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Introduction générale

Depuis que le génome humain a été caractérisé, auveau défi est de mieux
comprendre I'organisation et les fonctions desaeseal’interaction entre protéines qui sont
impliqués dans la grande majorité des fonctionkledles. Les interactions protéine—protéine
jouent ainsi un réle essentiel dans le fonctionménde la cellule en régulant la croissance, la
prolifération, la différenciation et la mort cebulle. De nombreux complexes sont impliqués
dans des phénoménes aussi varies que la transduchio signal, l'assemblage
macromoléculaire, la régulation et le contréle aedplication de 'ADN, la transcription de
'ARN et la traduction des protéines. Essentiellatnéoutes les fonctions cellulaires
impliquent des interactions protéine—protéine. Mes pl'altération d’interactions protéiques
est connue pour étre impliqguée dans le développenemiverses maladies telles que des
cancers, des désordres neurodégénératifs et deadiasal infectieuses. Ainsi, la
compréhension globale au niveau des réseaux ditcttens et détaillée au niveau des

complexes permettra de mieux cerner les difféner@sanismes qui régulent la vie cellulaire.

L'un des grands enjeux actuels est donc de réaliser cartographie compléte des
interactomes des divers organismes vivants et mogarhde 'lhomme. Depuis une vingtaine
d’années, de nombreuses méthodes et varianteggoatues afin d’'identifier les interactions
protéiques. Certaines d’entre elles sont capaldagaliser des cartes d’interaction protéine—
protéine a grande échelle, avec notamment desitpemtelles que le double hybride et des

techniques de purifications associées a la speétr@mrle masse.

L’identification est une premiére étape importantdais, l'autre enjeu est de
comprendre, a un niveau moléculaire et atomiquejnoent les différentes protéines d'un
complexe interagissent entre elles. La connaissaétzgliée des structures et des mécanismes
pourra sans doute permettre dans I'avenir de dgpelonotamment des médicaments ciblant
ces interactions. La cristallographie par diffrastde rayons X et la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN) sont les deux grandes techniqueggumettent de réaliser des structures

des complexes protéigues. Cependant, des méthodes mourmandes en temps et en



guantités de protéines sont apparues tel le «fiotitpy » qui caractérise uniquement les

surfaces des protéines et leurs zones d’interaatiome moindre résolution.

Dans le premier chapitre seront exposées les peles méthodes actuelles
d’identification a haut débit des interactions pimé—protéine. Puis les méthodes permettant
de caractériser les surfaces d’interaction ou derohkéner les structures des complexes seront

répertoriées en discutant les principaux avantagggonveénients.

Notre approche de caractérisation des zones dictien protéine—protéine est une
méthode de « footprinting' »basée sur I'identification et la quantificatioa chdicaux formés
sur les résidus des protéines accessibles a lleaweuxiéme chapitre discutera ainsi du
développement de cette méthode d’identificationiceddire utilisant 'atome de tritium
comme étiquette radioactive. Notre approche sefia ealidée dans un troisieme chapitre en
'appliqguant a la caractérisation des acides amindsliqués dans l'interaction entre la
protéine humaine hAsflsget un fragment de I'histone H3.

! Par la suite, nous emploierons le terme anglais f®tprinting ». Ce terme désigne une méthodesistant &
prendre une empreinte de la zone d’interactiomtitiée en comparant la macromolécule seule ourésgmce

d’'un partenaire.



| Deétection et caractérisation des interactions

protéine—protéine






De nombreuses approches biochimiques, biophysigégtiques et informatiques ont
été développées pour détecter et analyser lesatii@ns protéine—protéine. Selon la méthode
utilisée, différents types d’informations peuveireéobtenus. Ces multiples méthodes sont
employées dans le but d’identifier les protéineggpaires, de mesurer qualitativement ou
guantitativement les interactions protéiguewitro ouin vivo, de visualiser ces interactions
dans les compartiments cellulaires, ou de caraetéries interfaces d’interaction entre
protéines [1, 2].

Ainsi, différentes techniques d’électrophorese sauilisées pour identifier les
interactions protéine—protéine, comme le gel retdiélectrophorése avec détection par
fluorescence et le « Blot overlay», une méthodédasir le principe du Western Blot [3, 4].
Des techniques daffinité sont aussi utiliséees cemrie GST-pull-down, la co-
immunoprécipitation et la purification d’affinitthgandem, suivies d’'une identification par
électrophorése en deux dimensions ou par une si&papar chromatographie liquide haute
performance (HPLC) couplée a la spectrométrie desméMS) [5-8]. La méthode de double
hybride, ainsi que les systémes de complémentgbian fragments de protéines sont
couramment utilisés pour la détection a haut dedt interactions protéine—protéimevivo
[9-12]. Des méthodes génétiques de type « Synthattiality » peuvent également permettre
de détecter a haut débit les interactions entre geaduits de genes, mais plus globalement
décrivent les interactions génétiques en appodestnformations fonctionnelles [13-16]. De
plus, des algorithmes sont développés pour recoendans la séquence primaire d'une
protéine des motifs de séquences ou de domainastéastiques d’un type d’interaction [17,
18].

La visualisation et la quantification en temps s interactions protéine—protéine dans
les cellules vivantes peuvent étre réalisées pautatshniques de fluorescence (FRET) ou de
bioluminescence (BRET) [19-22].

Il existe aussi toute une série de méthddegtro qui apportent des informations telles
gue la stoechiométrie du complexe, [I'état doligoisetion ou des données
thermodynamiques ou cinétiques. Le dichroisme kein@y habituellement employé pour
déterminer la structure secondaire des protéinesadution, est utilisé pour suivre les
changements de conformation lorsque deux protéimesagissent ensemble [23]. Cette

technique quantitative permet d’estimer les coristam’affinité du complexe étudié. Une
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autre technique, la calorimétrie par titration lestale, permet de déterminer directement les
parametres thermodynamiques de la réaction d'agtsmtide deux protéines en solution [24].
La résonance plasmonique de surface permet quelte #étude des interactions protéine—
protéine en temps réel et détermine les constalgestesse d’association, d’équilibre et de
dissociation en suivant la fixation d'une protéiee solution sur une protéine cible
immobilisée [25]. La polarisation de fluorescenarnpet également d’obtenir une valeur
précise de la constante de dissociation a I'éqeilitKy) [4, 26]. Une autre méthode,
I'électrophorese capillaire d’'immunoaffinité perngeta fois de déterminer a haut débit des
constantes d’association, des constantes de viessestoechiométrie du complexe étudié
[27, 28].

La stoechiométrie d’un complexe peut également é@erminée en associant la
technique de diffusion d’'un faisceau laser mulias avec la chromatographie d’exclusion
et la réfractométrie interférométrique [29]. L'a@ltentrifugation analytique et la
chromatographie de filtration sur gel sont utilséedépendamment pour déterminer I'état

d’oligomérisation du systeme et obtenir des conetad’association [30-32].

Ainsi, de nombreuses méthodes sont utilisées paactériser d’'une maniere ou d’'une
autre les interactions protéine—protéine [1, 2ln®an souci de clarté, nous avons choisi de
développer uniquement les principales approchesgtéant de réaliser expérimentalement
l'identification des interactions physiques entretpines a I'échelle du génome, telles que les
méthodes d’affinité couplées a la spectrométriandsse et le double hybride. La seconde
partie de ce chapitre traite des principales méhquermettant de caractériser les interfaces

protéiques et les structures de complexes.

I.A Identification a haut débit des interactions proténe—protéine

.LA.1 Méthodes d’affinité couplées a la spectrométrie dmasse.

La combinaison de méthodes de purification de pregéet de la spectrométrie de masse
est une des méthodes les plus utilisées pour détiest interactions protéiques. De maniere
générale, une protéine reconnaissant une étiqoetten épitope est fixée sur un support

solide. Un lysat cellulaire est élué sur ce suppbies protéines spécifiques s’y accrochent
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[5]. Généralement, les protéines isolées par patibn sont séparées par gel SDS-PAGE,
digérées par une enzyme puis analysées par MALA-{NDatrix-Assisted Laser Desorption
— Time-Of-Flight) ou par LC-ESI-MS (Liquid Chromap@aphy / Electrospray lonization /
Mass Spectrometry). Les listes de masses des pepiltservés permettent de remonter aux
protéines impliguées en comparant avec des basdsmiees. De la LC-MS-MS peut aussi
étre faite pour identifier le peptide et donc latpme [33, 34]. La spectrométrie de masse est
une méthode de choix car elle permet rapidemenétecter des centaines voire des milliers

de protéines en un jour a des concentrations efBgs au picomolaire.

a. La co-immunoprécipitation

Une des facons les plus classiques consiste & iesleomplexes protéiques formiés
Vivo, en réalisant une co-immunoprécipitation ave@anicorps (monoclonal ou polyclonal)

reconnaissant la protéine cibErfeur ! Source du renvoi introuvable.).

in vivo; lysats cellulaireq ;
B i Co-immunoprécipitatiorf Identification
protéines en mélange]
>
Q@- P am &=
@ ° @
O >
Q8 .0
© Q@ Q @- r
@) Lavages Elution
O >
~« : :
SDS PAGE ; Western Blot ;

digestions ; LC-MS-MS

/ O Protéines non 8 Protéine \Protéine X Y Anticorps spécifiques o Protéine A

Q ® spécifiques partenaire cible de la protéine cible X ou

Protéine G
Figure I-1Principe de la co-immunoprécipitation.

Le complexe immun est alors capturé sur supportiesau est fixée soit la Protéine A
soit la Protéine G qui interagit avec I'anticorh® processus de capture du complexe en

solution est appelé précipitation. Aprés un laverensif des billes d’agarose pour éliminer

-7 -



les interactions non spécifiques, les protéinedefixsont éluées et les partenaires identifiees
par spectrométrie de masse. Cette méthode posawdathge de pouvoir isoler rapidement
dans des conditions physiologiques les protéinglmgdnes concernées et leurs partenaires
associés, sans avoir besoin de recourir a desgdenau des expressions ectopiques. Cette
meéthode présente plusieurs inconvénients, notamiaenécessité d’avoir un anticorps de
bonne qualité pour chaque protéine testée. De gassfaux positifs peuvent apparaitre quand
des protéines autres que lI'immunogene réagissett kanticorps immobilisé ou se fixent
non spécifiquement sur la résine. Enfin, les lasagigccessifs pour diminuer cette derniére

difficulté risquent de décrocher les protéinesgraaires qui présentent de faibles affinités.

b. Purification par affinité par I'intermédiaire d’éti quettes

L'utilisation d’épitopes ou d’étiquettes (His, Flailyc, biotine, GST ...) permet de
s’affranchir du probléme de production d’anticogmgcifiques de chaque protéine. De plus,
la préparation de banques de protéines préserndamhéme étiquette a partir d’ADN
complémentaire (ADNc) est simplifiee. La purificati par affinité consiste a fixer sur un
support la protéine cible par I'intermédiaire d& stiquette. Par exemple, une protéine X de
fusion avec la Glutathion S transférase (GST) estroghée sur des billes d’agarose
supportant du Glutathion réduit (GSH) (Figure I-2).

Passage du surnageant Aprés lavage s

S
e

/ O Protéines non Protéine Protéine X Glutathion S ,GIutathion
Q @ spécifiques partenaire cible transférase réduit

Figure 1-2 Représentation schématique du principe al GST-pulldown.

Billes

agarose




Les partenaires issus par exemple d’'un extraitilegle interagissent avec la protéine X
alors que les autres sont éliminés lors de lavdgesomplexe ainsi isolé est ensuite élué avec
de la GST libre puis analysé par gel SDS-PAGE esté/e Blot ou par spectrométrie de
masse. Ces expeériences permettent d'avoir une graeproductibilité. Par contre, ces
constructions peuvent entrainer des différencespdassion de protéines les unes par rapport
aux autres, ou la surexpression de protéines tegigour la cellule. Les étiquettes fusionnées
a la protéine peuvent aussi entrainer de mauvaiements. Cette méthode, en utilisant
I'étiquette Flag, a permis de fournir en 2002 @s deux premiers exemples d’identification

a I'’échelle du protéome d’interaction protéine—pno¢ par spectrométrie de masse [6].

c. La purification par affinité en tandem (TAP-TAG)

La méthode « Tandem Affinity Purification » (TAP)stebasée sur [Iutilisation
séquentielle de deux étiquettes [35, 36]. Une pretde fusion possédant une Protéine A, un
site de coupure a la Tev et un peptide affin paurdimoduline (DLC) est exprimée dans la
cellule. Le complexe formé autour de cette protéase purifié une premiere fois par
lintermédiaire de la Protéine A qui interagit avemmunoglobuline immobilisée sur billes.
Apres lavage puis clivage avec la protéase spéeificev, le complexe purifié s’accroche une
deuxiéme fois sur des billes ou la calmoduline fegte. Cette deuxiéme étape permet
d’éliminer la Tev et les protéines non spécifiqueajout de EGTA permet ensuite de libérer
le complexe protéique purifié. La détection se éamisuite par spectrométrie de masse. Cette
méthode permet de sélectionner les complexes demsahditions quasi physiologiques, de

maniére hautement reproductible et comparable.



Protéine A
Protéine X de \ Billes IgG
fusion cible DLC

% Site de clivage
G Protéine
partenaire
L
 J
J
|

de la Tev
Protéine non Etape 1

spécifique

Domaine lia nt
la calmoduline

Tev
Protéine A

Protéase Tev

Calmoduline

Etape 2
Immunoglobuline G
(19G)
/ Billes
Calmoduline

EGTA

Figure 1-3 Principe de la purification par affinité en tandem.

Cette méthode a été appliquée a I'étude de prote@meaut débit comme celui de la
levure Saccharomyces cerevisig@, 37, 38]. L'utilisation de cette méthode chezs |
eucaryotes supérieurs reste plus compliquée. Tamstela cartographie de 32 protéines
connues ou supposées étre impliquées dans le cldeniansduction du signal TNFNF-«xB
humain a permis de détecter 171 interactions pret@rotéine, et ce dans les conditions
physiologiques et tout et conservant leurs modifica post-traductionnelles respectives [39-
41]. Des séries de modifications de cette technige/MS sont apparues pour notamment
améliorer la possibilité d'utiliser cette méthoddnaut débit chez les eucaryotes supérieurs
[40, 41].
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[.LA.2 Le double hybride

Une autre méthode trés répandue pour réaliser identification a grande échelle
d’interaction protéine—protéine deux a deuxiretvivo est le «double hybride ». Cette
technique a été développée par Fields et Song lehézvure Saccharomyces cerevisiae
(Figure 1-4) [42].

1.
\4
Protéine Y
fusionnée au
domaine
ADN S
d’activation de la
UAS Geéne rapporteur transcription (DA)
2.
Activation de la
transcription
ADN Protéine X
UAS Geéne rapporteur fusionnée au
domaine de
liaison (DL) a
I’ADN

Figure 1-4 Principe du double hybride.

Cette méthode originale est basée sur I'utilisatiom activateur de la transcription Gal4
dont les domaines de liaison a 'ADN (DL) et d'aetiion de la transcription (DA) peuvent
étre dissociés. Le principe consiste a exprimersdanlevure, sous la forme de protéines
hybrides, les deux protéines X et Y dont on vestetel'interaction. La protéine de fusion
DL—X est obtenue en fusionnant une protéine X aunalpe N-terminal de Gal4 qui se lie de
facon spécifique a la séquence d’ADN (UAS). La @iree de fusion Y-DAest obtenuguant
a elle en fusionnant une protéine Y au domainer@ital de Gal4 qui contient la partie
activatrice de la transcription. Les deux plasmigigisportent ces constructions sont introduits
dans une souche de la levi@accharomyces cerevisiaentenant le géne rapporteur GAL1-
lacZ sous le contrble de la séquence UAS ou vientxar fipécifiquement le DL. Lors de
l'interaction entre la protéine Y et la protéinelX DA se retrouve de nouveau associé au DL.
Le géne rapporteur GALlacZ, qui encode pour Ia-galactosidase, est alors transcrit. Cette

enzyme transforme un substrat soluble et incolgrgal = 5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-
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thiogalactopyranoside) en un composé bleu insolubitte astuce permet de sélectionner les
colonies capables d'utiliser le galactose présamsdle milieu ou devenant bleues, le
changement de couleur signalant la présence dhteeaction entre deux protéines. Depuis,
de nombreuses études ont été menées en utilisattatégie du double hybride. Diverses
versions améliorées ont été développées, en utilisatamment d’autres types de genes
rapporteurs (HIS3, LEU2, ADE2, URAS3,...), d’'autresntlines de liaison a I'ADN (lexA,
TeR,...) ou méme en transposant la méthode dangebasystémes (bactéries, mammiferes)
[43, 44].

Cette méthode permet de détecter les interactioviso. Elle est sensible, rapide, simple
a mettre en ceuvre et ne nécessite aucune punficptéalable. Ce systéme permet d’étudier
tous les types de protéines participant aux diffésrg@rocessus cellulaires, a I'exception des
protéines membranaires et extracellulaires. |l gérde détecter les interactions faibles et
transitoires. Enfin, avec I'apparition de nouvelesiantes de la méthode double hybride, la
détection des protéines impliquées dans des int@ngcavec 'ADN (one-hybrid system),
'ARN (RNA-based three-hybrid system), de petitgahds (small molecule-based three-
hybrid system) et des protéines ayant subi desfioations post-traductionnelles, est rendue
possible (Tribrid system) [45, 46].

Les systemes « two-bait two-hybrid » et « dual Ibai-hybrid » permettent de tester
dans une méme cellule et donc dans les mémes icosdithysiologiques, une protéine Z-DA
simultanément avec deux protéines (X-DL et Y-DL)det discriminer laquelle des deux
protéines est en interaction [47-50]. La mise aintpd’'une version inversée du systéme
double hybride, le « Reverse two-hybrid » permesélectionner cette fois-ci les souches de
mutants de la protéine X qui n’interagissent pluscala protéine Y, et ainsi de mettre en
évidence l'importance de certains acides aminés piateraction [46, 51, 52]. Ce systéme,
basé sur le concept de « sélection négative » eepos I'utilisation d'un gene rapporteur
URAS3 dont I'expression va étre toxique pour la welldans des conditions de croissance
spécifiqgue. Ce gene encode pour une enzyme UraSatplyse la transformation de I'acide 5-
fluoroorotique (5-FOA) en un composeé toxique paucellule. L'interaction d’'une protéine
Y-DA avec une autre protéine X—DL mutée mais farotelle va entrainer I'expression de
'enzyme Ura3 et ainsi la mort cellulaire. La pmése d’'une mutation perturbant plus ou
moins fortement cette interaction va provoquer dimainution de I'expression du gene

rapporteur et donc une survie cellulaire accrue.
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La méthode double hybride possede I'énorme avantiggouvoir étre utilisée en
criblage a haut débit [53]. Onze ans aprés l'apiparide la méthode, la premiére carte
d’interaction a I'échelle du génome de la levBeecharomyces cerevisiageté dessinée [54].
Suite a cela, un nombre important d’interactomegéagénéré pour plusieurs organismes :
Helicobacter pylori Plasmodium falciparumCaenarhabitis elegansles virus, des levures,
la drosophile et tres récemment ’homme [8, 9,56261].

