la polymérisation de CHMP4B, et 
important pour la fonction de la protéine. 

 Un projet parallèle m’a également conduit à définir un protocole de purification de la protéine 
CHMP2B recombinante sous forme monomérique, cet isoforme ayant été récemment impliqué dans la 
formation de structures tubulaires à la membrane plasmique et dans des activités de scission membranaire. 
En particulier, j’ai pû caractériser la protéine en présence de liposomes et préciser de nouveaux partenaires 
cellulaires. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Abstract 
 

 

 

 

 

Budding is the final step of HIV infection. Viral particles will have to modify the topology of the 
plasma membrane in order to achieve their correct release from the infected cell, by recruiting ESCRT 
proteins at the budding point, and among them CHMP4 and CHMP2 isoforms. So far, the molecular 
details of this recruitment are not precisely known.. 

Lethal Giant Discs (LgD) has been descibed in the litterature as a regulator of endosomal 
trafficking, and an interaction with CHMP4B has been proposed. A major point of this research is to 
provide a structural basis for this interaction, as well as a better understanding of the role and general 
organization of LgD/CC2D1A. The crystal structure of a LgD fragment (comprising a predicted coiled-
coil motif and a c-terminal C2 domain) was solved in our lab at 2.4ǖ.. 

Moreover, we show that CC2D1A impairs in vitro the ability of CHMP4B to polymerize. Based 
on a crystallographic structure of CHMP4B and biochemical data, we also show that the binding site of 
CC2D1A on CHMP4B is itself involved in polymerization. 

As a side project, I’ve also set up a protocole to obtain pure monomeric CHMP2B, which has 
been shown to polymerize at the plasma membrane, and I’ve characterized the protein in the presence of 
liposomes, along with new partners.  

 


