


|dentification des proteines du complexe

1- Protéines identifiées par affinité (streptavidine immobilisée)

1-1- Choix de la séquence biotine-ADN

Nous avons développé un protocole d’identification par affinité en utilisant de la streptavidine
immobilisée. A cette fin, nous avons synthétisé la séquence BTlev (cf. tableau 4.1.) sur la base de la
séquence Tlev, en prenant soin d’éloigner par une suite de thymines, la biotine de la partie Tlev. Si
les protéines s’associent a la séquence Tlev sous une forme structurale en motif i ou sous une autre,
I'ajout d’une biotine a I'extrémité 5’ de la séquence ne devrait pas perturber la structure adoptée par

I’ADN.

-69 -



Chapitre I V. Identification des protéines du complexe

Association
motif i - protéine

ou
Figure 4.1.: Séparation par affinité.
S Quelle que soit la structure adoptée par la

séquence Tlev et reconnue par les

Association
treptavidine-biotine

protéines, la formation du complexe
OU AUTRE ?

ADN-protéines doit rester possible

malgré la présence d'une biotine a

I’extrémité 5’ et la proximité immédiate

Surface de la bille d’agarose

de la streptavidine et de son support.

Pour nous assurer gque la séquence modifiée n’entrainera pas I’ association artéfactuelle d autres
protéines, et vérifier la longueur du segment de thymines nécessaire et suffisant pour ne pas
perturber la structure adoptée par I’ADN, nous avons réaisé plusieurs essais de migrations
électrophorétiques en conditions natives, a partir de protéines non purifiées et de séquences

présentant des variations de lalongueur du bras de thymines (tableau 4.1.).

Noms Séquences (5" - 3')
Tlev d( CCCACACCCACACCCACACCO)
TBT,Tlev dT- B- d( TTCCCACACCCACACCCACACCQO)
T,Tlev d( TTTTCCCACACCCACACCCACACCC)
BTlev B- d( TTTTCCCACACCCACACCCACACCC)
TBTlev dT- B- d( TTTTCCCACACCCACACCCACACCC)
TBT,Tlev dT- B-d( TTTTTTTCCCACACCCACACCCACACCCO)

Tableau 4.1. : Séquences testées en prévision de la séparation par affinité.

On constate que I’insertion d’ une biotine (séquences BTlev* et TBTlev*, figure 4.2.), de méme que

I’allongement de la séquence Tlev par une suite de 4 thymines (séquence T,Tlev*), ne permet pas
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Chapitre I V. Identification des protéines du complexe

de visuaiser de nouvelle bande de protéinesintense. || en va de méme lors de tests réalisés pour des
suites de 2 ou 7 thymines (résultats non montrés).

On remarque également que le rendement de kination est moins bon pour ces séquences qu’ avec la
sequence Tlev* (notamment pour la sequence BTlev* ou la biotine est située a I'extrémité 5’ du
fragment d' ADN).

+ + - - - Tlev*

- - + - - TBTlev*

- - - + - BTlev*

- - + T4Tlev*

- + + o+ o+ Extraits de protéines

Figure 4.2.: Comparaison entre les migrations
électrophorétiques observées pour la séquence
Tlev* et pour les séquences T,Tlev*, BTlev* et
TBTlev*. Les concentrations en ADN* sont
identiques (~ 65 nM). Sites de fixation spécifiques
~ 0.5pmol

En fonction de ces expériences, le choix du ligand utilisé pour les expériences de séparation par
affinité s est porté sur la sequence BTlev, dont |es rendements de synthese étaient supérieurs a ceux

de séquences plus longues.

1-2- Lecomplexe streptavidine-biotine-ADN-protéines
Nous avons veérifié la formation d’un complexe streptavidine-biotine-ADN-protéines unique par
migration électrophorétique en conditions natives. Pour cela, nous avons utilisé la séquence

TBTlev* comme sonde radioactive. Dans un premier essai, nous avons veérifié que cette sequence
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Sassociait avec de la streptavidine a pH 8, température ambiante, en présence de KCl 50 mM
durant 15 minutes dans un volume d'incubation de 25 ul (figure 4.3.a)). Nous avons constaté la
présence d’ un complexe streptavidine-biotine-ADN-protéines (sous la forme d’une bande retardéee
supplémentaire) apres incubation dans des conditions d’incubation non dénaturantes (figure 4.3.b.).

De plus, I'intensité de la bande retardée habituellement observée a diminué.

08 26 78 en pmole - 10 325 enpmole
Complexe
Streptavidine
TBTlev*
Complexe rotéines
TBTlev*-protéines e | «——*&
] S —— DI
H Streptavidine Streptavidine

6.5 pmole par piste

Sites de fixation spécifiques :
~1pmoles

TBTlev* : 1 pmole

#

(a) Complexe streptavidine-TBTlev* en (b) Complexe streptavidine-TBTlev* -protéines
fonction de [TBTlev*] en fonction de [ streptavidine]

Figure 4.3.: (a) Formation du complexe streptavidine-biotine-ADN. (b) Formation du
complexe streptavidine-biotine-ADN-protéines unique.

1-3- Description du mode opératoire

Afin de vérifier qu'il n’existait pas d'interaction entre la résine-streptavidine et les protéines, nous
avons procédé a des essais d'incubation par lots entre la résine (sans le ligand d’ADN) et les
protéines. Pour un rapport égal a 1/5 et une incubation de 18h a 4°C dans TBE 0.5x, pH 7.4, 150
mM KCI, I’ activité retardante n’ est pas affectée. Mais elle est perdue, de méme que toutes | es autres

protéines de I’ extrait, si le rapport (volume de billes en suspension (1.4 mg de streptavidine / ml de
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résine en suspension) / volume de protéines (1mg de proténes /ml d extraits)) est supérieur a 1
(vraisemblablement suite a une agrégation ou un amalgame entre résine et protéines).

Lors de nos essais de purification par affinité, nous avons travaillé avec 20 pl de résine-
streptavidine en suspension (~ 2 nmol de sites de fixation de biotine ), pour 100 - 200ul d extraits
protéiques (~ 8 - 24 pmol de sites de fixation spécifiques), a pH 7.4 et température ambiante.

1-4- Essaisde purification en conditions natives

Selon le principe de la séparation par affinité, aprés incubation des protéines avec la
résine-streptavidine préal ablement saturée en ADN ligand BTlev, nous avons procédeé a des lavages
successifs des billes avec le méme tampon que celui servant al’incubation (6 x 1 ml de TBE 0.5x,
pH 7.4, 150 mM KCl), avant d’ essayer de séparer les protéines du ligand BTlev par éution.

— — <«—— Complexe Tlev*-protéines

Les protéines sont fixées

—> sur leligand

et ne sont plusdansle
surnageant

1:Tlev*

2 : Tlev* + protéines de levure

3, 3 : Surnageant aprés incubation entre
protéines de levure et résine-streptavidine
4,4 : 5 premiers lavages successifs aprés
reconcentration

5,5 :6émeet dernier lavage aprés

NE PR (PEE

Sans BTlev AvecBTlev

Figure 4.4. : Comparaison entre |les surnageants obtenus apres contact entre les protéines de
levure et la résine-streptavidine porteuse ou non du ligand BTlev
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Pour controler |'efficacité de I’association spécifique des protéines avec le ligand, nous avons
observé systématiqguement par migration éectrophorétique non dénaturante, les différents
surnageants obtenus lors des lavages (figure 4.4.). Aucune bande retardée n’ étant relevée pour ces

lavages, nous en avons conclu que les protéines sont effectivement fixées sur la matrice d’ affinité.