Le principal inconvénient de la méthode double ligest la génération de nombreux
faux positifs (interactions non spécifiques, pnoédi de fusion X-DL autoactivatrices),
estimés a plus de 50% lors d’'un criblage. De glusgtes les interactions ne sont pas visibles,
et leur détection de facon binaire ne permet pdsritification des complexes multimériques.
Du fait de la localisation nucléaire du systemepaageur, les protéines impliquées dans les
interactions doivent étre présentes dans le noyaa an repliement natif. La détection des
interactions impliquant les protéines membranagss donc bien compromise. Enfin, la
toxicité de certaines protéines empéche leur aealigss ce systema vivo. Malgré ces
inconvénients, le systeme double hybride reste mmé¢hode de choix pour poser les

fondations de I'étude des interactions protéinectgine a I'échelle du protéome [45, 53].

|.LA.3 Les systemes de complémentation par fragments deqiéine

L’analyse des interactions par double hybride @sitde, comme nous l'avons vu
précédemment, a la détection des interactions l@amsyau. Afin d’améliorer cette méthode
double hybride, des modifications ou évolutions @8tapportées. Des systemes analogues de
« complémentation par des fragments de protéirsssbbasés sur I'idée de scinder en deux
une protéine, généralement une enzyme, pour quigdede son activité, puis de la
reconstituer par l'intermédiaire de linteractiomtr® deux protéines de fusion X et Y.
L’interaction entre les deux morceaux de la praéilivée doit étre suffisamment faible pour
gu’elle ne s’auto-réassemble pas sans X-Y. La tiétedes interactions peut ensuite se faire
soit directement par fluorescence, par bioluminesee par colorimétrie ou survie de la

cellule, soit indirectement en passant par 'atiibrad’'un gene rapporteur.
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a. La méthode « split ubiquitin »

Une méthode basée sur l'utilisation des fragmentst IC-terminaux de l'ubiquitine et
d’'un gene rapporteur a été développée pour I'étledeinteractions impliquant des protéines
membranaires [62-64] (Figure I-5). L'interactiorésgique entre les protéines X et Y permet
la reconstitution des fragments N et C-terminaux’dleiquitine (Nub et Cub). Lors de la
réassociation, les protéases spécifiques de I'itngwiennent cliver et libérer I'activateur de

la transcription (R) qui entre dans le noyau pativar la transcription du gene rapporteur.

X < Y X X Membrane

Cub Cub

Nub Nub Nub
Protéases
o

Noyau

_® —

Geéne rapporteur

Figure I-5 Schéma de principe de la méthode « splitbiquitin ».

Cette méthode de « split-ubiquitin » présente Paage de détecter les interactions dans
leur environnement natiin situ et in vivo et tout comme la méthode double hybride, les
interactions transitoires sont détectées [65]. Uaeante utilise la survie cellulaire comme
systeme de détection des interactions [66, 67]eRéwent, I'équipe de Frommer a criblé les
partenaires éventuels solubles et membranairesahesix a potassiumA¥abidopsis[68] et
Fields et son laboratoire ont identifié a grandée#ie des interactions impliquant des

protéines membranaires intégrales [10].

b. Autres systémes de complémentation par fragments geotéine

La méthode « split—ubiquitin » ne permet pas dedét les interactions entre protéines
du cytoplasme et protéines nucléaires. D'autrehauéts analogues sont développées dans la
méme période, utilisant des enzymes comme la ditigidte réductase (DHFR) [69], [&
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galactosidase [70], I8-lactamase [71, 72], la luciferase [73, 74] maissaules protéines
fluorescentes (GFP,YFP,...).

i. Le systeme « split-DHFR »

La méthode « split-DHFR » permet la détection desractions par sélection sur un
milieu déficient en nucléotide ou par I'intermédéad’un inhibiteur fluorescent spécifique qui
interagit de facon stoechiométrique avec la DHFEbmstitué [69]. Ce systéme a permis de
tester 1,72.18 combinaisons de polypeptides pour permettre kectiéh de nouvelles paires
de « leucine zipper » [75]. Toutefois, en raisoraléxation d’'un seul inhibiteur fluorescent
par enzyme reconstitué, ce systéme n’est pas bas@mplification enzymatique du signal

fluorescent et présente donc des problémes debddasi

ii. Le systéme « split-galactosidase »

La trans-complémentation de deux mutants et Ao de la p-galactosidase lors de
l'interaction de X avec Y permet de retrouver liaité enzymatique nécessaire pour
métaboliser un substrat fluorescent [70]. Malheseewent, la taille importante de I'enzyme
peut géner stériguement l'interaction et un breitfdnd constant est observé a cause de la

capacité des deux mutamta et Ao a interagir faiblement.

ii. Le systeme « split-lactamase »

Un systeme utilisant I-lactamase permet de contourner ces inconvénigeléspossede
un substrat fluorescent (CCF2/AM) perméable aulules qui permet a la méthode d’avoir
une sensibilité importante et d’étre détectablgwsiques minutes. Cette méthode permet a la
fois de détecter des interactions transitoires,snaaissi les interactions protéine—protéine
inductibles par des hormones, du calcium ou mémerésence de modifications post-
traductionnelles. Enfin, cette méthode peut étagptik a un criblage a haut débit de banques
d’ADNc [71, 72].

iv. Le systéme « split-luciferase »

Une méthode de détection par bioluminescencesani la luciférase, présentant une
sensibilité élevée et un bruit de fond tres failplermet de détecter de facon efficace les
interactions protéine—protéine avec ou sans madifios post-traductionnelles dans les

cellules et les animaux [73, 74].
v. Complémentation de fragments de protéines fluoreges

- 15 -



D’autres méthodes de complémentations sont baséd'sitlisation directe de protéines
fluorescentes (GFP, YFP, ...) [76]. Cette méthodenperde détecter des interactions faibles
ayant un K de I'ordre du millimolaire [77]. Sur le méme pripe, des travaux ont été menés
pour développer toute une gamme de protéines HBuoerges avec des caractéristiques
spectrales différentes pour pouvoir visualiser $iam&ément plusieurs interactions dans la
méme cellule [78]. Cette méthode de complémentatefiuorescence bimoléculaire (BiFC),
testée sur une interaction connue entre bJun e, bE@ermis de tester et développer 12
protéines fluorescentes avec 7 classes spectrdfésedtes. Un exemple récent, utilisant la
protéine de fluorescence YFP, a permis la détectimteractions faibles et transitoires dans
un processus biologique de sécrétion de protéinffisild & étudier avec les méthodes
courantes [11]. Par simple criblage d’'une banqeepmcédé est capable de détecter des
interactions entre protéines cytoplasmiques, menair@s ou nucléaires. De plus, ce criblage
se faitin situ et in vivo, dans un environnement physiologique normal, alex niveaux
d’expression des protéines de fusion comparablesedx des molécules endogénes.
L’intensité d’émission d’un tel systeme permet dgugliser par microscopie de fluorescence
les complexes formés dans leurs compartiments laiele normaux dans les cellules de
mammiféres vivantes. Avec l'utilisation de ces eysts de complémentations, des criblages
de banques ciblés sur une protéine donnée d'uregsas biologique ont pu étre réalisés [79,
80].

c. Les intéines

Une équipe japonaise se sert d’un concept faiséenvienir le phénomene de « splicing »
de protéines [81]. C’est un processus autocatalgtigost-traductionnel ou une intéine est
excisée, produisant de maniere concomitante Isoliades deux extéines flanquantes. Il est a
noter que le remplacement des extéines par d’apéesdes ne perturbe pas le phénomeéne de
« splicing ». Umezawa et son équipe les ont domplacés par les fragments de luciférase ou
de GFP pour réaliser la détection des interactesiee les protéines X et Y de fusion par le

systeme de reconstitution des protéines [82, 83].

Bien qu’ils permettent d’identifier les interact®rentre protéines membranaires et
cytoplasmiques, les systéemes basés sur la readiwstitou sur la complémentation de
rapporteur clivé présentent un signal plus faille gelui provenant d’'une protéine rapporteur
intacte. La derniere avancée de la méthode évitprakléme en utilisant un domaine de
liaison a I'ADN (DL) et un activateur de transcigt (DA) entier [81]. Le DL est modifié
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pour 'empécher de localiser seul dans le noyale &A n’est actif que lorsqu’il est lié au
DL. Ces deux molécules sont attachées respectitemen parties N- et C-terminales de
'intéine DnaE (DnaEn et DnaEc). Les protéines XYetsont liees a l'autre extrémité
respectivement de DnaEn et DnaEc. L'interactiomeed et Y accélere le repliement des
deux morceaux DnaEn et DnaEc qui induisent le icisgl» de la protéine. Le DL-DA

active alors le gene rapporteur (Figure I-6).

« Splicing » de @

protéine
i Noyau

Geéne rapporteur

Interaction protéique

DnaEn - >
DnaEc —

Transcription

Figure I-6 Principe de la méthode de « splicing »elprotéine.

Cette technigue permet I'étude des interactionsépre—protéine dans les cellules de

mammiferes.

Actuellement, la détection des interactions praéprotéine par criblage a haut débit est
principalement réalisée avec les méthodes d’affinduplées a la spectrométrie de masse et
avec le double hybride. Cependant, d’autres métheristent comme le « phage display » et

les méthodes d’identification sur support solidgkin développement.

.A.4 Autres méthodes a haut débit

a. La méthodologie du « phage display »

Bien que la méthode de « phage display » soit jpd@tement utilisée dans diverses

applications comme Il'optimisation de I'affinité dthcorps pour leurs antigenes, I'évaluation
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de meédicaments potentiels et le criblage de nowveahibiteurs, cette méthode peut

également servir a la détection des interactiotre gmotéines [84-86].

Cette approche consiste a cloner le géne d’intéréfusion avec un gene exprimant une
protéine de la capside du phage, dans un plasnpldagémide) ou dans le génome du
bactériophage. Lors de I'expression de la protéiegfusion, les peptides ou les protéines
d’intérét sont alors présentés en surface de Isidapd4]. Le nombre de copies de ligand par
phages peut aller de 1 a 2700. Des banques dedeeptiéatoires ou de domaines de
protéines, mutés ou non de fagon aléatoire surwplusieurs résidus, exposés a la surface
des phages, sont ainsi obtenues [87]. Ces banquésé&ectionnées sur des protéines cibles
immobilisées sur microplaques (Figure I-7). Apresndmbreux lavages, les phages fixés sont
élués puis isolés et amplifiés par infection detérdes. Les phages amplifiés sont sélectionnés
a nouveau sur la méme cible. Apres trois a sixstaler sélection-amplification, 'ADN des
phages sélectionnés est analysé pour donner leers&guprotéigue correspondante. Des
pressions de sélection peuvent étre introduiteshague tour ainsi qu’une diversité

additionnelle par mutagenese.

Amplification dans E. coli

et nouveau tour de sélection

Criblage de banque de phage

5 ; 5 ; Lavage Elution kﬂ
M

Figure I-7 Principe général de l'identification d'interaction protéine-ligand par « phage display ».

Cette stratégie permet de cribler plus d&" Holécules recombinantes différentes [85].
Ce criblage a haut débit des interactions protireeine peut étre réalisé en construisant des

banques de peptides [88, 89], d’ADNCc [90] ou dgiinants de génome [91]. Pour faciliter les
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études a I'échelle du génome, des méthodes exp#afas ont été combinées, telles que le
phage display et le double hybride, avec une aperatformatique [89] ou le phage display
avec de la synthese peptidique a haut débit (Spahssis) et un programme de
reconnaissance de séquences proteiques [88]. dmytehtilisation de banques de peptides
présente un certain nombre d’inconvénients. Desrantions non naturelles peuvent étre
détectées. Les deux partenaires peuvent étre diffiéseits compartiments cellulaires,
exprimés dans différents tissus ou a différentesogeés du développement. Le peptide
détecté peut étre enfoui dans la protéine danscdasditions physiologiques. Enfin, si
l'interaction nécessite une plus grande surface ptre effective, un petit peptide ne suffira

pas pour détecter l'interaction.

Pour leur part, les protéines dintérét exposeesseriace peuvent présenter des
problemes de repliement, mais également étre dégsa@t certaines protéines peuvent étre
toxiques pour le phage. De plus, la fusion d’ur@éine hétérologue avec une protéine de la
capside virale peut aussi empécher le bon asseebliagrirus ou limiter I'infection de la

bactérie.

Des systemes similaires au «phage display » orit Weur apparition. lls
emploient d’autres bactériophages [92, 93], dessvit'eucaryotes [94, 95], mais peuvent
aussi présenter les peptides a la surface de les;tde levures [96] ou de cellules d’insecte
[97].

b. «In vitro display »

Des techniquesn vitro (« ribosome display », « mMRNA display », « DNA &y »)
permettent d'éviter certains problemes rencontasdes techniques utilisant des étajes
vivo comme le « phage display » et le double hybri@101].

De maniere générale, ces méethodewitro sont basées sur la sélection sur plusieurs
cycles de protéines hybrides ayant une affinitér dauprotéine cible immobilisée. Elles
permettent de produire de larges banques de mekcduybrides ou le génotype est
directement lié au phénotype. Ainsi, lorsque la énole hybride interagitia sa partie
protéigue avec la protéine fixée, 'ADN ou I'ARN di@ molécule hybride sélectionnée est
amplifié respectivement par PCR ou RT-PCR. Cetfeaghe permet d’identifier directement
la protéine impliquée dans l'interaction (Figur&)I-
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Figure 1-8 Principe du « mRNA display » [102].

La méthode « mRNA display » permet la productigragir d’ADNc de banques de 0
molécules hybrides. L'ARNmM transcrit est traduntvitro en une protéine qui reste liée a

’TARNm par I'intermédiaire d’une puromycine situaeson extrémité 3’ [102, 103].

Pour la technique de « ribosome display », la jpretéeste liée au complexe ribosome—
ARNmM en bloquant dans la glace la traduction endinprocessus et en augmentant la
concentration de magnésium pour stabiliser le cergl Une amélioration stabilisant
d’avantage le complexe ribosome—-ARNm—protéine anjgel’identification d’interaction
entre deux protéines membranaires [104]. Cettentgub de « ribosome display » couplée a
I'« alanine scanning » a aussi servi a la caraatan d'interface protéique [105] (1.B.2b).

Enfin, pour la méthode « DNA display », 'ADN estrstruit fusionné a la biotine et
contient la séquence d’une protéine fusionnée siréptavidine. Lors de son expression, la
protéine de fusion va se lier & son ADN par l'iatgion streptavidine—biotine [101].
L’avantage de 'ADN sur 'ARN est qu’il est plusaftie et qu’ainsi des conditions parfois

plus dures peuvent étre testées.
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c. ldentification a haut débit sur phase solide

Ces dernieres années, des eétudes ont été menéesd@elopper des méthodes
permettant d’exprimer, de purifier et de fixer gestéines sur phase solide dans un format de
criblage a haut débit de type plaques de 96 pai@$-fL09]. Une des techniques consiste a
fixer une banque d’ADNCc sur phase solide et & ex@rin situla protéine d’'intérét fusionnée
a une étiquette (antigene, biotine, ...) qui perraefixation de la protéine sur son site de
production [108, 110]. Le premier exemple de clanag de purification systématique d’un
protéome eucaryote entier a été réalisé en fixartan 80 % des protéines exprimées dans
cerevisiag111].

La réalisation d’'un criblaga vitro sur phase solide permet de contréler les parametre
environnementaux de I'expérience comme la concemtraen ions, le pH du tampon,
I'addition de cofacteurs, et ce de maniére fialbleeproductible. Mais surtout, cette technique
a l'avantage d’exiger tres peu de matériel protigt de permettre I'étude des protéines
membranaires. Toutefois, ces méthodes nécessitariddes techniques d’expression et de
purification a haut débit de protéines natives auacbon rendement. De plus, lors de
limmobilisation sur support solide, les protéingsuvent étre altérées ou étre orientées de
telle maniere que la zone d’interaction n’est paeasible. Ainsi, des protéines inactivées ou

dénaturées pourraient conduire a des faux positifsegatifs [110].

Malgré ces inconvénients potentiels, de récentmplas montrent qu'il est possible de
détecter des interactions entre protéines a héaait. dgnsi, 30 protéines impliquées dans la
réplication de 'ADN ont été criblées les unes cerles autres de maniere binaire et 110
interactions ont été détectées [108]. Un autre maa de fixer uniquement les domaines
fonctionnels des protéines et de tester leur iotiena par criblage avec des banques de
protéines ou de peptides [112, 113].

La détection des interactions sur microplague p&teg réalisée par des marqueurs
fluorescents, chimioluminescents, radioactifs, naissi par des techniques sans marquage
telles que la résonance plasmonique de surface)(S&Rnicroscopie de force atomique
(AFM) ou la spectroscopie d'impédance électrochimigLa méthode de fluorescence est
souvent utilisée car elle est compatible avec dasrsers laser de microplaques. Par exemple,
la microplaque est incubée avec les protéines mres potentielles biotinylées, lavée

plusieurs fois et incubée avec un marqueur fluemséusionné a une streptavidine. La
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formation de l'interaction biotine—streptavidinerpet de détecter par l'intermédiaire du

fluorophore I'interaction spécifique entre la piogcible et la protéine partenaire [111].

Actuellement, des études sont menées pour déveldpseechniques qui ne nécessitent
pas de marqueurs, comme la résonance plasmoniqueairtbce [25]. Cette méthode de
détection sur phase solide sans marquage estdarggandue. Les données cinétiques sont
obtenues en mesurant, au voisinage de la surfacda gorotéine est immobilisée, le

changement local de l'indice de réfraction (Figli€g.
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Figure -9 Courbes typiques de liaison obtenues parésonance plasmonique de surface. L'indice de
réfraction augmente lorsque des protéines se fixersur la protéine cible immobilisée sur la phase sidk.

Les constantes d’association, d'équilibre et de disciation en sont déduites.

Ce systeme automatisé permet l'injection de tréspeolumes et se contente de faibles
guantités de matiére. Cette technologie peut éilisée pour le criblage de mini-banques
limitées actuellement a 64 molécules immobilisddsl[ 115]. La spectrométrie de masse est
fréquemment couplée a cette méthode pour identfiees élution les partenaires liés a la
protéine cible [25, 116].

Une autre technique appelée spectroscopie d’impédatectrochimique permet de
détecter les interactions protéine—protéine en raasles variations de résistance de transfert
d’électrons a I'électrode de surface ou est fix@erotéine [117]. Il existe toute une série
d’autres techniques pour la détection des intarastprotéiques couplées a un systeme de

criblage a haut débit qui sont en cours de dévelogmt [25, 110].
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Il existe beaucoup de méthodes permettant d’obtisrinformations sur l'identité des
protéines impliquées dans les interactions a petité& grande échelle. Une seconde étape,
non moins importante, est de caractériser le pdgslutivement possible les acides aminés
impliqués dans la zone d’interaction. Ces résufiatsnettront a la fois de mieux comprendre
les phénomenes intracellulaires liés aux interastiorotéiques et de faciliter par exemple le
développement de nouveaux médicaments en se bssarés informations structurales

obtenues.

|.B Caractérisation structurale des interactions proténe—

protéine

La caractérisation des zones d’interaction peutase avec différentes techniques qui

permettent d’obtenir des niveaux de précision etédelution variables. Ainsi, des méthodes
couplées a la spectrométrie de masse telles queciless-linking », le « footprinting » par
clivage ou par oxydation par les radicaux hydroxgte 'échange™H/’H sont utilisées
seulement pour caractériser les zones d’interactilmms que la microscopie électronique, la
RMN et la cristallographie par diffraction de ragoX permettent d’obtenir les structures des

complexes avec des résolutions variables.

Avec une résolution faible (> 12 A), seule la forgénérale du complexe ou de larges
composants peut étre dessinée. A plus haute rigsglentre 10 et 6 A, il est permis de
pouvoir repositionner des domaines et des strustseeondaires comme les hélicesu les
feuillets . Mais il faut atteindre une résolution inféried& A pour pouvoir distinguer le pas
de I'hélice, commencer a observer individuellemigst chaines latérales volumineuses de
maniére non résolue et inférieure a 4,7 A pour iasrfeuillets individuellement. La Figure
I-10 représente a titre indicatif les niveaux dé¢adie obtenus pour la chaine latérale d’'un
tryptophane a un nombre d’angstrom donné. La résalest considérée comme étant bonne

en dessous de 3 A.
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Figure 1-10 Différents niveaux de résolution d'un ésidu tryptophane.

Dans un premier temps, les techniques permettafitehir les structures globales des

complexes seront exposees. Les méthodes carantdesaones d’interactions seront ensuite

décrites.