Pour procéder a la séparation entre protéines et ligands, nous avons testé différentes conditions
d éution:

- variationdu pH (de pH 7 apH 8)

- augmentation de laforce ionique (de 150 mM a2 M KCI)

- passage en NaCl (variation de la concentration de 150 mM a2 M)

- passage en urée (de 2 a 6 M, puis élimination de | urée par filtration a |’ aide des tubes

reconcentrateurs).

Aucun de ces procédés n’a permis d’ obtenir une activité retardante. Deux types d’ explications sont
possibles:
- lesproténes sont restéesliéesal’ ADN sur les billes;
- les protéines recherchées sont partiellement éuées, mais le complexe protéique S est
dissocié de maniére irréversible pendant ou apres |’ éution.

2- ldentification différentielle de protéines

2-1- Principe de |’ expérience

Ayant mis en évidence la fixation des protéines spécifiques sur la résine d affinité, (figure 4.4.),
nous avons entrepris d’identifier ces protéines par différenciation entre |I’ensemble des protéines

provenant de résines porteuses du ligand BTlev et celles provenant de résines sans ligand.
Pour éliminer les protéines s associant a la résine d’agarose, nous procédons a une incubation

préalable entre les protéines et de la résine-streptavidine sans ligand BTlev. Ce premier surnageant

est partiellement débarrasse des protéines spécifiques de la résine et contient cependant les
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protéines recherchées, comme en atteste une migration éectrophorétique non dénaturante apres
incubation avec Tlev*.

Afin d' éiminer des associations artéfactuelles entre des protéines non spécifiques et la séquence
BTlev, I'incubation entre les protéines du premier surnageant et les résines porteuses ou non de
BTlev, alieu en présence d’'un exces de T14 dont on a vu au chapitre |11 paragraphe 2-5 qu'il ne

S associait pas trop avec les proténes recherchées.

Résine-streptavidine
sans ligand BTlev

Résine-streptavidine

§ avec ligand BTlev
;
) SPECIFIQUES

ASSOCIATIONS NON
SPECIFIQUES
protéines-streptavidine

1- Incubation % &

ASSOCIATIONS NON
SPECIFIQUES
protéines-résine

2- Apres incubation

LES SURNAGEANTS LES BILLES

Sans BTlev Avec BTlev

O

O
O

Sans BTlev  Avec BTlev ~
Migration électrophorétique native Gel dénaturant

Figure 4.5. : Principe permettant d’identifier les protéines recherchées par différenciation
entre |I’ensemble des protéines provenant des hilles de résine porteuses du ligand BTlev et
celles provenant de billes ne portant pas la séquence BTlev.

On étudie dans les deux cas, avec et sans ligand, les protéines restant sur les hilles, en les dénaturant

et en faisant une migration éectrophorétique dénaturante (cf. chapitre 11). Nous nous assurons de la
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réussite de |’ association entre les protéines et le ligand BTlev en réalisant un gel non dénaturant
avec les différents surnageants.

En I’absence de T14, On visuaise 12 bandes de protéines, absentes dans le cas des billes sans ligand
BTlev et 9 bandes quand I'incubation a lieu en présence de 100 fois plus de T14 que de ligand
(figure 4.6.). En présence de 1000 fois plus de Ti4 on ne visualise plus que trois bandes
différenciées, dont un doublet intense (agrandissement de la figure 4.6.). C’est donc en présence de
1000 fois plus de T14 que de ligand lors de I'incubation que nous avons procédé aux découpages des
bandes de protéines devant servir aux identifications par spectrométrie de masse. On proposera une
bréve éude de la bande de plus faible intensité au chapitre V.

Présence du ligand BTLev
sur larésine-streptavidine

Conditions expérimentales:

Sites de fixation spécifiques de Tlev : ~10 pmole
Ligand BTlev : ~400 pmole

Présence du ligand BTLev

- + sur larésine-streptavidine
e " - - ( Bandefaible
- "
— e o gy
( Doublet

40 nmole 400 nmole  PasdeT 14
deTia deTia

Figure 4.6.: Migration électrophorétique dénaturante réaliste a partir de résine-
streptavidine porteuse ou non du ligand BTlev, en fonction d’' un excés de T4 par rapport a
BTlev. La coloration des protéines est obtenue par double coloration (Bleu de Coomassie /
nitrate d’ argent).
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2-2-

Lors de I'é&ude des protéines du doublet, nous identifions trois protéines Yhr216p, YIr432p et
YmIO56p, sassociant a la séquence Tlev. Ces trois protéines ont des séquences extrémement
proches (voir figure 4.7. et aignements de séquences en annexes). Aussi, ain de lever les

incertitudes inhérentes a ces similitudes, nous avons di procéder selon trois voies d'identification

distinctes :