.B.1 Caractérisation de structures de complexes protéiees

a. La microscopie de force atomigue (AEM)

La microscopie de force atomique est une technigui@ermet de visualiser la topologie
de la surface d’'une molécule seule (Figure I-11 [A)8]. Elle permet aussi de détecter

l'interaction d’une molécule avec une autre en rixéa protéine partenaire sur la pointe

(Figure I-11 B.).

’
=T \ =
- Pk
\ /
]

i Distance
d’interaction

échantillow

Figure 1-11 A. Visualisation de la topologie d’'unemolécule par AFM ; B. Détection d’'une interaction

protéine-ligand par AFM.

L'opération de base implique l'utilisation d'une ipe2 nanométrique accrochée a
l'extrémité d’'une baguette flexible en porte-a-falmautement sensible a la force entre la

pointe et I'échantillon a analyser (Figure I-12p mouvement de la pointe, qui permet la
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génération de I'image, est contrdlé dans les doestx, y, z d’un cristal piézoélectrique et un

laser permet de détecter les distorsions du pefdepapar rapport a I'échantillon.

A. B.

Laser
Photodiode

Porte a faux

.,_\\

Pointe

“Echantillon

Scanner
piezoélectrique

\\___//

Figure 1-12 A. Représentation schématique du dispds de 'AFM ; B. Pointes.

Cette méthode permet d’obtenir des images deststescde protéines membranaires, de
grosses protéines ou de larges complexes avecésotution subnanométrique, mais peut
aussi suivre leurs changements de conformaticsitu [118]. Elle permet de suivre en temps
réel la dynamique des interactions protéine—pretélra force des interactions peut étre

caractérisée tres précisément (jusqu’au piconewidrg).

b. La microscopie électronique

La visualisation de I'échantillon a analyser seodér selon le protocole général suivant.
Les protéines partenaires d’intérét, purifiees abgénéité, sont préparées afin de les rendre
moins sensibles a la dégradation générée pardegtioms causées par le flux d’électrons. Ces
protéines peuvent subir une coloration négativepersence de sels de métaux lourds,
technique connue sous le nom de « negative stami@gtte technique permet d’obtenir un
bon contraste et ainsi d’analyser de petites strast Par contre, elle a tendance a modifier la
surface de I'échantillon a analyser. La secondehau& est connue sous le nom de cryo-
microscopie €électronique. La structure de I'écHiamtivitrifié est parfaitement préservée et
permet d’obtenir une bonne résolution, mais cetdriique a I'inconvénient majeur d’avoir

peu de contraste et ne peut donc pas analyseetiésspstructures.
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Les échantillons préparés sont adsorbés sur la galmicroscopie électronique couverte
par un film fin de carbone qui peut contenir detpgtuits dans le cas ou les échantillons sont
cryogeénisés. Le complexe protéique est visualigd Bomicroscope électronique, dans l'idéal
sous tous les angles, afin de pouvoir reconstiinerimage en trois dimensions. L’acquisition
d’'un maximum d'images pour chaque orientation estessaire pour obtenir la meilleure
résolution possible en moyennant les images du Empd’une méme orientation. Les
différentes vues sont alors agencées pour permatgereconstitution tridimensionnelle du

complexe (Figure I-13).

Préparation de o o
I’échantillon pour Visualisation Sélection des

la cryo-me par cryo-me données

Purification

Traitements des images Reconstruction 3D Analyse structurale Annotation

Figure [-13 Procédure générale utilisée en cryo-mioscopie électronique (cryo-me) et pour la

reconstruction 3D.

Afin de limiter les dommages subis par I'échantillal est soumis a un faible taux
d’électrons, ce qui cause une augmentation du blieiifond. De plus, pour augmenter le
contraste qui fait défaut, I'échantillon est analystentionnellement avec une mise au point
plus faible. L'ensemble de ces deux points limite@ #ésolution de la structure
tridimensionnelle finale. Bien que la limite acteetles microscopes électroniques permette
une résolution inférieure & 2,5 A, une résolutiaioar de 10 A en moyenne, avec des

maxima autour de 7 A est atteinte.
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Seules les grosses macromolécules remplissentiieses nécessaires pour étre extraites

et analysées car elles permettent d’'étre visualiagalessus du bruit de fond.

En regle générale, la microscopie électroniqueutistée pour visualiser des molécules
d’au moins 200 a 300 kDa [120]. Par exemple, leere de 231 kDa de sept sous-unités
Arp2/Arp3, impliqué dans la nucléation pour l'as$dmge des filaments d’actine, a été
obtenu avec une basse résolution d’environ 20 A«pargative staining » [121]. Cette étude a
le mérite de souligner certains avantages de laostgopie électronique vis-a-vis de la
cristallographie par diffraction de rayons X. Eregf contrairement a cette derniere qui
permet généralement d’obtenir uniquement la cordition qui se préte le mieux a la
cristallisation, la microscopie électronique a piermde visualiser les trois conformations
dynamiques du complexe sous forme ouverte, inteamédet fermée. Des expériences
appropriées ont notamment permis d’obtenir desimétions mécanistiques en caractérisant
la forme fermée comme étant la forme active. Unatgsments avancés est que la structure
aux rayons X de la forme inactive du complexe ABp2é peut correspondre qu’a la forme

ouverte.

Un autre avantage de la microscopie électroniqupustement qu’elle peut étre couplée
a des données de structure obtenues notammentig@ti@graphie [122]. La microscopie
apporte une forme générale des difféerentes contaynsadu complexe, et les données de
cristallographie permettent, apres docking, d’'affia une résolution « pseudo-atomique » la
structure d’une conformation donnée. En résumée tethnique de microscopie électronique
permet d’étudier toutes les conformations d’undéne a une résolution moyenne de 10 A, a
partir de trés faibles quantités de matiere. EHtenetamment trés bien adaptée pour I'étude de
gros complexes présentant beaucoup de protéin€sobénes difficiles a purifier et a
cristalliser et est ainsi une alternative intératsade moindre résolution, a la RMN et a la
cristallographie par diffraction de rayons X [12A®3]. Toutefois, les prochaines avancées
techniques devraient permettrent d’approcher dansuiur une résolution de 4 A. En
conclusion, la microscopie électronique permet t#oly des informations de structure sur les
complexes protéiques en disposant du méme coumfemations sur leurs interfaces. Des

exemples de complexes sont notamment cités dansrelewes récentes [120, 124].
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c. La méthode de diffusion de rayons X ou de neutronaux petits angles (Small-
angle X-ray or Neutron Scattering (SAXS or SANS))

Apparue dans les années 30, cette méthode s’esbg@ee dernierement pour étudier la
structure des macromolécules et complexes & dedaésolutions (10 & 30 A) en solution
dans des conditions proches du physiologique [12&.données de dispersion obtenues par
SAS en une dimension sont reconstruites par madiéirs moléculaire en trois dimensions
pour donner des informations sur la taille et lanfe globale du complexe étudié. Cette
méthode est souvent couplée au dichroisme cireuddia I'ultracentrifugation analytique qui
donnent respectivement la structure secondaireeirdormations de taille et d’anisotropie.
Elle permet de suivre en temps réel les changendsntsonformations et I'assemblage de
complexes. De plus, elle est trés utile pour cérasr quantitativement les mélanges de
différentes macromolécules ou les états d’'agrégatiet les diverses conformations d’une
méme protéine. Sa capacité a obtenir des informatole structure en solution sur des
domaines flexibles difficilement cristallisablesi Ipermet de compléter les informations
obtenues par cristallographie par diffraction dgres X et de contréler en solution les effets
éventuels de la cristallisation sur la structur2g]1 L'utilisation de SAXS et SANS combinée
a la deutériation sélective d'un des deux partesailu complexe permet de différencier les
informations de structure et de position obtenums phacune des deux protéines [125, 127].
En conclusion, cette technique permet d’obtenir olésrmations structurales de basse
résolution sur une trés large gamme de tailles descexemples dans la littérature allant de
6,5 kDa pour la protéine BPTI & 2,3 MDa pour lesbme [125].

d. La cristallographie par diffraction de rayons X

La cristallographie par diffraction de rayons X €she des deux méthodes les plus
résolutives, avec la RMN, pour caractériser legcsiires de protéines et de complexes. Elle
repose sur l'irradiation d’un cristal de protéirmrangement périodique tridimensionnel des
molécules de protéines) par un faisceau de rayonmoXdochromatiques généré par un
synchrotron. L'image de diffraction, collectée par détecteur de type caméra CCD, est
retranscrite sous forme d’'une carte de densitérél@que qui permet ensuite de générer la

structure du complexe en trois dimensions (Figtk4é)l
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: . ) . Carte de densité
Cristallisation Image de diffraction électronique Structure 3D

Figure 1-14 Du cristal a la structure tridimensionnelle.

La cristallographie par diffraction de rayons X @gerde une grande quantité de protéines
(de I'ordre de 5 & 10 mg) de grande pureté et @dit§umonodisperge Ces exigences sont
nécessaires pour obtenir des cristaux de tailike ejualité correctes. Le principal probleme de
cristallisation provient de la polydispersité dumgexe a analyser (moins de 10 % de succes
de cristallisation). Des protéines monodisperséseamtent généralement 70 % de chance de
cristalliser [128]. Aprés purification des proté&nalifférentes conditions sont testées (force
ionique, pH, température, concentration, natur@régipitant, détergents,...) pour amorcer et
optimiser la cristallisation des complexes [1290]13Du fait du nombre important de
conditions a tester, cette étape est souvent atisBaasur microplaques avec un robot [131,
132]. Les protéines peuvent étre modifiées en ragapit par exemple un résidu hydrophobe
de surface par un acide aminé chargé pour rédegerisques d'agrégation. Les régions
flexibles des protéines, qui empéchent ou limitardristallisation, peuvent étre enlevées par
des techniques de génétique recombinante [128btérdion du cristal leve le principal
probléme pour obtenir la structure d’une protéimegis d’'autres problemes secondaires
subsistent. La dégradation du cristal causée patanmgue exposition aux rayons X peut étre
limitée en collectant les données a partir d’'urstaticongelé dans une solution protectrice

(glycérol, sucrose, éthanol,...) a des températurggyéniques.

Un autre probléme en cristallographie est conng $®umnom de probléme de phase. Les
cristallographes ont mis au point quelgues méthpoes obtenir cette information de phase
comme le « Multiple Isomorphous Replacement » (M#R)des variantes (SIR, SIRAS,
MIRAS), la méthode « Single- or Multiple Anomaloléspersion » (SAD ou MAD) et le

« Molecular Replacement » (MR) [133]. Cette méthogei permet d’obtenir de hautes

2 Un échantillon protéique est dit monodisperse dubest pur, homogéne, proprement replié, de Sioewétrie
connue, dans un seul état de conformation et @&ewins de disparités possibles au niveau des ioaiiliins

post-traductionnelles.
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résolutions de complexes protéigques, a comme dergenvénient de nécessiter beaucoup

d’heures de travail.

Toutefois, il existe un nombre de plus en plus irtgd de structures de complexes
protéigues. Récemment, la structure du complexee datprotéine chaperonne Asfl et le
dimeére d’histones H3/H4 a été obtenue & une résolae 1,7 A [134]. Une autre étude a
permis d’éclaircir le phénoméne d’exportation decroeolécules du noyau au cytoplasme en
caractérisant la structure & 2 A d’un pore nuotéednstitué de I'exportine Cselp complexée

avec la protéine cargo Kap60p et la protéine Ran[385].

e. La Résonance Magnétigue Nucléaire (RMN)

La Résonance Magnétique Nucléaire, est avec ldakographie par diffraction de
rayons X, l'une des méthodes les plus résolutilzes. études sont réalisées en solution et
permettent de détecter de faibles interactionsgfyoés (nM a mM) [136]. Les résonances de
chaque noyau de la protéine, suivies individuell@mpermettent d’obtenir une résolution
atomique pour lI'ensemble de la structure. L'étudss dvoisins, de la mobilité et des
changements du noyau étudié permet respectiventedir des informations structurales,

dynamiques et sur les interactions et les modiboatde conformations.

» Caractérisation de structure
L’expérience classique NOESY (Nuclear OverhauseiedEf SpectroscopY) permet
d’accumuler en une seule expérience des millierdistances interprotons NOE (<5 A) pour
caractériser la structure tridimensionnelle d'unmptexe. Cette méthode nécessite le
marquage isotopique d’'une des deux protéines diplexe, ce qui permet de discriminer les

NOEs entre les deux macromolécules.

Le développement de RMN multidimensionnelles (3D 4&) et [l'utilisation de
marquages isotopiques sélectifd\( *°C), exploitant les transferts de magnétisationeetes
noyaux'H, N, 3C voisins, facilitent I'acquisition et I'interprétan de toutes les résonances

de protéines jusqu’a 40 kDa.
Mais, avec I'augmentation de la taille des compdexedtudier, le nombre de résonances

devient si important que des chevauchements dawsigapparaissent. De plus, les signaux

relaxent plus rapidement provoquant un élargissereerune perte de sensibilité de ces
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signaux. Dans le but d'étudier les gros complexasnéthodologie TROSY (Transverse
Relaxation-Optimized SpectroscopY) est apparueteCetchnique exploite les principes
physiques de la relaxation du spin nucléaire pagnenter artificiellement les temps de
relaxation des noyauXN, *H, et parfois-*C, un phénomeéne qui atteint son effet maximum a
haut champ magnétique. Cette technique permet dissalyser des complexes de tres haut
poids moléculaire avec une grande résolution. Laéimtion partielle a 70 % ou totale de la
molécule, le marquage inventif et les séquencgrities avancées telles que methyl TROSY,
CRIPT ou CRIPTNEPT permettent maintenant de cataetédes complexes proches du
million de daltons tel que le complexe GroEL-Gro#& 900 kDa mais aussi de larges
complexes membranaires [137-139]. Cette méthode éanmoins comme principal
inconvénient de nécessiter des quantités de pestéia I'ordre de plusieurs mg.

+ Caractérisation d'interface

La RMN peut utiliser des méthodologies plus rapidesnoins résolutives dans le but
unique de caractériser l'interface de l'interactemire deux protéines [140]. La plus connue,
la perturbation du déplacement chimique (CSP : GtedmShift Perturbation) permet
d’obtenir une carte détaillé de la zone d'intexatten réalisant une expérience en deux
dimensions™N-'H-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlatidfig@re 1-15). Un
titrage est réalisée sur une protéine A mardti§een absence et en présence d’une quantité
croissante de protéine B non marquée. La présemgadenaire d’interaction B induit des
variations des déplacements chimiques des notawet '°N des acides aminés situés dans la
zone d’interaction. Toutefois, des changementsaidocmations dans une autre zone de la
protéine induisent, eux aussi, des variations g¢adéments chimiques. L’'expérience inverse

permet d’obtenir les informations sur l'autre pro&
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Figure I-15 Cartographie des déplacements chimiquesgle la protéine A marquée™N d'un complexe
protéique obtenue par une expériencéH-""N-HSQC. Les déplacements chimiques de la protéine gont
enregistrés avec (rouge) ou sans (noire) protéineagienaire B non marquée. Le « shift » (déplacement

chimique) indique que le résidu est en interactionu situé dans une zone de changement de conformatio

Les expériences de saturation croisée ou de trandée saturation permettent aussi
d’obtenir des informations d’interface plus fiables elles ne sont pas faussées comme pour
les CSP par des changements de conformations @i interviennent en dehors du site
d’interaction. Cette méthode exige que la proté¥neoit marquée>N et perdeutérée a
I'exception des hydrogénes des amides. Les résesates protons aliphatiques du partenaire
donneur B non marqué sont saturées par irradi@iame certaine longueur d'onde. Le
mécanisme de relaxation croisée transfert la satarau donneur B vers les protons des
amides de I'accepteur A. Cette expérience mesuaéetp>N-HSQC ou'H-°N-TROSY
permet de suivre une diminution d’intensité desaix émis par les résidus de la protéine A

proches de la zone d’interaction (Figure 1-16) [[141
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Figure 1-16 Principe de la méthode de saturation @isée.

Des informations sur des résidus impliqués dans interaction peuvent aussi étre
obtenues en suivant la différence de vitesse diéghdH/°H selon que les résidus sont

complexés et protégés ou non.

La zone d'interaction entre deux protéines pewt étrssi cartographiée en utilisant le
paramagnétisme de certains composés. Des ions @ggmatigues en solution induisent
I'élargissement des pics des résidus en surfadeef@ est causé par l'interaction dipolaire
transitoire électron/noyau. Les résidus en cordans I'interface ne seront pas touchés par ce

phénoméne [142].

Des expériences de mesure de constante de coulyedeire résiduel (Residual Dipolar
Coupling RDC) ou de mesure danisotropie de ditfusipermettent d’obtenir des

informations d’orientation d’'une protéine par ragol’autre [143].

La RMN et la cristallographie par diffraction deyoas X sont sans conteste les deux
meilleures méthodes actuelles pour caractérisestlestures de complexes avec une tres
haute résolution. Toutefois, ces deux méthodessséeat beaucoup de temps et de grandes
guantités de protéines, de l'ordre de plusieurdigrailmmes, exigeant leur surexpression.
Toutes les protéines ne peuvent étre surexpriméammant et le colt d’expériences
impliquant des protéines marquéas, **C ou perdeutérées pour la RMN peut étre prohibitif.
De plus, la RMN présente des difficultés pour etudacilement les complexes supérieurs a

50 kDa. La difficulté d’obtenir des cristaux, notaent & cause du désordre dd a la flexibilité
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de conformation de certaines protéines, empéchbtatic des structures pour toutes les

protéines en interaction avec la méthode par diffva de rayons X.

L’'utilisation de méthodes alternatives est donceséaire pour apporter des informations
permettant de caractériser méme partiellement omat@ere moins résolutive les interfaces
protéiques. Ces méthodes permettent généralemitentifier les zones d’interaction ou
méme parfois les acides aminés réellement nécessairlinteraction. Les principales

techniques sont présentées dans le paragraphetsuiva

[.B.2 Caractérisation d’interface protéique

a. « Site-Directed Spin Labelling» (SDSL) et Résonanc Paramagnétique
d’'Electron (RPE)

Cette technique de RPE nécessite d’introduire §iggement sur un résidu de la protéine
un margueur avec un spin électronique. La méthgimlgénérale consiste a remplacer par
mutation un résidu acide aminé par une cystéinesguie par un pont disulfure avec une
molécule portant un radical nitroxyde (Figure 1-1[7¢ signal émis par ce spin, enregistré par
RPE, est sensible a différents facteurs comme hilitdodes chaines latérales, la fluctuation
des chaines principales, les changements globagwrfermation et les variations générées
par une interaction. Les spectres de RPE obtentudesnformes de courbes caractéristiques
d'un état donné. Cette méthode de « site-diregb@d labelling » apporte donc des données
de mobilité, de dynamique, d’orientation, de positid’accessibilité et des informations de

distances (de 8 & 70 A) quand deux sondes spingnsmduites sur la protéine [144-146].

Cette méthode permet d'étudier les structures d&tipes membranaires et solubles,
I'interaction des protéines avec la membrane enliesactions protéine—protéine [145]. Deux
exemples récents illustrent ce dernier point avé&ttide d’interaction, a une résolution du
résidu acide aminé, entre SecA—-SecB et entre $aine et les formes actives et inactives de
la Rhodopsine phosphorylée [144, 147]. L'utilisatioonjuguée de cette méthode avec la
modélisation moléculaire a permis d’obtenir un medde structure a une résolution a

I'échelle atomique [148].
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Figure 1-17 Protocole général pour I'étude des intections protéiques par « Site-Directed Spin
Labelling ».

Une méthode analogue dans le concept utilise tadhcence pour apporter des données
de structure. Un marqueur fluorescent est attachéessite muté par une cystéine pour servir
de sonde de l'environnement local. Des informatisus I'accessibilité de surface aux
solvants sont obtenues en comparant les différeang® les valeurs d’émission., de
fluorescence ou les changements dans les valearssdtropie [149]. Ces deux sources
d’'informations permettent de remonter a la struetsecondaire dans la zone du marqueur
fluorescent. Des informations localisées sur lacstre tertiaire, sous forme de distance,
peuvent étre aussi obtenues. En effet, les résidggophane diminuent lintensité de
fluorescence de la sonde en fonction de leur distgrar rapport a ce marqueur fluorescent,
un dérivé du bimane. Ainsi, une échelle de distagmtiee le tryptophane et le bimane est
réalisée, définie comme « éloigné » (> 15 A), «heo» (10 a 15 A), ou trés proche (5 a 10
A) [149, 150]. Ces données permettent d'obtenir gdermations de changements de
conformation, de repliement de structure et d'etéon protéine—protéine. A ce jour, peu
d’études sur la caractérisation d’'interface entmgines ont été faites avec cette méthode de
fluorescence. En combinaison avec la méthode de, RiREeraction dynamique actine—
myosine impliqguant deux sites de liaisons a ét&ié&u [151]. L'étude de la structure
hexameérique de la glucosamine 6-phosphate désamingsrmis de mettre en évidence un
conformére R induit par le site allostérique etonformére R’ induit par un site actif [152].

-35 -



b. Caractérisation des zones d’interaction par « alame scanning »

Une méthode trés utilisée pour déterminer I'impactade tel ou tel acide aminé dans
l'interaction est de réaliser de la mutageneseékri L’approche consiste a remplacer un par
un tous les acides aminés de la zone d’interagt@rune alanine. Cette substitution permet
de retirer tous les atomes en aval du carlfpree qui permet d’évaluer le role et I'influence
de chaque chaine latérale des acides aminés [(&d}e technique appelée « alanine
scanning » combinée a une méthode a haut dékitptege display », donne naissance a une
troisieme technique « alanine shotgun scanningestlainsi possible de mettre en évidence

les acides aminés impliqués dans les interactiostgigues [85, 154].

Dans des phages, une banque de clones mutés swr pinsieurs résidus a la fois est
alors criblée sur une protéine cible et 'TADN démnes sélectionnés est séquencé. Le rapport
résidus mutés sur résidus non mutés pour chaqueéopogsermet de calculer la contribution
d’énergie de liaison de chaque chaine latéralde@eéthode permet d’obtenir rapidement des
informations sur les acides aminés réellement mog dans linteraction et d’élaborer des
hypothéses pour mener des études quantitativespplussées en mutant spécifiquement tel
ou tel acide aminé. Ce procédé présente I'avardagee pas nécessiter de purifications de
protéines. Il permet, dans le cas ou la zone aacteon est connue, de différencier les acides
aminés en contact de ceux qui sont vraiment ytibes I'interaction. Une zone présentant une
vingtaine d’acides aminés peut étre étudiée en sndism mois en réalisant une seule banque
de phage [154].

Une étude récente a permis de caractériser l'ictieraentre les protéines EntB-ArCP
impliquées dans la survieH’ coli sur un milieu dépourvu de fer [155]. Cette techrigeut
étre utilisée pour étudier un complexe non caresgét’étude de I'interaction impliquant une
protéine de 200 résidus pourrait étre réaliséeéatisant dix banques correspondant a la
mutation d’'une zone de vingt résidus contigus [134he variante, appelée « homolog
shotgun scanning » consistant a muter un acideémrinun autre de structure proche (par
exemple une Phe en Tyr), donne accés a des infomeaupplémentaires plus détaillées sur
le résidu concerné [156]. La technique « alaninensing » couplée avec le «ribosome
display » a aussi permis de caractériser une zédnterdction [105]. Ces expériences de
mutagenese permettent d’obtenir des informationsieeau du résidu acide aminé, mais les

modifications de structure éventuelles consécutiviesmutation doivent étre vérifiées.
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c. Caractérisation par spectrométrie de masse

I. « Cross-linking »

La technique de « cross-linkihg consiste de maniére générale & établir un bealent
entre les protéines en complexe par l'intermédiales réactifs, a réaliser ou non une
séparation sur gel SDS-PAGE, a les protéolysenfat @ analyser les peptides obtenus par

spectrométrie de masse (Figure 1-18).

Réaction de
« cross-linking »
LC-MS
- = (facultative)
SDS-PAGE
|
| |
- -
/ \ /
Digestion « In-Gel » Digestion en solution
/\. /\_ <4— « Cross-link » intermoléculaire

D «— « Cross-link » intramoléculaire

NS

Identification par

spectrométrie de masse

Figure 1-18 Protocole général pour une expérienceatk cross-linking ».

En théorie, la connaissance de la structure des patenaires seuls et I'obtention de
suffisamment d’'informations sur les distances patiyermettre de modéliser une structure
tertiaire de basse résolution dont la précisionliést directement au nombre de données
acquises [157] (Figure 1-19). Une structure de @aésolution placant chaque résidu acide
aminé est obtenue en utilisant 3N contraintes deanlce, ou N est le nombre de résidus.
Seule I'utilisation de N/10 peptides liés covaleminguffit pour déterminer une structure de

basse résolution [158].

3 Les termes anglais « cross-linking » et « crogsst seront utilisés par la suite pour simplifiexpression.
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Figure 1-19 Modélisation de la structure 3D d'un conplexe protéique a partir de données de « cross-

Iinking ».

Une large gamme de réactifs permet de former é@es lile tailles définies allant de un a
guelques dizaines d’angstrom. Cette différenceodgueur permet d’estimer la distance entre
deux résidus acides aminés et ainsi de dessinecarte d’interaction entre deux protéines.
Les protéines doivent présenter des acides am@agsifs (lysine, cystéine) a leur surface en
guantités suffisantes et bien répartis dans la ztinéeraction. Parfois, il est nécessaire de
muter la protéine pour enlever toutes les cysté&ieesurface et pour en incorporer une seule a
I'endroit souhaité, généralement autour du sitéixddion. Une étude sur ’lhomodimérisation
de la lactose perméase Hecoli a été réalisée en utilisant deux réactifs de Blef et en
mutant tour a tour en une cystéine uniqgue chaquelea@aminé des domaines

extramembranaires de la protéine de transport [159]

Du fait du nombre important de peptides générésstiinécessaire de pouvoir détecter
facilement les peptidebés parmi les autres. Les conditions expérimentalesedd étre
optimisées pour obtenir un bon rendement de pegiie enrichir leur nombre avant analyse
par purification, et/ou faciliter I'identificatiode ces peptides. Dans ce but, toute une batterie

de réactifs et de méthodes est disponible [160].

La détection est aussi facilitée en utilisant dethmdes de spectrométrie de masse de
plus en plus performantes comme la spectrométrinatse en tandem (MS/MS) et la FTICR,
une technologie de masse exacte de tres hauteitiéaakt précision (Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance). Une structure de basse tésollu complexe Fth—FtsY a été générée
par modélisation moléculaire a partir de neuf migdinter liés détectés par MS/MS. Ce

modeéle a ensuite été affiné par une minimisati@gmergie [161]. L'utilisation de réactifs de
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« cross-linking » clivables permet de facilitemtérprétation des spectres de MS/MS, car le
séquencage se fait alors sur un peptide a la forom® sur les deux en méme temps. Les
régions d’interaction entre la mellitine, un peptiét la calmoduline ont été caractérisées par
la FTICR [162].

La méthode de « cross-linking » présente plusiementages. La quantité de protéine
nécessaire pour la caractérisation des interactwogtiques est faible, de l'ordre de la
femtomole dans les meilleures conditions. Elle mgrem théorie d’étudier des complexes de
toutes tailles, car ce sont les peptides issus diggestion qui sont analysés. Cette méthode
permet aussi, de facon plus aisée que la techriRiBl ou de diffraction de rayons X,
d’étudier les protéines membranaires, mais aussimledifications post-traductionnelles. En
figeant I'interaction, elle améliore aussi la déimt des interactions faibles ou transitoires.
Enfin, de nombreux réactifs chimiques, présentasttdilles et des spécificités de réactivité
variées, sont disponibles commercialement pour mésee études de caractérisation de
complexes dans des conditions expérimentales ais¢i63].

ii. Méthodes de « footprinting »

Le concept de « footprinting » est basé sur laébfice d’accessibilité au solvant des
acides aminés de la protéine. Seuls les résidusugace, accessibles, vont pouvoir étre
modifiés par des agents chimiques ou des enzynisfigpes ou non de certains acides
aminés. La zone d'interaction entre deux protéipesit étre caractérisée en réalisant
'expérience de modification sur les protéines sgybuis en complexe. L'accessibilité au
solvant des résidus de la zone d’interaction dimiett du méme coup une diminution de
modification de ces résidus est observée. L'anabesefait généralement par digestion
enzymatique suivie d’'une analyse par spectromégienasse pour identifier les peptides
modifiés.

« « Footprinting » par modifications chimiques

Divers agents chimiques sont connus pour réagacseément ou non avec les acides
aminés. L’interaction entre l'arrestine et la rhpgime phosphorylée a été caractérisée en
acétylant les lysines accessibles et en utilis#thange isotopiquéH/’H couplé a la
spectroscopie de masse [164]. L'utilisation d’'urawagent chimique, le tétranitrométhane
qgui modifie les tyrosines, a permis de caractéliggeraction entre uPA et uPAR [165]. De

nombreux réactifs capables de réagir de facon figpéeiavec certains acides aminés sont
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décrits dans la littérature. Si cette réactivit€csfiqgue permet d’obtenir des informations
ciblées, linformation obtenue reste partielle attilisation d’agents de modifications
aspécifigues permettrait de couvrir I'ensembleadsurface de la protéine.

La surface d’interaction entre la déoxy-hémoglobénhde 2,3-diphosphoglycérate a été
caractérisée en utilisant une méthode de méthyglatspécifique par le bromure de méthyle.
Afin de maintenir une structure native, les comaisi ont été contrdlées pour limiter les
modifications par protéine a une ou deux [166]. dntre méthode nécessite d’incorporer
dans les protéines des cystéines en lieu et placeedtains acides aminés. Lors de
l'interaction, seules les cystéines exposées etpmotégées par la protéine partenaire vont
étre alkylées par un agent spécifique [167]. Ceteghode a le désavantage de nécessiter

l'incorporation des cystéines qui risque de modifestructure des protéines étudiées.

Une méthode récente utilisant un gaz photoactivatiespécifique, la diazirine, de taille
comparable a I'eau, permet d’explorer les intedaeatre protéines (Figure 1-20). Ce gaz
génere des méthylene carbenes (;)GHtrémement réactifs, qui réagissent instantanéete
aspécifiguement sur n'importe quelle liaison deetyf-H située dans leur environnement
immédiat [168]. Actuellement, la diazirine marquée *H est utilisée pour localiser et
quantifier les :CH incorporés en réalisant des digestions enzymatjqdes séparations et
guantifications par HPLC. Une méthode utilisant détection et la quantification par
spectrométrie de masse est actuellement en couldgwdgoppement pour éviter I'utilisation

de produits radioactifs et diminuer les quantitésrahtiere nécessaires.
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Figure 1-20 Méthode de caractérisation des interfags protéiques par la diazirine tritiée.

* « Footprinting » par clivages protéiques

Les zones d'interaction peuvent étre caractérigdesitilisant des agents de clivage
chimiques ou enzymatiques qui viennent couper laingh principale de la protéine aux
endroits accessibles. C’est une approche simitaicelle utilisé pour le « footprinting » de
'’ADN [169]. De maniere générale, afin de pouvadaliser I'étude de « footprinting », la
protéine est radiomarquée spécifiquement a 'unsedeextrémités avec yr*’Phosphore.
Les protéines marquées seules ou en complexe avegand sont clivées en parallele par des
agents de clivage de maniére contrblée. Les peptigaérés sont alors analysés sur gel
d’électrophorése dénaturant puis par Phosphorimageprotection de sites de coupure dans
la zone d’interaction, induite par la présence digand, entraine la diminution ou méme la
disparition de certains peptides normalement génkns du clivage de la protéine seule.
Ainsi, cette diminution ou disparition induit unanation de 'intensité d’émissionliée a ces
peptides. Ceci permet d’obtenir une lecture direlds sites de clivages et donc des acides

aminés situés dans la zone d’interaction (Figut#)If170, 171].
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Figure 1-21 Représentation schématique de la méthedde « footprinting » par clivage protéique.

Les agents de clivage peuvent étre des enzymes,aetie approche n’est pas la mieux
adaptée pour obtenir une bonne résolution [172]. IH3 effet, la spécificité des protéases
limite le nombre de sites de coupure et le rendérderprotéolyse peut varier énormément

selon les séquences et structures des protéines.

Les radicaux hydroxyle (HQ) un autre type d’agent de clivage, présentenalitage
d’étre applicables théoriqguement a toutes les presépuisqu’ils les clivent de maniere non
spécifiqgue. Ces radicaux peuvent étre produitsymacomplexe Fe-EDTA en présence de
peroxyde d’hydrogene et d’ascorbate de sodium [17d§ conditions sont optimisées pour
produire principalement une seule coupure par pret@noins de 1% de multiples coupures)
pour éviter des clivages secondaires sur les peptmbtenus. Les conditions utilisées
favorisent les coupures de la chaine principalmieimisent les modifications des chaines
latérales qui pourraient considérablement complidamalyse du gel d’électrophorése. De
plus, il semblerait que les clivages ne soientgigsendants de la séquence en acides aminés
mais principalement de I'accessibilité des résieludonc de la structure de la protéine [171].
Toutefois cette méthode présente quelques désaemntBu fait de I'analyse sur gel SDS-
PAGE, la résolution est limitée a I'identificatiale peptides de 4 ou 5 résidus de différences
au maximum, et ce avec une calibration préciseplDg, les petits peptides de moins de 40
acides aminés et les peptides de plus de 90% tll@a entiere de la protéine ne sont pas
facilement analysables, car les premiers sont r@ablus ou perdus et les seconds se
confondent avec le large spot de la protéine nméel Enfin, une attention particuliere doit
étre apportée lors de linterprétation des donngmsune modification de structure peut

entrainer une variation locale de la sensibilité @upure sans que la zone impliquée soit en
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interaction. Cette méthode a été appliguée avecesupour la caractérisation de la zone

d’interaction entre la sous-unii€et les sous-unitgsetp’ de 'ARN polymérase [175].

Lorsque les protéines (> 100 kDa) ou les compleéxéstudier sont trop volumineux, la
surface d’accessibilité est élevée et le nombrepaeluits de la digestion devient trop
important pour étre facilement analysable et intggble par SDS-PAGE. Une évolution
intéressante de cette méthode permet de clivetelmemt les protéines (Figure 1-22) [176].
Préalablement, la protéine est modifiée par bielagoléculaire pour obtenir une cystéine
unique a I'endroit désiré. Un agent de clivage(3el-(p-bromoacétamidobenzyl) EDTA
(FeBABE) possédant un centre de Fe-EDTA, est diboéssur la protéine par l'intermédiaire
de cet acide aminé. Différents variants sont aiosistitués en introduisant par exemple par
mutation une cystéine autour de la zone d’intepactupputée. L'agent FEBABE peut aussi
étre fixé par l'intermédiaire d’'un espaceur sur lgsines qui sont souvent idéalement
réparties sur la surface permettant une couvertrasi-totale de cette derniére. Les
conditions sont choisies pour qu’en moyenne il aityqu'un ou deux FeBABE par molécule
de protéine pour préserver son activité biologidiette méthode permet un criblage efficace
de l'interface entre protéines, et l'utilisationsdeystéines uniques, une meilleure résolution.
Typiquement, la concentration en radicaux hydroxydaérés diminue avec I'éloignement du
centre et peut cliver jusqu’a 40 A du centre. Cttdanique utilisant cette protéase artificielle
a permis de caractériser le site d’interactionadedus-unité avec 'ARN polymérase [176]
et d’identifier la zone d’interaction entre le fast de transcription TFIIB et 'ARN

polymérase Il [177].
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Figure 1-22 Représentation schématique de coupuréhomique localisée avec la stratégie FeBABE.

Malgré ces avancées, l'utilisation de radicaux byglie pour cliver les protéines n’est
pas toujours efficace et I'analyse sur gel d’élgaiorése dénaturant ne permet pas d’avoir
une bonne résolution. Cette méthode en cours diaratbn pourrait devenir plus

intéressante si elle était couplée a la détect@mrspectrométrie de masse.

» « Footprinting » par oxydation des protéines

Une autre approche utilise cette fois-ci la cagadibxydation des chaines latérales des
protéines par les radicaux hydroxyle plutdt que Eapacité de coupure. Le principe général
de la méthode est représenté sur la Figure I-2praiine seule ou en complexe est soumise
a l'attaque des radicaux hydroxyle qui oxydent tdsines latérales des acides aminés
réactives et accessibles aux solvants. Une praéapzymatique est réalisée et les peptides
obtenus, oxydés ou non, sont séparés, identifisiattifiés par LC-MS. Les acides aminés
oxydés sont alors mis en évidence par spectroméérienasse en tandem. Cette méthode
permet de définir les structures de protéinesséathlage de complexes et les changements

de conformation de protéines [178].
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spectrométrie de masse pour la caractérisation désteractions protéine—protéine.

Les radicaux hydroxyle peuvent étre produits parélaction de Fenton, par la photo
oxydation du peroxyde d’hydrogéne par irradiatiow, thais également par radiolyse de I'eau
en utilisant de radiations ionisantes comme lesnayX, vy, B ou les neutrons rapides ou en
produisant une décharge électrique. [179-184].

Plusieurs exemples montrent que cette méthodeppéitable a la caractérisation des
interactions protéine—protéine. Le domaine de dimigntre la transferrine C-lobe et son
récepteur et les complexes calmoduline—mélittingeétoline—actine ont ainsi été caractérisés
[178, 183].

Cette méthode présente plusieurs avantages. Eiteepel’étudier des complexes multi-
protéiques en solution simultanément avec une tiétepar la masse, de l'ordre de la
femtomole a la picomole. Elle peut théoriquemerdlyser toutes les tailles de complexes.
Elle a notamment permis d’étudier un complexe dé BBa [183]. Quatorze des acides
aminés sur les vingt sont utilisables comme manguéiaccessibilité lors des expériences de
footprinting, soit environ 65 % de la séquence d'yprotéine type [184]. Cette méthode
permet donc d’'avoir une tres bonne couverture decéssibilité de surface des résidus et
représente une bonne alternative pour caractégseinteractions protéine—protéine [178].

Cette technique, couplée a de la modélisation, peumettre d’affiner une structure ou
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d’apporter des contraintes tirées de lI'accesstbaiti solvant. Elle pourrait dans un avenir
proche permettre de suivre une interaction de faésolue en temps puisque des irradiations
de l'ordre de la milliseconde peuvent étre obtenpas laser UV ou synchrotron. Une
perspective intéressante de cette meéthode basédeswr méthodes d’oxydations ou de
clivages localisés par les radicaux hydroxyle (Fegli22) pourrait permettre d’obtenir des
informations de distances intra- ou intermoléceksiavec le développement d’'une méthode

de calibration « oxydation—distance » approprié&[178, 185].