Séquencage des protéines identifiées

- laspectrométrie de masse MALDI

- laspectrométrie de masse en tandem MSM S

- le séguencage N-terminal par dégradation d’ Edman

YHR216W 1
YLR432W 1
YML056C

YHR216W
YLR432W
YML056C

61
61
61

YHR216W 121
YLR432W 121
YML056C 121

YHR216W 181
YLR432W 181
YML056C 181

YHR216W 241
YLRA32W 241
YMLO56C 241

YHR216W 301
YLR432W 301
YML056C 301

YHR216W 361
YLR432W 361
YML056C 361

YHR216W 421
YLRA32W 421
YML056C 421

YHR216W 481
YLRA32W 481
YML056C 481

1

I
MAAI Rdykt a
maavr DYKTA

0 NMSAAPLDYKKA

kltrnitln
kltrnitlnt
Kl t kki t | nt

FI NNPI VI SP
FI NNPI VI SP
FI NSPI VI SP

QDVMIKNPVT
QDVMIKNPVT
SEVMIKnpvt

Ksant kql I ¢
KSATTKQLLC
KSATTKQLLC

| evi agnvvt
LEI | AGNVAT
LEI' I AGNVAT

f gvpcnadgg
f gi pcnadgg
f gvpcradgg

| DAMKTGTK
| DAMQKTGTK
| DAMQKTGNK

cr SLTLLKNN
ykSLTLLKEN
cesl tsl ken

11 21

I I
| df t ksl prp dgl svgel nd

31

I
skirggltyn

LEFAKSLPRL DGLSVQELND JSKt r ggl t yn

LEHLKTYSSK DGLSVQELNMD

pl vsspndtv tesematfm
pfvsspmdtv tesemai fm
pfvsspnmdtv teadmai yma

TTTVGEAKSM KEKYGFAGFP
TTTVGEAKsm kERFGFSGFP
TTTVGEVKvmM kr KFGFSGFP

GAQGE TLSEG NEI LKKi kkg
GAQG TLSEG NEI LKKi kkg
gi kgi t1 keg nei | KQTKKG

gasi gt ndad ker LRLLVKa
GAAI GTI DAD KERLRI | vea
GAAI GTI EAD KERI rl | vea

r EQAANLI AA GADGLRI gng
REQAANLI AA GADGLRi gng
REQAANLI AA GADGLRI gng

STTRGALTYN

I 1 ggi gfihh
I 1 ggi gfi hh
I 1 ggi gfihh

VTTDGKRNAK
VTEDGKRNGK
VTEDGKCPCGK

rl 1 vvdekgn
kLLI VDDNGN
KLLI VDDNGN

gl dvvi | dss
gl dvvi | dss
gl dvvi | dss

tgsicitqgev
sgsi ci tgev
sgsi ci tgev

vani ghi t ka
vani ghi t ka
vagni ghi t ka

GNASTSRYFS
GNASTSRYFS
GNASTSRYFS

VQRgk VRFEF
VQSGKVRFEF
vgngevr FEF

| al gsstvmm ggnl agttes
| al gsstvmm ggnl agttes
| al gsstvmm ggmni agttes

ESDSVLVAQG VSGAVVDKGS
ESDSVLVAQG VSGAVVDKGS
ESDSVLVAQG VSGAVVDKGS

RTASAQLEGG VHNLHSYEKR
RTASAQLEGG VHNLHSYEKR
RTASAQLEGG VHNLHSYEKR

41 51

I I

df l'il pgl vd fassevsl gt
df I vl pgl vd f pssevsl gt
DFLVLPGLVN FPSSAVSLQT
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nct pkEQASM VKKVKMFENG

LVGVI TSRDI
LM3 VTSRDI
LVGLVTSRDI

QFVEDNSLLV
QFVEDNSLLV
QFLEDDSLW

lvsm srtdl nkNQNYPLAS
LVSMLSRTDL NMKNONYPLAS
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qggnsi f el nm | kwkesf pg
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macgr pggt a vynvcef ang
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pgeyfyqdgk rl kAYRGVES
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pgeyfykdgk rl kayr GVGS
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LHN
LHN
LYN
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120
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180

240
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240
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300
300

360
360
360

420
420
420
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Figure 4.7. : Identifications obtenues. En rouge, |les peptides identifiés par spectrométrie de
masse MALDI; en bleu, les peptides identifiés par séquencage N-terminal par dégradation
d’'Edman; en encadré, le peptide déterminé par spectrométrie de masse en tandem,
spécifique de Y1r432p
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procédé a une expérience paraleeou le ligand d’ ADN était la séquence Ty biotinylée al’ extrémité

5'. Nous ne retrouvons aucune bande correspondant aux protéines Y hr216p, YIr432p et Y mI056p
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dans cette expérience paralée. Ce résultat conforte nos identifications et relativise la compétition

observée entre Tog €t Tlev.

2-2-1- Spectroscopie MALDI

Les résidus peptidiques de la trypsine ont servi pour la calibration interne des expériences de
spectrométrie de masse MALDI (figure 4.8. pour exemple). La plupart des peptides identifiés sont
communs a deux ou trois des protéines (cf. alignements de séquences en annexes). Cependant la
présence d'au moins trois peptides réellement spécifiques de chague protéine a permis une
identification slre. En spectrométrie de masse, I’ intensité d’ un pic de spectrométrie de masse n’ est
pas directement reliée a la concentration du peptide correspondant dans |’ échantillon. En effet,
I’ efficacité de la désorption de la matrice de DHB est différente selon les peptides. De plus, certains

peptides peuvent étre perdus par adsorption sur les surfaces des récipients de préparation, etc.

100 1543 7148

YLR432w
] Spectre MALDI
80
7O
S0
‘O
.-0—‘
4]
§ so
E 1490 . 7099
X
o YLR432w
- YLR432w YLR432w
1168 6072
YLR432w Jado szsa 175 S7° YLR432w? Trypsine
301 sos.3096 | 163.0600
853 a4a889
I 19a41.0115 Trypsine
=0 e s YLR432w YLR4232273 e
| w
| 1is15.70as8 >a7o.17e< YER432w

1 176C
ST 1190.607S !
P I oa7.569s | o7s7 2s50.2
183I0. 9323 1
1287.8689 | 1573 7753 | o — |

| | | >670.3842

i
| 9262110 | |
| 2305 0276

1918 9309 |

26z0

sso 4=2a0 ME&E (en Dalton) 30

Figure 4.8. : Exemple de spectre MALDI-TOF. Seuls les pics les plus intenses correspondants a des
peptides des protéines Y hr216p, Y ml056p et YIr432p ou de la trypsine sont indexés. Nous avons identifié
pour cette expérience, 24 peptides pour la protéine Yr432p, 19 peptides pour la protéine Y ml056p et 18
peptides pour la protéine Yhr216p, représentant des taux de recouvrement des séquences de 45.3%,
40.1% et 36.5% respectivement. 2 Le pic a 1941.0115 Da correspond a deux peptides communs aux trois
protéines (masses de ces peptides : 1940.946 Da et 1941.029 Da).
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D’autre part, les spectres de la bande inférieure du doublet de proténes (figure 4.6.), ne contiennent
aucun peptide provenant des parties N-terminales des protéines YIr432p, YmI056p et Y hr216p.

Ceci suggere que cette bande correspond a une dégradation N-terminale.

. . o Nombre de fragments
Génes Acidesaminésidentifiés  Taux de recouvrement o L
peptidiques identifiés
YHR216W 2171523 41.5% 23
YLR432W 296 / 523 56.6 % 35
YMLO56C 304 /524 58.0 % 36

Tableau 4.2. : Résultats obtenus lors des identifications MALDI réalisées avec la séquence
BTlev

2-3-2- Spectroscopie en tandem ESI Q-TOF MSM S

IR R o T7es2
Spectre Q-TOF MSMS s
Séquence: | | Lo précurseur de messe rédle =1434.88 Da._
‘ ‘ 0N precurseur de masse r e= d a
""”””'?L(l)DGL(|)SVQE’L"MD """ ‘ ‘ )/p T e i D
% ‘ e e e . - Sens de lecture de la séquence
: 3 ‘ 718.955 ; ; :
; E Q. I R
R S . 12904 || 12806 | doseenr. .
D RN e Vo B | | | ;
| /s 104 i ved 1 (90T g M38B o b Ln1
e T g0zen  113.08 : ‘ 850%482 187.03 1997920 5702 11503 113.08
T ol | [ | 851616 lososes |1038638 T 1434.88
|| |4Be.307 5937?%04.363 Ji 7372'486 | 909.575| | 1206.781 351750 l
I L sl hd i . L{.‘.\..LL:JI. lL‘.‘A‘m !L_ ‘ k Lo bl L;‘LL W TP I " " . Li . | ‘ I
' 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figure 4.9. : Exemple de spectre obtenu par spectroscopie de masse en tandem MS/MS. Le
peptide précurseur sélectionné a une masse de 1434.8 Da. La séquence déterminée ici est
spécifique d’ un peptide de la protéine Y r432p.
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Apres avoir sélectionné un peptide (choisi par analyse des résultats obtenus en spectrométrie de
masse MALDI) pouvant correspondre spécifiquement & une seule des trois protéines, nous avons
procédé a des expériences de spectrométrie de masse en tandem visant a confirmer I’ identification
et la présence des trois protéines dans les bandes de protéines sélectionnées. Ces expériences ont
permis de formellement identifier un peptide (figure 4.9.) spécifique de la protéine Y1r432p dont la
masse réelle de I'ion précurseur est : 718.44x2 -2 =1434.88 Da. Ces expériences ont confirmé

plusieurs autres peptides communs a deux des trois protéines identifiées.