« Echange H /°H des hydrogénes des amides de la chaine principale

La surface d’interaction entre deux protéines pétme caractérisée en utilisant le
phénoméne d’échange entre I'hydrogénd) (d’'un amide de la chaine principale d'une
protéine et un deutériunfH) de I'eau. La cinétique d’échandei/’H, variable selon la
localisation de I'amide, est rapide en surfacelédseeconde a la minute) et plus longue quand
'amide est enfoui dans le cceur de la protéine mwcantact avec un ligand. Ainsi, cette
meéthode permet de suivre des changements de catformnles phénomeénes de repliement et
de formation de complexes. Deux meéthodologies cémehtaires peuvent étre utilisées
(Figure 1-24). La premiére appelée « On-exchangmmsiste a marquer en paralléle la
protéine seule ou en complexe par un simple échdagenydrogénes dans I'eau deutérée.
Seuls les amides enfouis et les amides de suriatéges lors de l'interaction présenteront
encore des hydrogénes. Le deuxieme protocole exaffiange » consiste a marquer par
échange dans I'eau lourde les deux protéines margsnindividuellement afin que I'ensemble
de leur surface soit deutéré. Les deux protéines aors mises en contact pour former le
complexe et celui-ci est remis dans de I'ea®Hbour échanger de nouveau les deutériums
des amides restés accessibles. Cette fois-ci, f@ntp contraire est obtenue avec des
deutériums uniquement dans la zone protégée deerbiction. Pour ces deux types
d’expériences, les résultats sont comparés avec @etenus en paralléle sur les protéines
seules, pour indiquer la zone d’interaction. Unomanient majeur est le risque de
rééchanger au cours du temps le nouvel isotope fixgt sur I'amide. La réaction d’échange
est donc stoppée dans une solution acide a pH @,8Ca puis I'échantillon est digéré avec la
pepsine en quelques minutes, une enzyme non spéxifnais active dans ces conditions.
L’identification des peptides est réalisée par ségage et analyse par spectrométrie de
masse, soit en combinant un séquencage biochireideeMALDI-TOF, soit par LC-MS-MS
[186, 187].
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Figure 1-24 Représentation schématique de la méthedd’échangeH/?H.

Cette méthode a été beaucoup utilisée ces dernamaées pour caractériser les
complexes ou suivre les changements de conforma@i@nexemple, la méthode a permis de
montrer que la protéine MPK3 interagit au niveauddax sites de la protéine ERK2 [187].
Une autre étude montre la zone d’interaction edénex sous-unités de la protéine kinase A
[188]. Ces deux études se sont appuyées sur desuses connues de RX ou RMN et sur

I'utilisation de programmes de modélisation moléel pour générer et affiner les interfaces.
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Elle présente plusieurs avantages. L’hydrogeneéekangé contre le deutérium, un
isotope qui présente des propriétés physiquesistiqies quasi équivalentes. De plus, les
sites labiles sont répartis tout le long de la mhgirincipale car il s'agit des amides des
liaisons peptidiques. Enfin, cette méthode estdepet permet d’analyser de tres gros

complexes [189].

Le principal défaut de cette méthode est le risgue=I’amide ait le temps de rééchanger
l'isotope fixé. Quand le complexe a une constara#idité faible (> 10 nM), il est nécessaire
de mettre en exces I'un des deux partenaires paoter €ée phénomene. De méme, la réaction
d’échange doit étre stoppée rapidement en miliédeaau pH de 2,5 et a 0 °C pour ensuite
étre digérée. Des échanges sont aussi observédeldianalyse par spectrométrie de masse.
Par exemple, 46 % d’échange a été estimé lors détmeée par MALDI-TOF, nécessitant

alors une correction ultérieure sur I'incorporatréelle [188].

.B.3 La Modélisation Moléculaire

Devant parfois de grandes difficultés ou devanimpossibilité d’étudier certains
complexes, trop volumineux, présentant des intenagtfaibles ou transitoires, ou encore de
natures hydrophobes comme les complexes membranaine alternative plus rapide aux
méthodes expérimentales est la modélisation ma&eulou « docking ». Ce processus
consiste a modéliser une structure tridimensioerélin complexe, et plus généralement son
interface, a partir des structures connues de aestituants. Cette modélisation peut se faire
ab initio, c’'est a diresans données complémentaires, mais actuellemesnmd¢hodes qui
donnent les meilleurs résultats sont celles qulisatit des données expérimentales
biochimiques et/ou biophysiques sur la zone d’adgon [190]. Le niveau et la qualité des
détails obtenus, dépendant du type de techniquedriexentales, vont peser sur la capacité
des méthodes de modélisation a obtenir une bonselut®dn du complexe étudié.
L'utilisation de données de conservation de stmgctntre les espéces peut aussi servir pour

caractériser les résidus des zones d’interactions.

Une expérience de modélisation moléculaire néeesux étapes : les méthodes de
« sampling » permettent de générer des structuremhplexe ; les méthodes de « scoring »
identifient parmi les structures celles qui sontbem accord avec les filtres utilisés. Les

structures en faible accord sont écartées. Duaamoldélisation moléculaire, divers degrés de
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flexibilité peuvent étre introduits augmentant lalifé des structures obtenues mais aussi le
temps de calcul. Ainsi, lors de la modélisatiors dethodes peuvent maintenir les structures
des protéines du complexe rigides, autoriser ecertahevauchements, ou introduire de la
flexibilité dans les chaines principales et/ou ri&s des protéines. Les données
expérimentales peuvent étre introduites des I'édge< sampling », ou lors de I'étape de
« scoring » pour améliorer le tri des solutiongectes en comparaison avec la modélisation
ab initio [190]. L’incorporation des données expérimentalles la premiere étape de
modélisation permet pour sa part de réduire I'espde recherche et ainsi d’enrichir le
nombre de configurations correctes ou proches dtrel’ L'utilisation de données
expérimentales dans les deux étapes permet deedducthamp d’investigation et donc de
gagner du temps. En moyenne, le nombre de confignsapossibles entre deux protéines
peut atteindre 10 Ce chiffre augmente proportionnellement avecaliet du complexe et

guand de la flexibilité est permise [191].

Il existe différents programmes de modélisationéuoolaire (HADDOCK, RosettaDock,
ICM-DISCO,...) plus ou moins performants selon lgsetyde complexes analysés [190-193].
Aucune de ces méthodes ne permet actuellement deeddes bonnes structures pour
'ensemble des complexes existants. Pour évaluepkerformance, un concours de prédiction
a l'aveugle CAPRI (Critical Assessment of PRedidtgdractions) permet aux concurrents en
guelques semaines de tester leurs méthodes séceletes structures de complexes de hautes
résolutions non publiées [194]. Les structuresmime sont maintenant, quand les conditions

sont réunies, d’'une précision de niveau atomiq@8]J[1

Devant I'impossibilité actuelle d’obtenir des stures de complexes de haute résolution
pour toutes les protéines avec les méthodes de R cristallographie de rayons X, la
caractérisation des interfaces protéine—protéirredpa méthodes de plus basse résolution
couplées ensuite avec des étapes de modélisatiokcutare est une approche
incontournable. Toutefois, toutes ces méthodeseptést des limitations. L'ensemble des
avantages et inconvénients est réesumé daksréair ! Source du renvoi introuvable.. La
plupart des méthodes, « cross-linking », oxydaties protéines, mutagenese dirigée, « site
directed labelling », incorporent des modificaicur les protéines pour pouvoir analyser les
interactions. Ces modifications de structure petiventrainer des changements de

conformations et ainsi fausser les résultats. Lehoute d’échangdH/’H est intéressante car
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lincorporation d’'un deutérium sur les liaisons des n’entraine pas de modification de la
structure chimique de la protéine. Par contreedetithnique ne donne des informations que
sur la chaine principale de la protéine et I'incogtion en deutérium sur ces liaisons labiles

ne facilite pas I'analyse par spectrométrie de mass

La méthode que nous souhaitons développer s’appuie ce concept d'échange
isotopique mais afin d’avoir une méthode de débecplus sensible nous avons choisi le
tritium a la place du deutérium. De méme, afin dasnaffranchir des problémes de « back-
exchange » rencontrés lors de I'échange sur ledemnfN—H), nous avons choisi de réaliser
cet échange sur des positions non labiles : destia carbone—hydrogéne (C—H). Enfin, afin
d’avoir une couverture aussi compléete que possibkezones d’interaction, toute la surface
des protéines étudiées devra étre le siége decbahge’H/°H et, en particulier, les chaines

latérales des acides aminés.

Techniques Préparation Avantages Inconvénients
échantillon
- cristaux - trés haute résolution - cristaux requis
atomique (1A) - parties flexibles ne sont pas
- monodisperse cristallisables
RX -5a10mg - structure peut étre influencé
par le cristal
- quantité de protéine
(plusieurs mg)
- en solution - haute résolution atomique - Difficilement applicable pou
(2-3A) des masses >50 kDa
RMN - marquagé™N, °C, | - dynamique - quantité de protéine
deutération - suivi de changement de | (plusieurs mg)
-5 410 mg.mt conformation
- congelé - applicable grosses - difficilement applicable aux
structures > 200 kDa petites structures < 200 kDa
-<1mg.mt - faible quantité de protéing - faible résolution (10 A)
Cryo-ME - visualisation directe de la| (pseudo-atomique couplée
forme et de la symétrie avec la RX)
- différentes conformations
- en solution - analyse des structures, | - faible résolution (10 & 30 A)
cinétiques et interactions | - nécessite des informations
-1 4100 mg.mi dans des conditions quasi-| complémentaires pour
SAXS/SANS natives en temps réel résoudre les structures
- étude de mélanges
- quelques kDa a des
centaines de MDa
- en solution - données d'orientation, de| - mutation et marqueur
dynamique, de position, | chimique : risque de
SDSL/RPE - mutagenese d’accessibilité et de modification de structure
- incorporation d’'un | distance - caractérisation localisée
marqueur avec un - protéines membranaires étd’interaction
spin électronique solubles
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« Alanine scanning »

- sur support solide +
« phage display »

- mutagenése

- rapide (moins de 1 mais)
- détermination du réle de
I'acide aminé dans
I'interaction

- pas de purification

- mutation : risque de
modification de structure

« Cross-linking »

- en solution, dans les
cellules

- réaction des acides
aminés réactifs avec
un « cross linker »

- en théorie : taille illimitée
- trés bonne détection par
SM (femto a picomoles)

- informations de distances
intra et intermoléculaires
- protéines membranaires ¢
modifications post-
traductionnelles

- interaction faible ou
transitoire détectée

- basse résolution obtenue

avec modélisation moléculair

- « cross-link » : risque de
modification de structure
- nécessité d'acide aminé
biréactif en surface (sinon
mutagenese)

D

« Footprinting » par le
Bromure de méthyle

- en solution

- modification par le
BrMe

- aspécifique (bonne
couverture de surface
théorique)

- accessibilité

- modification chimique :
risque de modification de
structure

« Footprinting » par la
diazirine

- en solution

- gaz diazirine treés
réactif sur tout X-H

- aspécifique et trés réactif
- accessibilité

- modification chimique :
risque de modification de
structure

« Footprinting » par
clivage par les HO

- en solution

- coupure par les HO

- aspécifique
- petits complexes

- rendement moyen de
coupure

- risque de coupure secondai

sur les peptides résultants
- analyse par SDS-PAGE :
résolution moyenne

re

« Footprinting » par
clivage localisé par les

- en solution

- mutagenése en

- aspécifique
- petits et gros complexes

- analyse par SDS-PAGE :
résolution moyenne
- modification chimique :

HO cystéine (si risque de modification de
nécessaire) structure
- en solution - en théorie : taille illimitée | - 65 % de couverture de

« Footprinting » par
oxydation par les HO

- oxydation par les
HO' en milieu aérobie

- résolution résidu acide
aminé

- analyse de complexe
multi-protéique possible

- accessibilité, changemen
de conformation,
assemblage de complexe
- trés bonne détection par
SM (femto a picomoles)

surface (accessibilité)
- oxydation : risque de
modification de structure

EchangéH/*H

- en solution

- échangéH/*H sur
les H des amides

- en théorie : taille illimitée
- rapide

- aucune modification de
structure

- 100 % de couverture de
surface (accessibilité)
-suivi des changements de
conformations, repliement,

- « Back exchange %1/°H
- résolution au niveau du

peptide (zone d’interaction)
- information au niveau de la

chaine principale

formation de complexe

Tableau I-1Avantages et inconvénients des méthodpsrmettant la résolution de structures de complexes

protéiques et/ou la caractérisation des interactios protéine—protéine.
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Il Détection et quantification des sites d’attaque des

radicaux hydroxyle sur les protéines
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Notre méthode de caractérisation des interactiomdéipe—protéine est basée sur
I'accessibilité des acides aminés des protéinea-vis des molécules d’eau. Aprés une étape
de radiolyse de l'eau, les radicaux hydroxyle, géaé proximité de ces acides aminés,
réagissent avec ces derniers conduisant a la fammade radicaux par arrachement d’un
hydrogene. Ces radicaux sont alors quantifiés gaédoa marqueur radioactif, le tritium. Le
principe de notre approche est basé sur l'ideatifin et la quantification de radicaux sur les
protéines.

Notre méthode a donc le potentiel de caractéresiifteractions protéine—protéine, de
réaliser de la cartographie de surface, mais égailemhe servir a éclaircir la formation, la
localisation, la délocalisation et la propagatiors dradicaux sur les protéines. Ces
phénomenes radicalaires peuvent se produirent déereanormale dans la cellule, dans des
meécanismes enzymatiques, mais aussi lors d’évérienels le stress oxydant [195-198].
Malgré limportance d’identifier et de quantifieed sites de réactions des radicaux
(notamment des radicaux hydroxyle) sur les progipeu de méthodes sont disponibles. II
existe des techniques indirectes qui suivent I'appa de produits de réaction avec les
radicaux, observables par spectroscopie d’absorptiode fluorescence [199]. Cependant, la
technique principale est la spectroscopie de résmn@aramagnétique électronique (RPE)
[200, 201]

La RPE est spécifique des radicaux et permet dalisec le radical sur un type de
structure donnée. Toutefois, cette méthode nedelié seule différencier si le radical est par
exemple sur telle ou telle tyrosine d’une séqugmoggique. De plus, si I'observation directe
des radicaux formés sur les protéines par la tqaenRPE est possible, leur trés faible
concentration et leur instabilité rendent ces ole@ns difficiles. Toutefois, ces radicaux
peuvent étre détectés indirectement par RPE enecissant ces radicaux primaires en des
radicaux a plus longue durée de vie, en créant adduits avec des molécules
paramagnétiques radicalaires plus stables, lesn«tegp ». Cependant, cette méthode de
« spin-trapping » peut fournir des résultats ersoae interprétant un adduit comme étant le
site d’'un radical primaire, alors que dans certaias, ce méme adduit peut étre obtenu par
exemple par oxydation du « spin trap » réagissastite sur un acide aminé non radicalaire.
Ces problemes chimiques couplés a la difficultéiahte d’interprétation des spectres RPE,

peuvent empécher I'identification non ambigué des sadicalaires sur les protéines [202].
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Afin de résoudre les limitations liees a la RPE,sfgectrométrie de masse est aussi
utilisée pour détecter des adduits non radicalambtenus a partir de «spin trap »
diamagnétiques. La sensibilité de la détection a&$ lors améliorée en passant du
nanomolaire pour la RPE au picomolaire, voire moijsur la spectrométrie de masse.
Toutefois, les problémes chimiques liés aux « §@ip » sont toujours présents et la réactivité
moyenne des radicaux sur ces « spin trap $>100M™.s%) nécessite toujours I'utilisation de
100 a 1000 équivalents de « spin trap » [203]. Récent, une molécule radicalaire stable, le
TEMPO, hautement réactive avec les radicaux carbo-ce(iéd a 2,10 M™.s?), a permis
de créer un adduit stable non radicalaire détesadnl spectrométrie de masse. Cette méthode
de « spin scavenging » présente le triple avantsgaapport au « spin trapping », de pouvoir
détecter plus de radicaux par un meilleur rendendéadduit, d’étre moins sensible aux
réactions radicalaires secondaires et enfin d'épécifigue a I'étude de radicaux carbo-
centrés [202].

Deux méthodes alternatives a la RPE sont baséda datection des sites d’attaque des
radicaux hydroxyle. La premiere utilise la répamtides radicaux carbo-centrés par des
donneurs d’hydrogéne en travaillant en milieu amlgiér Ceci permet d’introduire un isotope
stable tH) sur les chaines latérales des acides aminésctdbte par RMN du deutérium
(RMN 2H) ou par spectrométrie de masse [204-206]. Toistefo ce jour, cette approche
elégante n’a été appliquée qu'aux acides aminasyepetits peptides, ce qui est en partie dQ
a la faible sensibilité apportée parle La seconde est basée sur I'analyse par spedtiemé
de masse des produits d’oxydations (hydroxylatian,des radicaux de protéines générés en
présence de radicaux hydroxyle et de dioxygene][1Z8s phénomenes d’oxydation trés
courants sur les protéines en milieu aérobie sgateénent utilisés pour cartographier la

surface des protéines [184].

Dans ce chapitre, nous décrivons une méthode atteend’échangéH/°H qui permet la
détection des sites d'attaques des radicaux hytrosyr les protéines. Dans un premier
temps, les origines de la méthode et les trava@knunaires du laboratoire seront exposés.
Puis, une échelle de réactivité de vingt acidemamvis-a-vis des radicaux hydroxyle et de
notre donneur d’atomes de tritium sera présentééinEnotre méthode de détection de
radicaux sera testée et validée sur de petitsgepti
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II.LA Les origines de la méthode

[ILA.1 Historigue des méthodes de détection de radicaux paarquage au

tritium _

Ce paragraphe introductif traite de deux approcldesant des années 70, utilisant
'atome de tritium comme moyen de détection desceatk sur les protéines. Ces méthodes
permettent d’incorporer en surface, de maniérelestalr des liaisons C—H, cet isotope de
'hydrogéne. L'une d’entre elles est notammentiséig pour cartographier les surfaces

protéiques.

La premiére approche permet uniquement de détdeteradicaux formés sur les acides
aminés aromatiques des protéines (Tyr, Phe, HipJimetipalement sur le tryptophane (Trp)
[207]. Lincorporation de tritium est obtenue enngéant par photolyse des especes
radicalaires, formées suite a la rupture homolgidas liaisons C—H, N-H, O—H et S—H, qui
réagissent alors avec I'eau tritiée en arrachartitimm. Seuls les radicaux carbo-centré3 (C
permettent d'incorporer de maniére stable’dren formant une liaison GH. Cette réaction,
menée en milieu aérobie ou anaérobie, présentendapeune meilleure incorporation de
tritium en absence d’oxygene. En raison de la seigcde marquage sur les seules positions

aromatiques, cette approche est peu efficace gtasalonné suite a de nouvelles expériences.

La seconde approche, développée par Shishkov atd¥ar[208-210], consiste aussi a
introduire sur une protéine un tritium comme matguadioactif. La protéine est rapidement
congelée dans l'azote liquide a 77 K en la profegar spray sur la surface du réacteur en
verre. Le gaz tritiuntH, est atomisé par catalyse thermique en contact avdtament de
tungstene chauffé a 2000 K. La protéine congeléaless bombardée sous vide avec un
faisceau d’atomes di# chauds, ce qui permet un mécanisme de substitdtiecteH/*H,
passant transitoirement par un radicala@ niveau des chaines latérales des acides aminés
situés a la surface de la protéine (Figure II-Bs huteurs indiquent que la réaction se produit
dés le premier contact dH" avec les liaisons C—H de surface avec une péinétnataximale
de3as5A
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1t / 14 /

\ °H, (2000 K) \ Digestion Détermination de
H > —3H > lactivité spécilfique
/ / Analyse par (Bg.nmol™)
. . séquencage
H H
Protéine a 77 K Protéine tritiée

Figure 1l-1 La planigraphie par incorporation de tr itium.

L’analyse par séquencage automatisé de la prop&maet de séparer les acides aminés
un & un puis de les collecter. Le calcul dactivit¢ spécifiqué (Bq.nmol') permet de
déterminer les acides aminés les plus exposési, Adasacides aminés se trouvant a la surface
de la protéine ont une activité spécifique pluyéte donc une incorporation de tritium plus
importante, que ceux se trouvant enfouis. Cettdouét a été appliquée a la caractérisation de
surface de diverses protéines [211-214]. La noeetiglté de la méthode permet de marquer
'ensemble des liaisons de type C-H situées eraseirfLe spectre d’application de cette
méthode est donc assez large car pratiguemensti@stenolécules biologiques présentent des
fonctions de type C—H. De plus, I'atome de tritiushe, par sa petite taille, est une tres bonne
sonde de surface en permettant d’obtenir un bomanivde discrimination structurale.
Néanmoins, ces travaux présentent des contrai@etse méthode requiert un appareillage
tres lourd avec notamment l'utilisation d’ampoule gaz tritium de plusieurs centaines de
GBq et ainsi toute une installation de radiopraotecappropriée. De plus, bien que I'intégrité
chimique de la protéine soit préservée lors dehbidge’H/*H, la congélation de la protéine

peut provoquer potentiellement sa dénaturation.