2-3-3-Ségquencage par dégradation d’ Edman

Aucun séguencage N-terminal n'a pu étre pratiqué directement a partir de protéines séparées
préalablement lors d’une migration éectrophorétique dénaturante, transférées sur membrane de
PVDF, et identifiées aprés coloration au noir amido. La cause probable de ce blocage est
I’ acétylation prédite dans I’ étude réalisée par Huang (Huang et al., 1987).

Cependant, apres digestion enzymatique (endolysine-C) réalisée sur les protéines du doublet étudié
par spectrométrie de masse, on obtient I'identification d'un peptide spécifique de la proténe
YmI056p (MFENGFINSPIVISP) et d'un peptide commun aux protéines Yhr216p, YIrd32p et
Yar073p (NPVTGAQGITLSEGN). Cette analyse confirme définitivement la présence de la
protéine Y ml056p dans |es bandes de protéines anal ysees.

3- Reconnaissance du brin complémentaire richeen G

3-1- Caractérisation del’ association

Apres incubation du brin complémentaire de la sequence Tlev, d[(GGGTGT)3GGG] (appelé par la
suite GTlev) avec les extraits de protéines de levure non purifiés, on procede a une migration
électrophorétique en conditions non dénaturantes. On observe trois bandes retardées, nommées A,
G et B (piste 2, figure 4.10.). La bande retardée G est au méme niveau et présente une intensité
comparable a la bande retardée (notée C) observée dans le cas d’ une incubation avec comme sonde

radioactive la séquence Tlev* (piste 6).
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Lorsgue I’on mélange les deux brins complémentaires marqués radioactivement, de fagon a avoir un
exces de brin Tlev*, on observe en piste 3 la formation du double brin, et |I’exces de brin Tlev*.
Apres incubation avec les extraits de proténes, nous constatons |’ apparition de trois nouvelles
bandes retardées correspondant vrai semblablement a des protéines fixant le double brin d ADN. La
majeure partie du signa Tlev* est compléxée soit avec les protéines, soit avec le brin
complémentaire GTlev*. La résolution du gel ne permet pas de résoudre les bandes C et G. Les
guantités de brin GTlev* utilisées lors de ces expériences étant constantes, la séquence radioactive
GTlev*, qui se répartissait totalement entre les bandes A, G et B (piste 2), se répartit maintenant
entre les bandes A, db3, db, G, db2, B et dans I'association en double hélice avec le brin

complémentaire Tlev*.

+ + + + - - + + GTlev*
L T S Tlev*
- - - - - -+ 4+  Tlev
-+ -+ -+ -+ Sites spécifiques de
1 2 3 45 6 7 8 Tlev : ~0.5 pmole

. o ” » db db-

Figure 4.10.: Migration éectrophorétique en conditions G-MlC G h C G-M
non dénaturantes réalisées apres incubation des protéines
de levure avec les fragments télomériques Tlev*, Tlev et

GTlev*.
- -db2 db2-

Brins Tlev* et Tlev : ~ 1pmol B-. B-L. B.
Brin GTlev* : ~ 0.5 pmol i :

&

Pour les pistes 7 et 8, le brin Tlev est en quantité identique a celles de Tlev* utilisées dans les autres
pistes et n’est pas marqué radioactivement. On confirme que tout le brin GTlev* est recruté dans la
formation du double brin d ADN. En piste 8, on note la présence des bandes db, db2 et db3,

d’intensités plus faibles qu’ en piste 4 (ou les deux brins étaient radioactivement marqués), indiquant
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que ces protéines sont spécifiques du double brin. On remarque aussi la présence des bandes
retardées A, G et B, ayant dans le cas des bandes G et B une intensité nettement plus faible que

celles observées en piste 2.

Toutes ces observations ne permettent pas de conclure que labande G et la bande C correspondent a
une seule et méme protéine, car tout le brin GTlev* est associé en double brin d’ ADN, pour lequel
la protéine de la bande G ne semble pas avoir d affinité. Mais on peut penser gu’il Sagit de la

méme protéine, saturée par la séquence Tlev (cf. piste 6) plus affine que le double brin ou GTlev*.

Pour vérifier que les bandes G et C étaient vraisemblablement dues & une méme proténe, nous
avons profité des propriétés des surnageants récupérés apres incubation entre les résines greffées ou
non avec le ligand BTlev. Dans un cas, nous obtenions un signa retard avec la séquence Tlev*,

dans |’ autre cas, un faible signal (figure 4.4).

+ + + + - - - -+ Tlev*
- - - -+ o+ + +  + GTlev*
EP sans avec EP sans avec EP
& N = EP : Extraits de protéines
Sans : surnageant récupéré apres
db- s incubation avec larésine sans
Cht s o G s ligand BTlev

Avec: surnageant récupéré apres
incubation avec larésine avec
ligand BTlev

db libre?-

Figure 4.11. : Migrations éectrophorétiques natives obtenues a partir des surnageants de

I’expérience d'identification par affinité avec ou sans le ligand BTlev, pour les sondes
radioactives Tlev* et GTlev*.
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Lors de I’ expérience présentée en figure 4.11., on note que I’ intensité de la bande G décroit comme
celle de la bande C, pour le surnageant correspondant aux protéines ayant incubé en présence du
ligand BTlev. Cela semble confirmer que les protéines responsables de |a bande retardée C obtenue

avec la séquence Tlev* ont une mobilité électrophorétique identique a la bande retardée G.

Par ailleurs, on visualise a nouveau la bande référencée db dans la figure 4.10. On peut supposer
gue les protéines de la bande C sont initialement partiellement liées a de I’ ADN riche en cytosines
présents dans les extraits protéiques. Lors de I’incubation avec la résine porteuse du ligand BTlev,
la compétition entre la séquence BTlev et I’ADN riche en C libere celui-ci. Présent dans le
surnageant, il peut alors former avec GTlev* un double brin, dont la bande diffuse notée ‘db libre?

pourrait correspondre alaforme libre, et s associer avec les protéines spécifiques du double brin.

Sans rédiser une étude aussi compléte que celle entreprise pour déterminer la spécificité de
I’ association de Tlev a des protéines, nous avons Vérifié ce qui se passait avec les compétiteurs Tyy
et ds10 précédemment définis. Nous n’ observons aucune compétition avec ces séquences (rapport
compeétiteur / GTlev* ~ 10000).

Par contre, I’ affinité des protéines pour les séquences GTlev et d[A(GGGTTA)sGGG] semble étre

laméme.

3-2- ldentification par affinité

Il était intéressant de vérifier I'identification par affinité des protéines Yhr216p, YIr432p et
YmI056p avec le ligand BGTlev (=d[BTTTT(GGGTGT)3GGG]). Pour cela, nous avons utilisé le

méme mode opératoire que dans le cas de I identification avec la séquence BTlev.

Comme dans le cas de I'expérience d'identification différentielle réalisée avec le ligand BTlev,
nous procédons a une premiére incubation entre les protéines et de la résine-streptavidine non
porteuse de ligand. Puis nous avons procédé a une incubation entre les protéines et les résines

greffées ou non avec le ligand BGTlev, en présence d’un exces de Taga.
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Ligand G Se— = + LigandC
e
97.4
- 97.4
.
66.2
66.2

s i

—_ Protéines Yhr216p, Y1r432p et Y ml056p

—_—
| g
45 .45
L ] -
-. ==
Brin G BrinC

Figure 4.12. : Comparaison entre les migrations é ectrophorétiques dénaturantes réalisées a
partir de résine-streptavidine porteuse ou non du ligand BGTlev (gel de résolution a 8%
d’acrylamide) ou du ligand BTlev (gel de résolution a 10% d'acrylamide). Les
photographies présentées correspondent aux gels colorés selon le protocole de coloration au
sulfate de zinc avant découpage de bandes de protéines pour analyse par spectrométrie de

masse.

Nous différencions plusieurs bandes de protéines (migration é ectrophorétique dénaturante colorée
au sulfate de zinc de lafigure 4.12.) d'intensités inégales, dont une bande intense de masse ~ 50
kDa. A nouveau, nous obtenons une identification par spectrométrie de masse MALDI des
protéines Yhr216p, YIr432p et YmI056p. Les résultats obtenus (figure 4.13.) sont présentés et
comparés aux résultats obtenus précédemment dans le tableau 4.2. Comme dans le cas des
identifications réalisées avec le brin BTlev, certains peptides identifiés sont spéecifiques d une seule
des trois protéines, ce qui nous assure de la présence de ces trois protéines lors de I’ association avec

leligand BGTlev.

Aucune des autres bandes ne permet dobtenir didentification formelle de protéines
(principalement par manque de matériel peptidique a analyser). Nous n’avons pas noté d autres
protéines communes entre les expériences réalisées avec I’ ADN télomérique riche en cytosines et
I’ADN télomérique riche en guanines, ni de protéines dé§a connues pour se lier au brin G des

téloméres de levure.
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1 11 21 31 41 51

I I I I I I
YHR216W 1 rmmai rdykTA LDFTKsI prp dgl svgel nd skirggltyn dflilpglvd fassevsl gt 60
YLR432W 1 rmmavrdykta | efakslprl dgl svgel nd sktrggltyn dflvlpglvd fpssevsl gt 60
YMLO56C 0 nsaapl dykka | ehl ktyssk dgl svgel nd sttrggltyn dflvl pglvn fpssavsl gt 60
YHR216W 61 kltrnitlni plvsspndtv tesematfma |1 ggi gfi hh nct pedgadm vrrvknyeng 120
YLR432W 61 kltrnitlnt pfvsspndtv tesemaifrma |1 ggi gfi hh nct pedgadm vrrvknyeng 120
YML056C 61 kltkkitlnt pfvsspndtv teadmaiyma |1 ggi gfi hh nct pkegasm vkkvkMFENG 120
YHR216W 121 finnpivisp tttvgeaksm kekygfagfp vttdgkrnak LVGVI TSRdi qf vednsl|v 180
YLR432W 121 finnpivisp tttvgeaksm kerfgfsgfp vtedgkr NGK LMG VTSRdi qgf vednsl | v 180
YML056C 121 FI NSPI VI SP TTTVGEVKvm kr kf gf sgf p vt edgkcpgk LVGLVTSRdi qf | eddsl vv 180
YHR216W 181 qdvmt KNPVT GAQGE TLSEG NEI LKki kkg rllvvdekgn | vsm srtdl nmkngnypl as 240
YLR432W 181 qdvnt KNPVT GAQGE TLSEG NEI LKki kkg ki livddngn |vsm srtdl nkngnypl as 240
YML056C 181 sevntknpvt gikgitlkeg neil kgt kkg kil livddngn | vsm srADL MKngnypl as 240
YHR216W 241 ksantkgllc gasi gtndad kerlrllvka gl dvvil dss qgnsifel nmI| kwkesfpg 300
YLR432W 241 KSATTKQLLC GAAI GTI DAD KERI rl | vea gl dvvil dss qgnsifqgl nmikw KETFPD 300
YML056C 241 ksattkqgllc gaaigtiead kerlrllvea gl dvvildss qgnsvfqgl nmikw KETFPD 300
YHR216W 301 | evi agnvvt r EQAANLI AA GADGLRI gng tgsicitgev macgrpqgta vynvcefang 360
YLR432W 301 LEI | AGNVAT REQAANLI AA GADGLRI gng sgsi ci t gev macgrpqgta vynvcefang 360
YMLO56C 301 LEII AGNVAT REQAANLI AA GADGLRI gng sgsi ci t gev macgrpqgta vynvcqf ang 360
YHR216W 361 f gvpcrmadgg vgni ghi tka | al gsstvmm ggml agttes pgeyfyqdgk rl kayrGVMGS 420
YLR432W 361 f gi pcmadgg vgni ghi tka | al gsstvmm ggm agttes pgeyfyqdgk rl kayrGMGS 420
YML056C 361 fgvpcrmadgg vagni ghitka | al gsstvmm ggm agttes pgeyfykdgk rl kayr GVG 420
YHR216W 421 | DAMXt gt k gnast sr YFS ESDSVLVAQG VSGAWDKgs i kkFI PYLYN GLQHSCQDI G 480
YLR432W 421 | DAMXt gt k gnast sr YFS ESDSVLVAQG VSGAWDKgs i kkFI PYLYN GLQHSCQDI G 480
YML056C 421 | DAMXt gnk gnast sr YFS ESDSVLVAQG VSGAVWDKgs i kkfi pyl yn gl ghscqdi g 480
YHR216W 481 CRsl t1 | knn vqgr gkvr FEF RTASAQLEGG VHNLHSYEKr | hn
YLR432W 481 YKsl t| | ken vgsgkvr FEF RTASAQLEGG VHNLHSYEKr | hn
YML056C 481 cesl tsl ken vgngevr FEF RTASAQLEGG VHNLHSYEKr |yn

Figure 4.13. : Résultats obtenus par identification MALDI avec leligand BGTlev.

Geénes Acides aminés identifiés Taux de recouvrement
YHR216W 121 (217) / 523 23.1 % (41.5 %)
YLR432W 154 (296) / 523 29.6 % (56.6 %)
YMLO56C 120 (304) / 524 22.9 % (58.0 %)

3-3-

Tableau 4.3. : Résultats obtenus lors des identifications MALDI réalisées avec la séquence

BGTlev et comparaisons avec ceux obtenus avec le ligand BTlev entre parenthéses.

I mplication biologique
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Les trois protéines identifiées pourraient fixer séparément le simple brin télomérique riche en C et
le simple brin riche en G. Or sur le modele des fragments télomériques humains, ces deux
segquences sont capables de former in vitro, des structures canoniques particuliéres. (le motif i
(Phan, 1999 et Phan et al., 2000) pour la séquence d[(CCCTAA)sCCCT] et un quadruplexe de
guanines (Wang et Patel, 1993) pour la séquence d[A(GGGATT)sGGG]). Rappelons que les
conditions dans lesquelles a lieu I’ association entre les protéines et le brin GTlev sont favorables a
la formation d’un quadruplexe de guanines et que I’ association avec le brin Tlev reste possible a
pH 6.