Mises a part ces difficultés, cette approche motergyotentiel du tritium comme
indicateur de radicaux de surface et comme marqueursurface protéique. En effet,
l'utilisation de l'isotope radioactif de I'hnydrogenpermet, sans introduire de modification
physique ou chimique de la structure, une déteensible des résidus marqués en surface.
Récemment, une approche conceptuellement intétesaaété utilisée pour la détection de

radicaux sur des acides aminés et des petits psptd’aide de deutérium.

4 Activité spécifique (Bg.nmol?) : nombre de désintégrations par seconde (Bq) etapmole d’un composé

marqué.
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II.LA.2 Echange!H/?H en présence de HOet d’'un donneur de’H

Ces travaux, basés sur I'échanti¢/’H, utilise les radicaux hydroxyle produits par
radiolyse de I'eau lourde®H,O) et un agent de réparation donneur de deutériem,
dithiothréitol (DTT) [204-206]. Cette technique ¢ogue les avantages de deux meéthodes
décrites précédemment : I'échandel/’H couplé a la spectrométrie de masse et le
« footprinting par oxydation » des protéines parHéJ. Tout comme la premiére, elle permet
l'introduction d’un isotope de I'hydrogéne n’indaist aucune modification de la structure des
acides aminés et donc des protéines. Elle prenditersvantage de la seconde méthode en
utilisant la trés grande réactivité et la non déléé des HO sur les liaisons C—H pour former
des radicaux carbo-centrés’YCEn milieu anaérobie, I'introduction de deutériymar un
vecteur soufré (DTT) permet la reconstitution @éstins C3H non labiles.

Le mécanisme de la réparation de la leucine eh dégénération de I'agent de réparation
(DTT) dans?H,0, proposé par Anderson et ses collaborateursiéesillé dans la Figure 11-2.
Suite & la réparation, I'acide aminé deutéré dei@narstable sur une liaison &4et la forme
radical thiyl du DTT sont obtenus. Ce radical tHigdlme ensuite sur lui méme un cycle a six
chainons, stable sous forme d’anion radicalairsutfisre. Ce phénomeéne présente I'avantage
d’auto-neutraliser le radical thiyl pour qu'’il ntgdas le temps de réagir sur les biomolécules
avoisinantes. La forme anion radicalaire du DTTsdlisire se dismute ensuite en la forme
oxydée et réduite du DTT, permettant ainsi de réggmdans lI'eau deutérée la forme
donneuse de deutérium. Le DTT a aussi I'avantageodeéder une constante de vitesse de
réparation des ‘Gle 1d M™.s*, soit seulement un ordre de grandeur de moindajuiéesse

d’arrachement des hydrogenes des liaisons C—Hepaaticaux hydroxyle [206].
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. 'H Irradiation gamma
H 2u0 1y, 1302
ol oo + °HO > 'é'a" oo + 'HOH
2H3N 2H20 2H3N
o} 0
Leucine : Radicaux Radical carbo-centré
deutéroxyle
O°H
/—> ZHS\)\/\SZH
0H
DTT deutéré réduit
deuérée
0%H
Radical thiyl
\_ /“Qﬁoz“
\ S-S
2HQ 0% e@ctron agueux) 2HO¢. o’
> :._ ;
S-S S=S
. DTT sous forme
DTT oxyde radical anion disulfure

Figure 11-2 EchangeH/?H sur la leucine induit par les radicaux hydroxyleet le DTT.

La détermination de I'incorporation €hl, dans les acides aminés ou les peptides, est
faite par spectrométrie de masse mais égalemeRNMar du deutérium [205, 206].

Cette méthode a permis de détecter les radicabo-@antrés formés sur les acides
aminés mais aussi sur de petits peptides. Lesaésobtenus ont permis de tracer une échelle

relative de réactivité des acides aminés vis-algssradicaux hydroxyle et du DTT.

-60 -



Leu>lle>Val>Arg>Lys>Tyr>Pro>His>Phe>Met>Thr>Ala>[G| Ser, Asp, GIn, Trp, Asn, Gly, Cys]

Cette méthode permet donc de détecter par RMN dtédem l'incorporation dans 12
acides aminés sur 20 et de localiser la positicactexdu deutérium sur les acides aminés
[206]. Ces résultats seront discutés plus amplerpanta suite en les comparant avec les

notres dans le paragraphe II.E.2.c.

A ce jour, cette technique n’a toujours pas momtrécapacité d'étudier de grosses
molécules comme des protéines ou des complexedigues. Anderson et ses collaborateurs
évoquent dans une de leurs publications que le ddngorporation de deutérium dans les
peptides issus de protéines serait sans doutefigaif [205]. En effet, la taille plus
importante de la protéine nécessiterait, afin dedeyala proportion nécessaire en acide
aminé/DTT/HO pour une bonne incorporation de deutérium, de rgénéne quantité plus
importante de HOsusceptible de dégrader la structure protéiguemforte concentration.
Ainsi, les acides aminés accessibles mais peuifi€auatorporeraient sans doute trop peu de
deutérium dans des conditions préservant la steicta la protéine. De méme, dans le cas
d’un résidu peu accessible, l'incorporation de deutn serait faible et d’autant plus faible

que le résidu serait peu réactif.

En s’inspirant de ces travaux, la substitution deutérium par un tritium devrait
permettre de gagner en sensibilité de détectiomjaret cette approche applicable a des
protéines. En effet, 'atome de tritium a 'avargatjétre quantifiable a la fois par scintillation
liquide avec un seuil de détection de 5 & 10 Byifen 5 & 10 femtomoles di#l) et par
RMN du tritium. De plus, la structure native depeotéine devrait étre préservée lors de
I'’échange*H/*H.

[1.B Principe de notre méthode de détection et de quahtation

de radicaux

[1.B.1 Principe

Le laboratoire a développé une méthode permettadétection et la quantification des

sites d’attaques des H@ur les acides aminés par échaftdéH. Le principe est représenté
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schématiquement en deux étapes dans Figure II-8.rBdicaux hydroxyle arrachent les
hydrogénes des chaines latérales des acides asitiés en surface de la protéine. Un agent
de réparation tritié échange ensuite son tritiuecde radical formé. Ainsi, la présence d’'un

tritium indique la formation transitoire d’'un radiccarbo-centré.

/ HO" . V-H /
_—> —_—
Agent de
/ / réparation tritié /
1
1 H 1
Protéine Radicaux carbo-centrés

Figure II-3 Principe de marquage d’'une protéine parincorporation de tritium via un agent de réparation

tritié.

Cette approche nécessite principalement deux étapes
- la génération de radicaux hydroxyle

- laréparation par un donneur de tritium

[1.B.2 Production des radicaux hydroxyle : HO

Les radicaux hydroxyle sont des espéeces radicalai@itement réactives et non
spécifiques, qui réagissent sur les protéines ipatement en s’additionnant sur les composés
aromatiques (environ k = ¥oM™.s%) ou en arrachant les hydrogénes des liaisons @&sH d
acides aminés pour former des radicaux carbo-centetr constante de vitesse de réaction
avec les liaisons C—H est de I'ordre d& M*.s* soit 10 & 100 fois moins que la vitesse de
diffusion [215]. Ceci indique qu’en moyenne un alr@ment d’un hydrogene intervient toutes
les 10 a 100 collisions des H@vec les hydrogenes des liaisons C-H [205]. Aiesi,HO
treés réactifs auraient tendance a réagir en sudasanacromolécules et leurs diffusions dans
la structure protéique seraient limitées [216]. @Bcaux représentent ainsi un outil de choix
pour les études d’accessibilité de surfaces degipes et des interactions protéine—protéine,

en permettant d’obtenir une résolution au niveavédidu acide aminé.

Les radicaux hydroxyle peuvent étre produits desiplus manieres. Trois grandes

sources sont indiquées ci-dessous.
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La réaction de Fenton permet de générer des radipalroxyle en réduisant le peroxyde
d’hydrogéne par l'intermédiaire d’'un métal de titing, le fer. La présence d'un agent

réducteur, I'ascorbate, permet de régénérét étal’alimenter le cycle (Equation 1) [181].

FE'* + H0, —> F¢" + HO + HO
Equation 1 La réaction de Fenton

Les radicaux hydroxyle peuvent également étre proghar photolyse de I'eau avec un
rayonnement UV de longueur d’onde inférieure a h&% ou par photolyse du peroxyde
d’hydrogéne avec un laser de longueur d’onde audeu250 nm [182, 217, 218]. La rupture
homolytique de la liaison O-O produit deux molésude HO (Equation 2).

h .
HO, —Y | 2HO

Equation 2 La photolyse du peroxyde d’hydrogéne

Les rayonnements ionisants permettent aussi deupeodes radicaux hydroxyle en
fournissant I'énergie nécessaire pour rompre lssdima H-O des molécules d’eau. Ce
phénomene connu sous le nom de radiolyse de I'ezdup treés rapidement I'ensemble des
espéces représentées dans I'Equation 3.

Rayonnement
HZO _— HO.; H.a e_ac, HOZ.a HZOZl HO—! H30+l H2

Equation 3 La radiolyse de I'eau

Les rayonnements ionisants peuvent étre des phatensaute énergie (rayons X et
rayons y), ou des particules, comme les électrons (paetc@l), les noyaux d’hélium
(particulea) et des neutrons rapides [180, 183, 184]. La tgskode I'eau a I'avantage de ne
pas nécessiter I'introduction de réactifs chimiq(l¢£,, FE€") dans le milieu et de supporter
une grande variété de conditions expérimentales.deeix especes majoritairement produites
sont les électrons aqueux et les radicaux hydroxy@eroduction de HOpeut étre favorisée

au détriment des autres especes en fonction degions utilisées (Chapitre IV.B.1.b).
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Dans notre étude, les radicaux hydroxyle serontlyte par radiolyse de I'eau soit par
les électrons émis par un accélérateur linéairdAlQ : Accélérateur linéaire d’électrons pour
la radiolyse) au Laboratoire de Radiolyse du CEM, gar autoradiolyse de I'eau tritiée dans

notre laboratoire.

e Autoradiolyse de I'eau tritiée

Nous avons choisi d'utiliser I'eau tritite commeus®e de HO pour des raisons de
commodité et de disponibilité pour réaliser un a@ernombre d’étapes de mise au point de
notre méthode. En effet, notre laboratoire esteemtntre trés bien équipé en matériels

permettant I'utilisation d’eau tritiée de I'ordre dentaines de GBq en toute sécurité.

Dans le cas de [l'utilisation de l'autoradiolyse ki=au tritie, I'atome de tritium se
désintégre naturellement avec une émission d’'uonmagment” suffisamment énergétique
(Equation 4) pour provoquer la coupure homolytigiine liaison H-O (autoradiolyse) en

fournissant entre autres les radicaux hydroxyle .

% H ——> SHe +§ Ene = 0,017 MeV

Equation 4 Emission d’une particule p par dissociation d’'un atome de tritium permettant de réaliser

'autoradiolyse de I'eau [219].

L’autoradiolyse de 'eau tritiée permet de génémedébit de dosede I'ordre de dizaines

de Gray par heure.

* Accélérateur linéaire d’électrons : le LINAC

L’accélérateur linéaire d'électrons (LINAC) pernpeiur sa part de générer les doses de
dizaines de Gray en une seule impulsion de 10 eapasles, avec des électrons accélérés qui
possedent des énergies pouvant atteindre 10 MeYayannement pulsé résolu en temps est
un excellent outil pour I'étude des cinétiquesdaisintervenir des especes radicalaires issues

de la radiolyse, et notamment pour la mesure dirées constantes de vitesses.

® Le débit de dose est I'énergie fournie & la matjgar unité de temps exprimé en Gygour I'eau tritiée.
® L’énergie déposée sur les échantillons est apfmdéet est exprimée en Gray (Gy) ou Joule par kilognam
(J.Kgh).
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[1.B.3 Les agents de réparation donneurs de tritium

Le donneur de tritium doit répondre dans l'idégblasieurs criteres. Ce composé doit
étre le plus petit possible pour simuler I'accefisibaux solvants des acides aminés de la
protéine. De plus, I'étude des protéines en mihgueux suppose de trouver un composé
hydrosoluble possédant une liaison®-non labile & pH physiologique et suffisamment
réactive pour réparer les radicaux carbo-centrés.ptocessus d'échandéi/°H peut se
décomposer en deux étapes mettant en jeux deuxaotes de vitesse: I'arrachement d’un
hydrogene par les radicaux hydroxyle suivi de farétion par incorporation d’un tritium sur
le radical carbo-centré formé (Figure II-4). Potre&in bon réparateur, la force de la liaison
X—H du donneur doit permettre I'arrachement rapidétipar des radicaux de typé, @vec
une vitesse la plus proche possible de celle dthement par les H@''un *H sur une liaison
C—H (autour de 10910° M1.s%). De plus, le radical formé sur le vecteur résultu transfert
de tritium sur les résidus acides aminés, doit &8s peu réactif vis-a-vis de la protéine
analysée, pour éviter de former des adduits. Etdisynthese de ce compose tritié doit étre

simple et rapide.

k=1C-10° M*ts?

CH + HO — C
k = la plus
grande possible

o} + VVH & &— CH

Figure 11-4 Cinétique des deux étapes de I'échandel/*H sur une liaison C—H.

Différents composés sont connus pour étre de bonsedirs d’hydrogene et sont utilisés
notamment en chimie radicalaire. Les plus connus Ies dérivés de I'étain (liaisons Sn—H),
du silicium (Si—H), du germanium (Ge—H), du soufff®&H) comme pour le DTT et du
phosphore (P—H) [220]. Les constantes de vitesseadefert de leurs atomes d’hydrogene
sont variables selon le type de liaison et selosm ditres groupements greffés sur
'hétéroatome [220, 221]. De plus, certains compo® sont pas solubles dans I'eau et donc

inutilisables dans notre méthode.

Les composés phosphorés sont particulierementesdants car un certain nombre est

soluble dans I'eau en raison de la présence d’'ae/g@ir le phosphore et de leur capacité a
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former des sels. Divers composés, comme le diétbglphite, le diméthylphosphite, les sels
de I'acide hypophosphoreux, et notamment le sél-@éhylpipéridinium, sont connus comme
étant de bons réducteurs [220, 222, 223].

Ainsi, le premier travail mené au laboratoire poEsg mon arrivé, a été de sélectionner

un bon donneur de tritium.

I1.C Les résultats préliminaires du laboratoire

Les premiers travaux du laboratoire sur la détactibla quantification de radicaux sur
les acides aminés ont été menés durant le postrdoa’Olivier Thomas. Les premieres
expériences ont été toutes realisées en utilisamme source de radicaux hydroxyle
'autoradiolyse de l'eau tritiee. Son premier tridvzaété de sélectionner un bon donneur de

tritium.

a. Choix de I'agent donneur de tritium

En s’appuyant sur les travaux d’Anderson, il a tdigtbord choisi d’utiliser comme
donneur d’atomes d’hydrogene, le DTT dans l'eauié&i diluée isotopiquement.
Contrairement a I'équipe d’Anderson qui pouvailisgr une eau deutérée a 100 %, notre
laboratoire a utilisé une eau tritiee inférieureOA % pour des raisons techniques,
économiques et de radioprotection. En effet, unetig#e a 100% représenterait une activité
volumique trés élevée de plus de 1,2.G6Bq.mL™. L'utilisation du DTT et d’une eau tritiée
d’activité volumique de 37 & 74 GBq.ML a tout de méme permis d'obtenir une
incorporation détectable mais assez faible emmnitinférieure & 10 Bq.nmolsur des acides

aminés.

Toutefois, le DTT n’est pas la molécule la miewagtée pour réaliser un échange de
tritium dans des conditions aussi diluées en aaéer En effet, les deux liaisons S—H labiles
du DTT présentent beaucoup plus en proportion dinyghe que de tritium lors des échanges
avec l'eau tritiée a 0,1%. Le laboratoire a trés ¢hangé de donneur de tritium en choisissant
I'agent®H-BPASS (tritiated benzene phosphinic acid sodiaft) sjui posséde une liaison P—

®H stable & pH 7 et permet ainsi d’obtenir un ageet une bonne activité spécifique.
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b. Préparation de I'agent de réparation tritié

Le sel de sodium de I'acide phénylphosphiniqii¢-BPASS) est synthétisé facilement
dans un solvant anhydre par hydrolyse de la dioplegnylphosphine (PhPglavec de I'eau
triti€e de tres haute activité spécifique, obtepaeréduction du dioxyde de platine par le gaz
tritium. L'agent de réparatioiH-BPASS est obtenu avec une bonne activité spéeifiq
variant de 222 & 630 GBg.mniofsoit 20 & 60 % de marquage isotopique) (Figufs.ICette
activité spécifigue de l'agent de réparation estiren mille fois supérieure a celle obtenue

pour le DTT dans I'eau tritiée, dont [44 et les’H sont en échange constant.
PtO,

Gaz’Hy, 1 bar
THF anhydre, TA, 2h

©\ 3HZO ©\
—_—
p—Cl p-O°H
|

Cl O3H

-
©\/p ©\//O

S 6N Tampon o
H Hydrogénophospha H
*H-BPASS de sodium
pH=772

Figure II-5 Synthése du composé phosphoré tritigH-BPASS.

c. Essais de marquage sur des acides aminés aveBPASS

Des essais préliminaires ont été réalisés en aduiles radicaux hydroxyle par
autoradiolyse de I'eau tritiée, en présencéH8PASS sur cing acides aminés en duo avec la
valine ou la leucine, utilisées pour normaliser nésultats. Ces deux acides aminés ont été
choisis car ils présentaient selon les travaux degson une tres bonne incorporation de

deutérium.

Ces acides aminés ont ensuite été dansylés esaagigr chromatographie liquide haute

performance (HPLC) avec une double détection : IP4Anm et radioactive par scintillation
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liquide. L’incorporation de tritium a été évaluéaup chaque acide aminé en faisant le rapport
entre I'incorporation de tritium et la quantité ohatiere, et en normalisant sur la leucine sur
une base de 100. Ces premiers résultats, représtané la Figure 11-6, montrent que tous les

acides aminés testés ont incorporé du tritium.

120

100
80
60
4 I
20
0 — [
Tyr Val Leu

Thr Asn Gln
Acides aminés

Unité arbitraire

Figure II-6 Incorporation relative de tritium pour six acides aminés. Conditions expérimentales (eau
tritiée 18,5 GBq.ml?, 8h soit 275 uM HO cumulée ;*H-BPASS (222 GBqg.nmof) 400 uM ; acides aminés
2*250 uM ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,2 ; saturéen N,O)

Toutefois, les acides aminés aliphatiques (Leu &) Wicorporent plus de radioactivité
gue les autres acides aminés testés (Thr, Asn,Tgth, De plus, la leucine, qui présente une
chaine latérale plus longue que la valine, incapguus de tritium. Le nombre de CH et la
longueur de la chaine permettent-ils une meilleéncerporation de tritium ? Cette question

sera commentée dans le paragraphe Il.E.c.