La compétition existant entre la formation d’un duplexe d’'une part, et celles d’un motif i et d’'un
guadruplexe de guanines, d'autre part, pourrait ére modulée par la présence de proténes
Sassociant a I’une ou I’autre de ces structures non canoniques. Dans ce contexte, une proténe
pouvant s associer a chacun des brins de I’ ADN télomérique et pouvant éventuellement stabiliser le

motif i et le quadruplexe de guanines, place la compréhension des mécanismes de formation

G
G
<=3 *

éventuelle et concertée de ces structures, sous un nouveau jour (figure 4.14.).

Protéines
G
=<3 *

Figure 4.14. : Différentes possibilités de coexistence du motif i et de quadruplexe de
guanines en présence de protéines stabilisant ces deux structures. L’ ouverture du duplexe

pourrait permettre la formation concertée de ces structures (schéma de gauche).

La formation de ces deux structures non canoniques nécessitant I’ ouverture du double brin d’ ADN,
nous avons essaye de savoir Si ces protéines reconnaitraient également le duplexe d’ADN

télomérique, en variant par exemple, I’ ordre et les temps d’incubation des deux brins d’ ADN Tlev*
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et GTlev avec I'extrait protéique. Les difficultés dinterprétation inhérentes au mode de
visuadisation utiliseé ne nous permettent pas de conclure sur la possible reconnaissance du double
brin d ADN télomérique par les protéines Yhr216p, YIr432p et Y ml056p. Un moyen de véifier si
I’association est possible avec un double brin d’ ADN, serait d'utiliser, par exemple, la
sequence GTlev et la sequence d(CCCACACCC) (dont on avu qu’'elle ne s associait aux protéines
gu’ a concentration élevée), pouvant former partiellement un double brin.

4- Aspects biologiques des IMPDH

4-1- Caractéristiques des proténes identifiées

4-1-1- Laprotéine Y hr216p

Le gene YHR216W (ou IMD2) est situé a I’ extrémité du chromosome VIII (figure 4.15.). Cette
position le place sous une possible régulation par le phénomene de Telomere Position Effect. Par
homologie de séquence avec Candida albicans (Kohler et al., 1997), cette protéine aurait un réle
dans le métabolisme des purines. D’ une masse calculée de 56 kDa, sa mobilité é ectrophorétique en

conditions dénaturantes correspond a une masse de 54 kDa (Perrot et al., 1999).

en kil obases

280 4a0
T
CURL FURL

' Chromosome VIl I |

e

iIMD2

s PHO12 YHRZ18M
548 , S&a

YHR214C-C YHR217C
YHRCde | tale

, THR219H
56 , 565

SGD Aug 38 2008

Figure 4.15.: Représentation de la zone du chromosome VIII ou se situe le géne
YHR216W.

Cette protéine est en interaction avec la protéine Lhplp (protéine s associant et stabilisant le prét-
RNA) (Rosenblum et al., 1998).
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Il existe a I’ extrémité du chromosome | une région de 25 kilobases que I’ on retrouve quasiment a
I"identique sur le chromosome VIl (Barton et al., 1997). On trouve ainsi un géne, YARO73W (ou
IMD1, figure 4.15), quasiment identique a I’ extrémité N-terminale du gene YHR216W (voir les

alignements de séquences en annexes).

en kil obases

168 266
r T T
11
Chromosome | '
YARBEZH
; YARBELH
IMD1 21% o 229
TARBEEH
, YAREEAL YRARBESM FHOL1 IMD1 YRARGTSH
221 235
-
VARBESD
YARETAEC
=e1] Aug 3@ 2608

Figure 4.16. : Représentation de la zone du chromosome | ou se situe le géne YARO73W.

Les genes situés sur le chromosome | sont faiblement transcrits par rapport aux genes existants sur
le chromosome V1. Barton et al. suggerent qu’ils seraient réprimés par un effet naturel de TPE et

gu’ils auraient un réle structural pour les chromosomes.

La protéine Yar073p aurait une masse de 44.4 kDa, et pourrait ére confondue avec les protéines
Yhr216p, YIrd32p et Y mI056p, dégradées a |’ extrémité N-terminale de la bande inférieure (masse
de ~ 47 kDa) du doublet étudié lors des expériences réalisées avec le ligand BTlev. L’identité de
sequence avec la protéine Yhr216p est telle que nous n’avons aucun moyen de vérifier cette
hypothese. Les identifications de peptides pouvant correspondre a Yar073p sont reprises dans la

figure 4.17. et représentent 25.6 % de recouvrement de séquence.

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 nmairdykta Idltksl prp dgl svgel nd skirgglayn dflil pglvd fassevsl gt 60
61 kltrnitlni plvsspndtv tesematfma |1dgi gfi hh nct pedgadm vrr VKNYENG 120
121 FINNPI VI SP TTTVGEAKsm kekygf agf p vt adgkrnak |vgaitsrD QFVEDNSLLV 180
181 QDVMIKNPVT GAQG TLSEG NEI LKKi kkg rllvvdekgn | vsm srtdl nkngkypl as 240
241 ksant kgl | w gasi gt ndad ker LRLLVKa gl dvvil dss qgnsifgl nmikWKETFPD 300
301 LEIl AGNWT KEQAANLI AA GADGLRI gng tgsicitgkv macgrpggta vynvcef ang 360
361 fgvpcmadgg vgkhwsyyyq sfgswffycy dgwyvgryyr itr

Figure 4.17. : Reprise des résultats obtenus avec le ligand Tlev pour la protéine YarQ73p.

On peut noter |’ absence de peptides dans larégion N-terminale.
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Cependant, dans le cadre des expériences réalisées a partir du ligand d ADN BGTlev, en |’ absence
de bande pouvant correspondre aux protéines dégradées, I’ écart de masse semble trop important

pour que I’ on puisse prétendre que Y ar073p fixe le brin G.

4-1-2- Laprotéine Y1r432p

Le géne YLR432W (ou IMD3) est situé a I’ extrémité du chromosome X1 (figure 4.18.), non loin du
gene SR3 (Silent Information Regulator (Ivy et al., 1986)). Il est suffisamment pres du télomere

pour étre sensible a une régulation par le Telomere Position Effect.

La protéine est en interaction avec les protéines Ydr469p (role et localisation inconnus ), Gen3p
(synthese des protéines), Gdh2p (glutamate déshydrogénase (NAD)) et Taf25p (transcription de
Pol Il (Poon et al., 1995 ; Klebanow et al., 1996), localisée dans le noyau) (Uetz et al., 2000). La
protéine Y1r432p serait donc partiellement présente dans le noyau.

en kil obases

6@ 4@ &aE o8 1668
S5z ' SEMz A1 ' Coczs | '
Chromosome XII ®IT
— S
YLR4ZTH
i TUS1 YLR425H CRN1 SEN1
288 T
- 5
YLRETyz-2 YLR4ZEC
TLREe t oot
,SENL YLR43SH CRRZ HRFL4
1068 o 102
YLRAZ1C CMAL  YLR434E YLR437C  LEMZ  YLR44BC  RPSIASIRE
Ectiza
YLR446H
, ECHMT  YLR44SH RFLEE  FFR4  HMGZ LEUZ
1628 o 10
SIRE YLRA44C WHRAE 5872
YLR4SEW  COC91
i YLR4S4M YLR45SH YLR4SEH
1oda T
88Tz RIFZ +IGRALLZ HEF1 YLR4SEC
YLRCde | ta27
YRF1-4
YLR4EAL
i FAU4 YLR4EZH YRF1-5
1658 — o 1062
YLR46EC YLR463C
YLR465C
SED Fog 38 2066

Figure 4.18. : Représentation de la zone du chromosome XI1 ol se situe le géne YLRA32W.
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4-1-3- Laprotéine Yml056p

Le gene YMLO56C (ou IMD4) est situé sur le chromosome X111 (figure 4.19.). Des trois protéines
identifiées, YmIO56p est celle qui se différencie le plus (84% et 89% d'identité de sequence par
rapport &Y hr216p et Y Ir432p respectivement).

en kil obases

L] e cag Sea
T T T
MCML FFEZ ADE4

20
I_I . Chromosome XIill ¥ITT

HHMIz1

—

SML1
HUG1

15 . 1@
YHLASIC

SURT
, CHPz SPC2 Y CGURIAT GALSE  YHLBSEM
166 , 175

YHLA3EC-A IMD4  SHRS4 CYEZ YHLCde | a2

YHLBS3C
iMD4

SGD Aug 38 Ze@a

Figure 4.19. : Représentation de la zone du chromosome XI11 ou se situe le géne YMLO56C.

4-1-4- Conclusions

Du point de vue de leurs sequences respectives, les trois protéines Yhr216p, YIr432p et Y ml056p
sont trés proches. La viabilité des mutants yar073w yhr216w (Barton et al., 1997), yir432w et
yml056¢, montre gqu’'elles peuvent avoir une (ou plusieurs) fonctions biologiques communes.
Cependant il existe des interactions spécifiques avec d’ autres protéines, propres a chacune des trois,

permettant de les différencier.

Il existe sur le chromosome | un géne, YARO73W, qui est la fidele copie d’'une partie du géne
YHR216W. Satranscription pourrait étre régulée par un effet naturel de TPE.

Les 4 genes YARO73W, YHR216W, YLR432W et YML056C sont situés sur les chromosomes I, VI,
XIl et Xlll. Dans le séquengage disponible des chromosomes de levure S cerevisiae (Blasts
alignments), il s'agit des 4 chromosomes dont on retrouve la séguence Tlev inscrite dans les
télomeéres et dont, par ailleurs, les régions télomériques et subtélomériques sont assez proches de
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Tlev aors que I’ADN télomérique des autres chromosomes apparaissent singulierement différents.
Coincidence fortuite ou possible particularisme structurale de ces chromosomes ? Nous n’avons a

ce jour aucun élément nous permettant d’ en parler.

Chromosome ) Nombre . pl  Massemoléculaire %iden* % sim® Interaction protéine-
d’ acides aminés protéine
YHR216W VIl 523 aa 8.79 56534 Da 93% 97% Lbhplp ]
Taf25p ¢, Gdh2p”,
YLR432W XIl 523 aa 7.31 56452 Da - - Ydr 463pb ' Gnc3pb
YMLO56C X1 524 aa 8.46 56396 Da 89% 95%
IMPDH1°® 70931.3-g32 506 aa 61% 78%
IMPDH2f 3p21.2 505 aa 62% 78%

Tableau 4.4.: Tableau résumant les principales caractéristiques des protéines 5'-inosine
monophosphate déshydrogénase de Saccharomyces cerevisiae et de leurs homologues chez
I’homme # Comparaison par rapport a YLR432W, ® Uetz et al., 2000 ; © ARN polymérase et
localisation nucléaire, ° Rosenblum et al., 1998; ® 5-inosine monophosphate
déshydrogénase humaines

4-2- ROle biologique

Les protéines Yhr216p, YIr432p et YmI056p sont les homologues, chez Saccharomyces cerevisiae,
de protéines qui catalysent la conversion de I’inosine monophosphate (IMP) en xanthosine 5
monophosphate (XMP) avec réduction de la nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en NADH
(figure 4.20.). Ces protéines, appelées inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH),

interviennent dans le métabolisme des guanines.

o 0
NAD, NADH, Gin, ATP, Glu, AMP
HOH e N HOH PP; "
HN H | i
S
—_—T
H N N o N N Hav S "
| IMPDH ’ l I
& =] GMP synthase R
IMP YMp GMP

Figure 4.20. : Schéma des étapes menant a la synthése de la guanosine monophosphate
(GMP).

Elles font depuis longtemps I’ objet d’ études chez différents organismes et présentent d’importantes
homologies de séquences entre especes (voir en Annexes 2.2. les alignements de séquences). Elles
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ont une grande importance dans différents phénomenes biologiques. La concentration en IMPDH
dans la cellule décroit en présence de I’ anti-oncogéne p53 et les inhibiteurs de IMPDH induisent
une différenciation dans les cellules tumorales (Sokoloski et al., 1986 ; Sherley, 1991 ; Liu et al.,
1998). Aussi, ces protéines sont depuis longtemps considérées comme cibles de thérapies
immunosuppressives et de chimiothérapies anticancéreuse et antivirale (Weber, 1983 ; Robins,
1982 ; Malinovski & Stollar, 1981).

A notre connaissance, aucune éude n’'a été réalisée sur les protéines IMPDH de Saccharomyces

cerevisiae, malgré I'importante homol ogie de séguence entre espéces.

Plusieurs structures, obtenues par cristallographie, dont celle de I’'lMPDH de type |1 humaine, sont
aujourd hui disponibles. Chacune de ces structures cristallise sous forme d’un tétramere homogeéene
offrant 4 sites de fixation al’IMP et au NAD (figure 4.21.).

Figure 4.21. (tirée de Colby et al., 1999) :
IMPDH tétramérique humaine de type Il et
sites de fixation de SAD (Selenazole-4-
carboxamide adénine dinucléctide), analogue
de NAD (cercles rouges) et de 6-Cl-IMP (6-
chloropurine riboside 5'-monophosphate),
analogue de I'IMP (cercles verts). Le
dinucléotide se fixe a [Iinterface

monomeére/monomere.

Nous avons incubé des extraits de protéines de levure et Tlev* en présence d' IMP et/ou de NAD.
Pour cela, nous avons réalisé différentes incubations en présence de 20 mM IMP, 20 mM NAD en
présence de 20 mM KCI (correspondant a une activité maximale de I'lMPDH humaine de type Il
(Xiang et al., 1996)). La migration électrophorétique aprés incubation des protéines avec Tlev*
(figure 4.22.) ou GTlev* (non montrés) est identique et ne montre aucune variation d’intensité du

signal retardé.
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Figure 4.22. : Migrations électrophorétiques obtenues en présence d' IMP (20 mM), NAD
(20 mM) et KCI (20 mM ) et rappels des représentations chimiques de l' IMP et du NAD.

Plusieurs inhibiteurs de IMPDH sont bien connus et utilisés cliniqguement, entre autre, dans les
traitements anti-cancéreux et anti-viraux (Robins, 1982 ; Allison et al., 1993a; Allison et al.,
1993b ; DeClerg, 1993). Parmi ceux-ci, I’ acide mycophénolique (ou MPA) est considéré comme un

puissant inhibiteur spécifique des IMPDH humaines.

- y
f\i)jil\ —. Aéﬁy - fEE

Enz-S- Enz-S

IMP  rib-5-P NAD E-IMP r1b 5-P E-XMP nb s.p

MPA

E-XMP
* MPA

Figure 4.23.: Mécanisme réactionnel et inhibition de I'IMPDH par [I'acide
mycophénolique.