Suite a ces résultats intéressants sur les agiegs, la méthode a été alors appliquée a

la cartographie de surface d’'une protéine modéle.

d. Détection des radicaux sur une protéine entiere ‘dpomyoglobine

La myoglobine de cceur de cheval est une hémopeotgabulaire de 17 kDa, constituée
de 154 acides aminés, structurée en hélices dont la structure tridimensionnelle a été
caractérisée avec une résolution de 1,7 A (pdb 1)PR4]. Cette étude a été menée sur

cette protéine modéle dont 'héme a été enlevé goaner 'apomyoglobine.
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La protéine (100 uM), en présence d’'un équivalerteBPASS (100 uM), est soumise
a une gquantité croissante de radicaux hydroxyl@yte par autoradiolyse de I'eau tritiée
(18,5 GBq.mLY). Aprés 0, 3, 6, 9 et 24 heures de réaction, déépre est extraite et analysée
par SDS-PAGE. Le gel est ensuite transféré sur mamebde PVDF et une visualisation par

comptage radioactif est réalisée par Beta-imaggu(€ 11-7).

Polyméres

Apomyoglobine (17 KDa)

timeth) 0 3 6 9 24
‘OH (nmol) 0 106 212 318 648

Figure 1I-7 Visualisation par Beta-imager d'un gel SDS-PAGE transféré sur membrane de PVDF.
Radioactivité associée a I'apomyoglobine en fonctiade la concentration cumulée en radicaux hydroxyla

un temps t (h). Conditions expérimentales : eau tiiée 18,5 GBg.mL' de 0 & 24 hH-BPASS (222
GBg.nmol ™) 100 uM ; apomyoglobine 100 pM ; tampon phosphat&0 mM pH 7,2 ; saturée en hD.

De maniere générale, aucun clivage de la prot€est nbservé, ce qui correle avec la
littérature qui indique que les phénomenes de dgaion des protéines sont favorisés en
milieu anaérobie [196]. Ainsi, aprés 24 heures élgction, des quantités significatives de
polymeres sont apparues. A contrario, peu de palysnest observé apres 9 heures de
réaction. Le gel indique que lincorporation detigrn dans la protéine tend a étre
proportionnelle a la concentration cumulée en &adic hydroxyle. Les expériences de
contrle n'ont montré aucune incorporation deuntien absence d#i-BPASS et/ou en

absence de radicaux hydroxyle.

-69 -



La protéine apres 9 heures de réaction, préseat@nfois un bon marquage et peu de
polymeres, est purifiée puis digérée par la trypsh 'ensemble des peptides obtenus est
analysé et séparé par HPLC en phase inverse (ipétetiV et radioactive) (Figure II-8).

5000

Détection radioactive
4000 -

£ 3000 -

cp

2000 ~

1000 -

0 20 40 60 80 100 120
200

Détection U\
150 -

100 +

mAU

50

0 20 40 60 80 100 120
Temps (min

Figure 11-8 Profils HPLC sur phase inverse C18 ded digestion par la trypsine (1/100 (w/w), tampon
NaHCO; pH 8, 24 h) de 'apomyoglobine purifiée. Chromatogamme du haut : détection par scintillation

liquide ; chromatogramme du bas : détection a 214m.

Plusieurs points importants ressortent. Premiérgntenla radioactivité est associée a
chacun des peptides. Ceci montre que les conditidifisant 1 équivalent en agent de
réparation et 2 ou 3 équivalents en 'HOnt suffisantes pour marquer une protéine entiere
Deuxiémement, le profil de digestion en UV aprébagge'H/*H est le méme que celui
obtenu a partir de la protéine non irradiée nafian représentée). Ceci semble indiquer que
les peptides résultants de la digestion ne présepies d’oxydations ou de dégradations

significatives.
Afin d’identifier les acides aminés marqueés, leptpes obtenus sont purifiés et

séquencés. Les dérivés phénylthiohydantoine-andimes (PTH-AA) sont collectés

manuellement a chaque cycle et leur incorporatientrdium est déterminée. L'activité
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spécifique en Bg.nmdl calculée pour chaque acide aminé est représergédagbn

schématique sur la figure suivante.

N ~ Activité spécifique
. J (Bg.nmol")
Y
;ﬁ ‘a\. As > 10C
1 S ‘ ( 50 < As < 10
- ""-\.I'
d 20 < As < 5

As < 2(

Figure 11-9 Vue en 3 dimensions du niveau d’incorpmation de tritium sur 'apomyoglobine (pdb 1WLA).

La détection et la quantification de radicaux sauté la surface d'une protéine
représentent une grande avancée. Toutefois, lastifisamesurées étaient parfois un peu
faible du fait d'une méthode de détection utiligaes totalement au point. Ces résultats ont
néanmoins permis de réaliser une échelle grosdigreorporation de tritium sur la surface,
inutilisable en I'état pour permettre une corréatavec les données d’accessibilité au solvant
des résidus de la protéine.

e Conclusions des travaux préliminaires du laboratoie

Ces premiers travaux menés par Olivier Thomas anttré@ que la méthode était tout a
fait prometteuse pour détecter et quantifier ddgaax sur les protéines et ainsi pourrait étre
appligué a de la cartographie de surface de pmtdde plus, des informations sur la
sensibilité des protéines aux radicaux hydroxylevpat étre obtenues a plusieurs niveaux :
au niveau de la protéine en visualisant le gel $ID&E, au niveau des différents peptides
qui la composent en réalisant une analyse HPLGenéh au niveau de l'acide aminé.
Toutefois, une mise ou point de la méthode de tléteest nécessaire pour pouvoir obtenir
des données plus précises et reproductibles swrofjporation de tritium sur les acides

aminés.
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Ce premier objectif de ma thése a donc consist@édliarer et optimiser cette méthode
notamment au niveau de la méthode de détectiomli3e afin de réaliser de la cartographie
de surface ou de la caractérisation des interactpntéine—protéine, il est intéressant de
connaitre la réactivité relative de chacun des @dea aminés communs vis-a-vis des
radicaux hydroxyle et ddH-BPASS. Les paragraphes suivants traitent donta deise au
point de la technique de mesure de l'activité dpe, puis de la réalisation d’une échelle de
réactivité des acides aminés, ainsi que de I'agfitin de la méthode de détection de radicaux
a de petits peptides.

[1.D Amélioration et optimisation de la méthode

Notre technique de mesure consiste a séquencpepisles préalablement marqués pour
obtenir les acides aminés dérivés correspondaiiid-@R). L’activité spécifique des acides
aminés collectés, exprimée en Bg.nthoést alors calculée & partir de deux données : la
guantité de PTH-AA et la radioactivité associéearhélioration de la méthode de
guantification peut donc étre menée en optimisaniméthode de mesure UV et/ou la
sensibilité de la technique de comptage de la aativte. Les méthodes de scintillation
liquide utilisées étant déja trés sensibles, sprbtocole de mesure de DO sur les PTH-AA

collectés nécessitait une amélioration (Annexe V.A)

Le premier changement, permettant de faire lesyaealen routine, a été de collecter les
PTH-AA en sortie de séquenceur par un collectedoraatique. Ce procédé permet de
collecter environ 70 % de chacun des PTH-AA. Letqgmole précédent utilisait les données
du détecteur UV du séquenceur. Ce point étaitilecypal probleme de reproductibilité car il
dépendait d’'un rendement de collecte manuelle quaid atteindre les 100 %. Nous avons
donc choisi de réaliser une lecture UV sur les gétlans collectés (Chapitre IV.H.a). Pour
permettre une mesure UV fiable, la quantité minendlacides aminés a collecter a été
estimée a environ 250 a 500 pmoles (Annexe V.A$. duigantités ainsi collectées sont tout a
fait acceptables pour permettre de réaliser un tagepfiable de la radioactivité associée.
Pour obtenir les quantités requises, il est néoessle déposer entre 5 et 10 nmoles de
peptides de 10 a 20 résidus sur le séquenceuralysm des échantillons avec ce nouveau

protocole permet d’obtenir au moins 95 % de l'dtdithéorique attendue (Annexe V.A).
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Apres s’étre affranchi de ces probléemes de seitéilgt de reproductibilité, la mise au
point d'une échelle de réactivité relative de I'emble des 20 acides aminés naturels vis-a-vis
des radicaux hydroxyle et de I'agent de réparatitié (*H-BPASS) a été réalisée. Ce travail

est exposé dans le paragraphe suivant.

II.E Echelle relative de réactivité des acides aminés

Afin de s’affranchir de [l'utilisation d’eau tritiéde I'ordre de dizaines de GBq et de
ramener le temps de génération des doses de radivalroxyle de quelques heures a
guelques secondes, nous avons choisi d'utiliser petie expérience l'accélérateur linéaire
d’électrons (Chapitre IV.B).

II.LE.1 Détermination de la dose nécessaire pour une incasmtion de

tritium satisfaisante

Une mise au point préliminaire sur un mélange eutreacide aminé aliphatique et un
aromatique a éte realisée afin de connaitre la W@ésessaire pour une bonne incorporation de
radioactivité. Sur la Figure II-10, lincorporatioen tritium sur la leucine augmente
linéairement en fonction de la dose générée. Toisteh de trop fortes concentrations en
radicaux hydroxyle, la leucine se dégrade et ddadela quantité de leucine récupérée
diminue fortement. Le meilleur rapport récupérafoarquage est obtenu pour une dose de

1000 Gy soit environ trois équivalents en radichyaroxyle par rapport a I'acide aminé.
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Figure 11-10 Variation de I'incorporation de tritiu m et de la dégradation de deux acides aminés (Len e

haut ; Phe en bas) en fonction de la dose générézyj.

La phénylalanine présente une sensibilité accruapecée a la leucine. En effet, la
courbe correspondant a la quantité de phénylalagicgpérée diminue linéairement des 500
Gy. De plus, des 1000 Gy, le chromatogramme eff aigsente trop de bruit de fond pour
pouvoir fournir une valeur de l'aire du pic actérinente. Cependant, a 500 Gy, le marquage

obtenu pour cet acide aminé est correct. Une expezi complémentaire avec un autre acide
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aminé, l'asparagine, a 500 Gy a permis d’obtens daleurs exploitables en quantité de
matiere récupéré et en radioactivité associée.iApsis avons donc choisi d'utiliser une dose

de 500 Gy pour la détermination de I'échelle detieié des acides aminés.

[I.E.2 Etude de la réactivité des acides aminés

Chacun des 20 acides aminés (100 uM) en préseradalecine (100 uM) est soumis au
faisceau d'électrons accéléré (500 Gy : 1,5 éqQijHen présence d#i-BPASS (0,5 éq.),

puis les deux acides aminés sont dansylés et StpartdPLC.

a. Comparaison autoradiolyse/LINAC

Aprés exposition au faisceau d’électrons accéldeesméme profil d’incorporation de
tritium est observé pour les six acides aminés u@&mment obtenus en utilisant

l'autoradiolyse de I'eau tritiée (Figure 11-6).

100
O Autoradiolyse de I'eau tritieée
® LINAC
75
o
=
ks
o
— 50
>
k]
<
>
25
Thr Asn GIn Tyr

Val Leu
Acides aminés

Figure II-11 Comparaison relative de I'incorporation de tritium des mémes acides aminés en présence de
radicaux hydroxyle produit par autoradiolyse de [Il'eau tritiée ou avec le LINAC.
Conditions expérimentales: (1) autoradiolyse de l&u tritiée : (voir Iégende Figure 11-6) ; (2) LINAC : 25
impulsions de 20 Gy a 0,4 Hz soit 291 uM en HO’H-BPASS (514 GBg.nmof) 100 pM ; acides aminés
2*100 pM ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturéen N;O.
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Cependant, la thréonine, I'asparagine, la glutarmeink tyrosine présentent, de maniére
significative, une meilleure incorporation relatide tritium lors de I'expérience avec le
LINAC que lors de I'expérience avec I'autoradiolyde I'eau tritiée. Ces variations sont sans
doute causées par les différences de protocolgg(Ljvalenten HO pour le LINAC au lieu
de 0,5) et surtout par I'utilisation d’un agéht-BPASS de meilleure activité spécifique (514
contre 222 GBqg.nmd). Toutefois, la différence des doses fournies ®2h* ou 20
Gy/impulsion) pourrait également influencer, de men significative, I'incorporation de
tritium sur les acides aminés. Ainsi, faut-il mieggnérer une plus forte concentration en HO
en peu de temps ou le contraire pour favoriserdegmage ? Ce graphique ne nous permet pas
d’'y répondre. Quoiqu’il en soit, il est clair quesldoses trés différentes générées avec des
sources de rayonnements différentes (électrondéaésg particule§) permettent d’induire

une incorporation de tritium détectable et quaetbite.

b. Echelle de réactivité

Une calibration en UV et en actif du systeme HPlegbmet d’obtenir, a partir des aires
des pics des acides aminés dansylés, I'activitéifiqiée en Bg.nmot pour chacun des acides

aminés normalisée sur la leucine.

Des phénomeénes de « dégradation » non caractétisé@s quantifiés apparaissent pour
la plupart des acides aminés sous forme de pitsaetds supplémentaires non associés a un
pic UV. En ce qui concerne les chromatogrammes lg¥ pics associés aux acides aminés
attendus sont présents avec un fort rapport sgpmabruit. Les « dégradations » minoritaires
visibles uniquement en actif pourraient é&tre degduid entre les acides aminés et’te
BPASS qui présente une activité spécifique éleeégifon 370 KBg.nmot contre 0,1 & 2,5
KBg.nmol* pour les acides aminés). En effet, en absenceygéme, les radicaux sur les
acides aminés en solution ont tendance a s’assecisz eux en dimérisant [196, 225-227].
Les radicaux Pou ceux délocalisés sur le noyau aromatiquéHdBPASS peuvent tout a fait

réagir avec des’'@u O des acides aminés.

En réalisant des essais avec le LINAC dans destoaamslidentiques sur quelques acides
aminés seuls (Leu, Trp, Phe, Cys), des adduit&t@ntaractérisés par LC-MS de type aa—aa,

" Dans tout le manuscrit, les équivalents eni Bi®en®H-BPASS sont calculés par rapport & la quantitéidés

aminés, de peptides ou de protéine.
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aa-H-BPASS et'H-BPASSXH-BPASS, mais aussi des mono- et di-hydroxylatismsles
acides aminés aromatiques. L’ensemble de ces roaiilifins représente en intensité de signal

moins de 2 %.

Afin d’améliorer encore la sensibilité (en dimintiate bruit de fond sur le
chromatogramme actif), un traitement acide a étéisé En effet, 'agentH-BPASS présente
une liaison phosphore—tritium stable a pH neutréaleile dans des conditions acides. Les
acides aminés présentent quant a eux des atontesuse lies de facon covalente aux atomes
de carbone. Un traitement acide (acide trifluortigoé (TFA) 10%) de quelques heures a
température ambiante est réalisé dans le but d@ehndes tritiums rendus labiles de I'agent
de réparation ayant pu se lier avec les acides émnitout en préservant le marquage
spécifiqgue de chaque acide aminé. Dans la plugartds, ce traitement permet d’obtenir des
chromatogrammes actifs présentant un faible brifiodd et peu de pics parasites conduisant
a un calcul de l'activité spécifique fiable (Figuke17 en annexe). L’échelle de réactivité des

acides aminés avec ou sans traitement TFA estsemée dans la Figure 11-12.

3000
ke @ Echantillons sans TFA
m  Echantillons traités TFA
< 2500

NA

Activité spécifique (Bg.nm

= = N

ul o ol o

o o o o

o o o o o

Gly Ser Asn Ala Pro GIn Asp Thr Glu Tyr His Met Cys Val Phe Trp lle Arg Leu Lys
Acides aminés

Figure 11-12 Echelle relative de réactivité des adies aminés avec ou sans traitement acide (remarqué&
donnée obtenue sur la méthionine est discutable caémop prés du bruit de fond en UV et en actif ; NA=

non attribué).

A I'exception de quatre acides aminés (Ala, Thni & Cys), I'ordre de réactivité n’est

pas particulierement changé par rapport aux édlmargtinon traités par le TFA. De facon
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générale, l'activité spécifique de chacun des acidminés présente le méme ordre de
grandeur avec ou sans traitement acide. De plus, ¢ig d’entre eux (GIn, Asp, Thr, Tyr,
His, Cys, Val, Phe, Leu et Lys), I'activité spégife est Iégerement augmentée, dont celle de
la thréonine qui est triplée et méme celle de Istége qui peut étre mesurée. Ceci tend a
prouver que le traitement acide n’enléve pas lequege des acides aminés. Bien au
contraire, il permet d’abaisser le bruit de fond ddromatogrammes radioactifs et ainsi
d’augmenter la résolution des pics actifs. Aingis @ctivités spécifiques surestimées (Ala et
Glu) en raison d’'une mauvaise séparation par HPhi@des acides aminés dansylés et des
impuretés trés minoritaires mais hautement margpg&edes atomes de tritium labiles, ont pu

étre précisées grace au traitement acide.

c. Discussion

La réactivité des acides aminés vis-a-vis des aaditiydroxyle a été beaucoup étudiée
en milieu aérobie en utilisant la radiolyse pulsémbinée a des détections UV/visible et/ou a
la spectroscopie par résonance paramagnétiquerogliegte. La réactivité des HQest
favorisée la ou le radical sera stabilisé par desigements voisins tels que des doubles
liaisons, des cycles aromatiques, des hétéroatdoie=s en électrons et de fagcon moindre par
des groupements alkyle donneurs d’électrons [1@Eux phénomenes permettent de
stabiliser ces radicaux. Le premier délocalise @estrons sur d’autres atomes a travers le
chevauchement d’orbitales atomiques contenant ldes@s non appariés avec les orbitales
n. Le second transfére des électrons a traversdissrnsc des groupements alkyles vers le
centre radicalaire déficient en électrons. Bien des radicaux hydroxyle réagissent
rapidement sur la plupart des liaisons C—H desesac@minés en arrachant des atomes
d’hydrogene, les réactions d’addition sur les syste insaturés (doubles liaisons, cycles
aromatiques) sont encore plus rapides et méme miadat [196]. Ce phénoméne est lié au
caractére électrophile du radical hydroxyle quigiéaonc préférentiellement sur les sites

riches en électrons.

Une échelle de réactivité de ces acides aminéspiduautour de 7 est représentée dans le
Erreur ! Source du renvoi introuvable. [196, 215]. De maniére générale, ce sont les acide
aminés soufrés et aromatiques qui sont les plusitden a I'attaque des HGuivis des acides

aminés aliphatiques.

-78 -



Acides Réactivité Acides Réactivité
aminés M1tsh PH aminés M™1sh pH
Cys* 3,5.108° 7,0 Pro 6,5.10 6,8
Trp* 1,3.10° 6,5-8,5 GIn 5,4.10 6,0
Tyr* 1,3.10° 7,0 Thr 5,1.10 6,6
Met* 8,5.10 6—7 Lys 3,5.10 6,6
Phe* 6,9.10 7-8 Ser 3,2.10 ~6
His* 4,8.10 7,5 Glu 2,3.19 6,5
Arg 3,5.10 6,5-7,5 Ala 7,7.10 5,8
lle 1,8.10 6,6 Asp 7,5.10 6,9
Leu 1,7.106 ~6 Asn 4,9.10 6,6
Val 8,5.10 6,9 Gly 1,7.16 5,9

Tableau Il-1 Constante de vitesse de réaction desides aminés avec les radicaux hydroxyle autour doH
neutre (* vitesses de réaction attribuées en majdéd a des phénomeénes autres que I'arrachement
d’hydrogéne sur les C-H) [196, 215]

Toutefois, tous les acides aminés ne subisseriepaéme type de réaction avec les’"HO
Ainsi, les radicaux hydroxyle réagissent quasi @siglement par arrachement de I'hydrogene
du groupement thiol de la cystéine, I'acide ammélus réactif. La vitesse de réaction des
HO'" sur la méthionine correspond pour sa part a upor@B0/20 d’addition de I'hydroxyle
sur le souffre et d'arrachement d’hydrogéne sur liesons C-H. Les HDréagissent
principalement avec les acides aminés aromatigaesagidition sur le cycle. Sur tous les
autres acides aminés, la réaction principale agtakhement d’hydrogene sur les liaisons C—
H. Les acides aminés aliphatiques a longue chainetses réactifs, suivis de I'arginine qui
présente elle-méme une réactivité dix fois supégi@ucelle de la lysine. Les acides aminés a
chaine courte tels I'alanine et la glycine sontresins réactifs ainsi que les acides aminés
chargés négativement (Asp et Glu) et I'asparagine.