Le MPA piege I'intermédiaire E-XMP lors du passage de IMP a XMP (Farazi et al., 1997) (figure

4.23.). L’inhibition de I’ activité des IMPDH par |’ acide mycophénolique varie grandement selon les
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Chapitre I V. Identification des protéines du complexe

organismes. Par exemple, la constante de dissociation Ky de MPA, est de 22 nM pour les IMPDH
humaines, 50 nM pour celle de Bacillus subtilis, et 20 uM pour celle d'Escherichia coli.

En goutant de I’acide mycophénolique lors de I'incubation entre les protéines et les séquences
Tlev* (figure 4.24.) et GTlev* (résultats non montrés), nous n'avons pas constaté de changement

dans I’intensité du signal retardé habituellement observé.

Nous avons donc montré que la présence d’ un inhibiteur des protéines IMPDH pendant I’ incubation
entre les protéines de levure et les fragments télomériques Tlev* et GTlev*, n'entrainait pas de
modification dans la migration é ectrophorétique du complexe ADN* -protéines.

z
®

Acide mycophénolique (ou MPA)

CHy

OCH,
CH, 0
° i3 I
CH, CH=C —CH, CH, ~C—OH

o OH

10 nmoles
1 nmoles
0.1 nmoles
10 pmoles
1 pmoles
0.1 pmoles

W e -
<«€—— Complexe ADN-protéines

Figure 4.24. : Migration éectrophorétique
en fonction de la concentration en acide
mycophénolique présente pendant
I’incubation entre les protéines de levure
e I’ADN Tlev* et représentation
chimique de MPA.

<— Tlev*

4-3- Comparaison avec les protéines humaines

Le Professeur G.D. Markham (Institute for Cancer Research, Philadelphie, USA) nous a fourni de
I"IMPDH humaine de type Il purifiée. De plus, le Professeur B.S. Mitchell (Internal Medicine and
Lineberger Comprehensive Cancer Center, University of North Carolina School of Medicine, USA
nous a fourni des IMPDH humaines de types | et 1l purifiées. Nous avons réalisé des migrations
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électrophorétiques en conditions non dénaturantes avec ces protéines humaines, aprées incubation
avec les fragments d’ ADN télomériques humain d[(CCCTAA)sCCCT]* ou de levure Tlev*
(incubation en présence ou en absence de 20 mM KCI). Aucun retard n’a été observé lors de ces
expériences, indiquant qu’aucune des deux homologues humaines des IMPDH de levure, ne

S associait avec une séquence d ADN télomérigue riche en cytosines.

Cependant, en I’ absence de compétiteur non spécifique, nous observons qu’ une protéine provenant
d’extraits nucléaires de cellules HelLa, s associe avec les sequences télomériques Tlev, 22hm et
27hm. Cette protéine a une mobilité éectrophorétique identique a celles des protéines IMPDH des
extraits de levure, mais migre a des positions différentes des protéines hnRNP K et ASF/SF2
(identifiées comme fixant la séquence 27hm (Lacroix et al., 2000)). Nous remarquons encore que
cette protéine humaine fixe également la séquence centromérique Mcent-u, comme les protéines
IMPDH de levure.

Par contre, |’association ne se fait plus en présence du compétiteur non spécifique T Nous
envisageons d’entreprendre une éectrophorése en conditions non dénaturantes apres incubation
entre les protéines humaines et la sequence Tx* radioactivement marquée pour vérifier la
spécificité de I’ association observée avec les séquences Tlev et 22hm.

4-4- Conclusion de ces identifications et perspectives

Si on identifie bien I’ association entre les séquences télomériques de levure Tlev et GTlev, et les

protéines IMPDH, celle-ci peut-elle avoir lieu avec les seules protéines IMPDH ?

En regardant la structure habituelle des IMPDH, on observe qu’elle se présente toujours sous la
forme d’'un tétramere homogene possédant un axe de symétrie d’ ordre 4 (figures 4.22. et 4.26.A.).
En regardant la structure sur la tranche (figure 4.25.B), on observe que la partie N-terminale de
chaque IMPDH se trouve sur le dessus et qu'il existe en dessous du plateau formé, 4 doigts flexibles
(Zhang et al., 1999). Ces doigts sont constitués de deux feuillets 3 anti-paralléles et forment une
région structurale conservée d'une espece a l'autre. lls n'interviennent pas dans la fonction
catalytiqgue de IMPDH, mais des mutations dans ces domaines sont associées a des consequences

pathologiques (Zhang et al., 1999). Il est possible (Bateman, 1997) que ce domaine puisse étre
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impliqué dans des fonctions de régulation. Dans tous |es cas, |a dépense énergétique requise pour la
conservation de ces structures suggere un réle fonctionnel sous-jacent (Zhang et al., 1999).

Dans le cas ou il n'y aurait qu’'un site spécifique de Tlev par tétramere d’' IMPDH, on pourrait
supposer que |I’association entre les protéines et I’ADN se fasse soit par le dessus, soit par le
dessous, ou encore en passant par le centre, du plateau constitué par le tétramere d IMPDH.

On peut encore penser que I’ association se fasse a d’ autres endroits du tétrameére. Dans ce cas, la
symétrie axiale des structures obtenues par cristallographie, laisse penser qu'il pourrait y avoir 4
sites de fixation de Tlev par tétramére.

B N-termini

Figure 4.25. (tirées de Zhang et al., 1999) : Structure
cristalline de IMPDH de Streptococcus pyogenes :

(A) vue de dessus ; (B) vue sur latranche.

Toutes ces remarques sont a confronter avec les observations précédentes. L’ absence de la partie N-
terminale des protéines IMPDH ne semble pas influencer |’association avec I’ADN télomérique
(puisque I’on montre lors des expériences MALDI que des protéines IMPDH dont la partie N-
terminale est absente se sont associées avec le ligand BTlev). Donc celle-ci se ferait soit par le
coaur, soit par le dessous du plateau formeé par les quatre IMPDH.

On sait auss que la masse observée du complexe protéique en conditions non dénaturantes est
supérieure @200 kDa. Or le tétramere d IMPDH a une masse d’ environ 220-240 kDa. L'imprécision
sur la masse du complexe protéique sassociant a Tlev ne permet pas de déterminer si les IMPDH

seules sassocient a ce fragment d’/ADN. D'autre part, si les tétrameres habituellement observés sont
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homogenes, Saccharomyces cerevisiae est la seule espéce possédant plusieurs IMPDH quasiment
identiques, pouvant laisser penser qu’ elles pourraient s associer de fagon ‘ pseudo’ -hétérogene.

Enfin, de récents travaux montrent que la protéine Sir2p utilise le NAD comme substrat lors d’ une
réaction de désacétylation requérant la présence de lysines acétylées (telles que celles présentent a
I’extrémité N-terminale des histones). Le recrutement de NAD par Sir2p lors de cette réaction
suggére que cette protéine pourrait étre un senseur de |’état énergétique ou de |’ oxydation des
cellules (Imai et al., 2000 ; Landry et al., 2000 ; Smith et al., 2000). S associant a ces travaux, les
propriétés associatives des protéines IMPDH pour I’ADN télomérique renforcent I’idée suggérée
par Imai et al. d'interactions possibles entre métabolisme, ‘silencing’ génomique et sénescence chez

lalevure.
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