Lors de leur étude visant a réaliser la cartogeple surface de protéines, I'équipe de
Chance a déterminé une échelle de réactivité déesaaminés en milieu aérobie vis-a-vis des

radicaux hydroxyle et des oxydations de I'oxygermérulaire a partir d’'amino-amides isolés
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(mimant la liaison peptidique) ou de petits pemi@—X—G) [184]. L’'ordre de réactivité est

obtenu en analysant les oxydations des résidussaaitiinés par spectrométrie de masse :

Cys>Met>Trp>Tyr>Phe> His>Leu, lle>Arg, Lys, Val>$Saihr, Pro>GIn, Glu>Asp, Asn>Ala>Gly

Cette étude confirme la tendance du tableau II-1lesi acides aminés soufreés,
aromatiques, aliphatiques et chargés positivememtt Ies plus sensibles vis-a-vis des 'HO
Les acides aminés Asn, Asp, Ala et Gly sont de eauvles résidus les moins oxydés.
Logiqguement, notre échelle de réactivité est diffiée de celle de I'équipe de Chance. En
effet, ce sont les acides aminés aliphatiquesaigéls positivement qui sont les plus réactifs,
suivi des aromatiques et des acides aminés soessdifféerences sont directement dues a la
différence de mécanisme de deux phénomenes : &aatém par un donneur d’hydrogene et
I'oxydation par le dioxygene. Dans notre cas, elemianaérobie, la réparation des radicaux
carbo-centrés se fait par incorporation d’'un tntiuCe phénomene est dépendant de la
proportion d’arrachement d’hydrogéne des liaisor$1CLes acides aminés aliphatiques vy
sont notamment plus enclins [206]. Dans le cas li@n€e, les radicaux vont réagir avec les
molécules d’oxygéne en oxydant les résidus, un @éne qui est typiquement favorisé sur

les acides aminés aromatiques et soufrés.

Toutefois, I'analyse et l'interprétation de nos ulésts sont plus pertinentes en les
comparant avec ceux d’Anderson obtenus en mili@é¢rmmbie avec un systeme de réparation
similaire par le deutériumL’échelle de réactivité obtenue avec leur méthode la

suivante [206]:

Leu>lle>Val>Arg>Lys>Tyr>Pro>His>Phe>Met>Thr>Ala>[@| Ser, Asp, GIn, Trp, Asn, Gly, Cys]
Nos résultats, obtenus en incorporant du tritiuneretutilisant un agent de réparation

différent, présentent un ordre de réactivité sehibJavec notamment une augmentation de la

gamme d’acide aminé détectable (18 acides aminélBeaude 12 pour la méthode au

deutérium).

Lys>Leu>Arg>lle>Trp>Phe>Val>Cys>Met>His>Tyr>Glu>THasp>GIn>Pro>Ala>Asn>[Ser, Gly]

L'interprétation des résultats est présentée csales par famille d’acide aminé.
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I. Les acides aminés aliphatiques

Le méme ordre de réactivité est obtenu avec lex deihodes utilisant le tritium ou le
deutérium pour les acides aminés aliphatiques >llewVal>Ala>Gly. Ces résultats sont
plutét en accord avec 'ordre de réactivité visisdes radicaux hydroxyle répertorié dans le
tableau I1.1. Précédemment, il a été fait mentiae da principale action des radicaux
hydroxyle sur les acides aminés aliphatiques estather les hydrogenes des liaisons C-H.
Tout particulierement, a pH physiologique, lesssjtencipaux d’arrachement des hydrogenes
se trouvent sur les liaisons C—H des chaines latédes acides aminés. Selon la littérature, le
mangue de réactivité sur le- de la chaine principale est dU a la désactinatiduite par
les groupements ammonium et carboxylate dans fagf@witterionique de I'acide aminé a ce
pH [196, 228, 229]. Ceci peut expliquer la faibdearporation de deutérium ou de tritium sur
la glycine pour leur méthode et la n6tre [206].

L’équipe d’Anderson a identifié par RMN du deuténides sites d’incorporation pour
chacun des acides aminés aliphatiques et a donidentifier les liaisons C-H les plus
réactives [206]. Ainsi, ils montrent que les hydrogs des groupements méthine (CH) des
chaines latérales sont plus réactifs que ceux amrggments méthylene (GHet que ceux
des groupements méthyle (gJHEN effet, généralement ce sont les radicauxoceentrés les
plus stables qui sont favorisés et I'ordre de $itéhdes C est le suivant : carbone tertiaire >
secondaire > primaire [196]. Toutefois, en fonctaun nombre d’hydrogéne, les sites £H
présentent plus d’incorporation de deutérium queQGeé} et les CH. En effet, les radicaux
tertiaires sont plus stables, donc moins enclir&ra réparés, ce qui pourrait expliquer la
moindre réactivité¢ des thiols vis-a-vis des radicaiertiaires [196, 230]. De plus,
I'incorporation de deutérium sur les gHugmente avec I'éloignement du carbané.’effet
désactivant des groupements ammonium et carboxylateeffet tendance a se répercuter sur
'ensemble de la chaine latérale, et notammentiesutiaisons C—H les plus proches [228,
231, 232].

Nos résultats et les leurs indiquent ainsi uneticgladirecte entre la quantité de tritium
ou de deutérium incorporée et la longueur de lanehkatérale aliphatique. Plus la chaine est
longue, plus il y a d’'incorporation de tritium owe dleutérium, ce qui explique l'ordre de
réactivité suivant: Leu>lle>Val>Ala>Gly pour ceguk méthodes. Le type de détection
utilisé dans notre méthode (détection UV et radigarne permet pas d’identifier les liaisons
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C—H impliqués dans l'incorporation de tritium. Cadant, la similarité de réactivité de ces
acides aminés aliphatiques avec les deux méthadggeerait le méme mécanisme de

réaction.

La méthode de planigraphie par le tritium déveleppar I'équipe de Shishkov et
Baratova montre pour sa part, sur des acides amswés et sur une protéine, que
I'incorporation de tritium dans différents résidasides aminés présente une probabilité égale
guand le calcul est ramené a une seule liaison {208, 210]. Les auteurs indiquent
gu’aucune variation d’incorporation n'est obsenefefonction de la nature du groupement
voisin ou de la localisation du site de marquagéréenités N ou C-terminales) [210]. Ainsi,
cette réactivité semble étre en relation linéairecd’'accessibilité des C—H des résidus de la

protéine.

Toutefois, ces hypothéses de réactivité #éssur les C—H, idéales pour réaliser du
« footprinting » ou de la cartographie de surfamet, été remises en cause. En effet, des
résultats contradictoires ont été obtenus par wmx @&quipe a partir d’étude sur des di- et
tri-peptides, ou les acides aminés aliphatiquemngue chaine (Leu, lle, Val) présentent une
incorporation de tritium plus élevée [233]. L'exgdtion avancée est que l'arrachement
d’hydrogene des atomes de carbone tertiaires, meesaiquement sur ces chaines latérales,
est plus facile que pour d’autres configurations l'déeome de carbone. Ceci serait en
adéquation avec la remarque citée précédemmerniaquus grande stabilité des radicaux

formés sur les groupements méthine.

ii. Les acides aminés chargés positivement

Notre échelle relative montre que I'arginine elykine sont parmi les trois acides aminés
les plus réactifs (avec la leucine) vis-a-vis d€3 Et de notre agent de réparation tritié. Ces
résultats sont en accord a la fois avec les bonoerstantes de vitesse de réaction avec les
HO" de la Lys et de I'Arg Erreur! Source du renvoi introuvable.) et avec ceux
d’Anderson qui montraient une tres bonne réactidiééces deux résidus juste derriere les

acides aminés aliphatiques a longue chaine.

Ses données de RMN du deutérium apportent desésisupplémentaires sur les sites
d’incorporation de deutérium. Tous les groupemantshyléne [, y, d) présentent de

I'incorporation mais le plus réactif est celd) Gitué en amont du groupement guanidinium
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chargé positivement [206]. Une étude RPE montrecgugroupement a un effet activateur sur
'arrachement par les H@'hydrogéne des &£H [234]. L'incorporation sur la lysine montre
aussi de l'incorporation de deutérium sur tousdets mais trois fois plus sur les, @t les G.

La bonne incorporation de deutérium obtenue s@; kea a I'encontre d’une hypothese selon
laquelle les groupements méthyléne adjacents awpgroent ammonium sont plutot
désactivés et qu'ainsi les H@agissent préférentiellement sur le2deC; les plus éloignés

des deux groupements ammoniunueste.

Nos résultats, résolus a I'échelle de I'acide am@téon atomique, ne permettent pas de
trancher entre ces deux hypothéses. Pour autardprporation trés significative de tritium
observée avec notre méthode peut étre due évidenanfieeibonne réactivité intrinséque vis-a-
vis des HO de l'arginine et de la lysine (activée ou non [ groupements protonnés
ammonium et guanidinium), mais peut étre aussi single présence d’'une charge positive
sur I'extrémité des chaines latérales. Notre agentéparation tritié PRA(O)ONa" sous
forme de sel, chargé négativement, est peut-étigd giar ces charges positives et se
localiserait préférentiellement prés des radicarba-centrés formés sur ces chaines latérales

et ainsi les réparerait.

La proline posséde aussi a pH physiologique unggehgositive sur 'amine N-terminale
incluse dans le cycle de la chaine latérale. L&fpalr RMN du deutérium d’Anderson montre
que l'incorporation de deutérium se fait préféreligment sur le £ puis sur le €le plus
proche de cette charge et enfin sur }g2D6]. Ainsi, cette pseudo charge ne désactivegas
site G. Notre approche permet, tout comme celle d’Andersme incorporation de tritium

sur la proline suffisante pour notre méthode deati&n.

li. Les acides aminés soufrés

La méthionine et la cystéine présentent une bootnta spécifique avec notre méthode.
Ces deux acides aminés sont parmi les plus réasmifsn les constantes de vitesses de
réaction des HOavec les acides aminés (Met : 8,3.M0%s* et Cys : 3,5.18 M*.s%) [196,
215]. Cependant, les H@éagissent quasi exclusivement avec la cystéinarexchant un
hydrogene sur le groupement thiol, une positionldalEvoquant cette raison, I'équipe
d’Anderson ne détecte aucune incorporation de daotésur la cystéine [205]. Le marquage
observé sur la cystéine avec notre méthode laiggmser que des radicaux €dnt tout de
méme formés et doivent étre bien réparésiieBPASS.
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En ce qui concerne la méthionine, I'arrachemenh diydrogene sur les liaisons C-H se
produit a hauteur de 20% et plus particulierementes positions £ou G [196, 206, 235].
La réparation directe de ces formes est le mécanisrplus probable. Il est a noter que cette
méme méthionine impliquée dans un peptide estqljeite a ce dernier mode d’action qu’'a
son oxydation en sulfoxyde [206]. Toutefois, nosuttats obtenus sur ce résidu préte a
caution car peu de produit a été récupéré apramdiation suggérant une dégradation

importante de cet acide aminé (oxydation, décarlatioy,...) [196, 236].

iv. Les acides aminés aromatiques

La réactivité des acides aminés aromatiques vis-das HO et de®H-BPASS est dans
l'ordre suivant: Trp, Phe>His>Tyr. La littératufait mention de la haute réactivité des
radicaux hydroxyle s’additionnant sur les cycles deatre acides aminés aromatiques. Peu

ou pas de phénomenes d’arrachement d’hydrogeénessanaines latérales ne sont rapportés.

Pour leur part, les études préalables menées pderdon montrent que ce phénoméne
existe tout de méme avec principalement du marqsagele groupement méthylene en
positionp. L’histidine présente aussi des atomes de demésiwr la position C2 et un peu sur
C4 de son groupement imidazole. La tyrosine présemt tiers d’incorporation sur ces
positions C3 et C5 du groupement phénol [206]. hénylalanine présente de I'incorporation
de deutérium uniquement sur la positidnEnfin, aucune incorporation n’est observée par

RMN du deutérium sur le tryptophane.

Pourtant, nos résultats montrent que le tryptoplesteun des résidus aromatiques les
plus réactifs vis-a-vis de notre méthode. Danstlér&ture, il a été montré qu’'en absence
d’'oxygéne, I'adduit hydroxyle formé sur I'indole dityptophane avait tendance a étre éliminé
sous forme d’eau pour donner naissance a‘ysuN par délocalisation a urn €bus forme de
radical indolyle [216, 237]. LEH-BPASS, en plus de la réparation en posifiprtransfére
peut-&tre un tritium sur cette position de I'inddle plus,®H-BPASS lui-méme aromatique,
est peut étre impliqué dans une interaction de typestacking » qui le rapprocherait de

I'acide aminé aromatique et favoriserait la réparaties radicaux formés sur ces résidus.
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v. Les acides aminés hydroxylés

Entre la méthode d’Anderson et la nbtre, le ménmdreode réactivité est observé
concernant la sérine et la thréonine. Dans les dasxla sérine est peu ou pas marquée et la
thréonine présente une activité spécifique moyerPeurtant, dans la littérature, le
groupement hydroxyle situé sur les chaines laterfaleorise I'arrachement d’hydrogéene les
liaisons C-H adjacentes, car il possede un effghilgant du radical en délocalisant les
électrons [196, 238]. Ainsi, 84 % des atomes d’bgéne arrachés sur les liaisons C—H de
I'éthanol sont eru du groupement hydroxyle, contre 13 % sur le growgreg méthyle. De
plus, la sérine et la thréonine sont sujettes,bmerace d’oxygene, a subir une désamination
rapide suite a cet arrachementoedu groupement hydroxyle. La vitesse de désamimash
peut étre plus rapide que la vitesse de transtettitium sur le radical carbo-centré formé.
Ceci pourrait expliquer la faible quantité de tniti incorporé sur la sérine.

vi. Les acides aminés chargés négativement et leurdami

Les activités spécifiques de Asn, Asp, GIn et Glntgparmi dans la moitié inférieure de
notre échelle de réactivité. Ce fait est cohérgrtda réactivité des radicaux hydroxyle sur
ces acides aminés observés par RPE : Asn 4,9A€p 7,5.10; Glu 2,3.16; GIn 5,4.18
M™.s! qui sont aussi dans la seconde moitié du tableau Llors des études d’Anderson,
aucune incorporation n’'est observée par RMN du éuh, alors qu’en utilisant une
meéthode de détection plus sensible, la spectroend&imasse, une tres faible incorporation
est détectee [206].

Notre méthode permet une incorporation de triti@ilé ou moyenne mais suffisante
pour une détection des radicaux formés sur cegeseathinés isolés. Nos résultats vont dans
le sens de la littérature ou il est mentionné @segroupements carboxylate et carboxamide
ont un effet stabilisant des radicaux adjacent$,[2B9]. Ainsi, ces radicaux stables auraient
moins tendance a arracher les hydrogenes, d’ouarguage faible ou moyen. Une tendance
indique que la présence d’'un groupement méthylapplémentaire dans Gin et Glu favorise
une meilleure incorporation de tritium respectiveingue Asn et Asp. Ceci concorde aussi
avec la réactivité des acides aminés du tabledu lle groupement carboxamide tendrait a
étre plus stabilisant que le groupement carboxylatela vue de nos résultats:
Asn<GIn<Asp<Glu.
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d. Conclusion intermédiaire

Notre échelle de réactivité des acides aminés -vis-ales HO et de®H-BPASS est
plutét concordante avec les résultats de la liiiéea qui utilisent d’autres méthodes.
Cependant, notre méthode a le mérite de pouvoictitles radicaux sur I'ensemble des 20
acides aminés communs a I'exception de la glycirke da sérine.

L’étude d’Anderson permet de détecter par RMN dut@&um de l'incorporation sur

seulement 12 acides aminés sur 20 [206].

La méthode de détection des radicaux par oxydaiomilieu aérobie et spectrométrie
de masse développée par I'équipe de Chance peuaat g elle de détecter et d'utiliser 14
acides aminés sur 20. En effet, & I'exclusion deides aminés (Asn, Asp, Ala et Gly) trop
peu réactifs et de la Thr et la Ser, qui présentea bonne réactivité, mais qui ont des
produits d’oxydation qui ne sont pas facilemennid&bles, les 14 autres acides aminés sont
utilisables pour apporter des informations lors @gpériences de « footprinting » [184].
L’ensemble de ces résidus ne représente que 65 [@os#gjuence d’'une protéine type. Cette
méthode est donc intéressante mais tout de méntédipour réaliser du « footprinting ».

Notre échelle de réactivité obtenue sur des acmeisés isolés indiquerait que notre
méthode permettrait d'utiliser respectivement 46eacides aminés de plus que celle de
Chance et d’Anderson. En ne comparant que la witgctur les acides aminés isolés, notre
méthode permet d’obtenir une meilleure couvertueela surface protéique et donc une
meilleure résolution pour la caractérisation deteractions protéine—protéine. Toutefois,
comme le supposait Anderson pour sa méthode, Homeation d’'un isotope de I'hydrogene
sur les chaines latérales des acides aminés estdsate plus aisée sur des acides aminés
isolés et sur de petits peptides que sur une petaitiere. En effet, 'encombrement stérique

et les « effets de voising dans une protéine pourraient perturber I'incorionede tritium.

Avant de passer a la cartographie de surface prméet/ou a la caractérisation
d’interactions protéine—protéine, une deuxieme eétapfranchir est de montrer que notre

meéthode est capable de détecter et quantifiemldisaux sur des peptides. Aprés avoir rendu

8 Effets de voisins : effets d’'encombrement stériquele charge sur la réactivité des acides amioiéing dans

la séquence protéique et/ou dans I'espace.
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la méthode de détection fiable et reproductibleafitne 11.D), nous avons ensuite appliqué
notre approche a de petits peptides non strucfugsentant ainsi une surface d’accessibilité
la plus proche possible de celles des acides ansoks.

II.LF Détection et quantification des radicaux sur des peides

[I.F.1 Essais de marquage sur des peptides

Les premiers essais de détection de radicaux synelgtides ont été fait en utilisant I'eau
tritite comme source de radicaux hydroxyle. Unedétest tout d’abord menée afin de
déterminer I'effet de la concentration cumulée & Bur I'incorporation en radioactivité des
acides aminés d’'un petit peptide de sept résidukeimptide (Leu—Arg—Arg—Ala—Ser—Leu—
Gly). Ce peptide contient a la fois des résidus téactifs par rapport & notre méthode (Leu,
Arg) et d’autres trés peu réactifs (Ala, Ser, Gg)on I'échelle de réactivité déterminée dans
le paragraphe I11.E.2.b.

» Effet de la concentration cumulée en HOsur I'incorporation de tritium

Les activités spécifiques des acides aminés dudeepont représentées dans la Figure
11-13.
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Figure 11-13 Effet de la concentration cumulée en " sur I'incorporation de tritium sur les acides amirés

du kemptide. Conditions expérimentales : kemptide Q0 pM ; eau tritiée 18,5 GBq.mL* (HO® 35,3
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uM.h™) : *H-BPASS 360 pM (AS = 204 GBg.mmd)) ; Tampon Phosphate 10 mM pH 7,2 ; saturée en
N,O.

Le premier constat est que I'ordre de réactivitet&rg>Ala, Ser, Gly est conservé par
rapport a I'échelle de réactivité des acides amiséles vis-a-vis des H@énérés par des
électrons accélérés. A l'instar de la Figure ll-ddtte observation confirme la polyvalence de

notre méthode vis-a-vis des sources de rayonnemiésables pour former les HO

De plus, chacun des acides aminés incorpore lem@aint du tritium en fonction de la
guantité de HOgénérés au cours du temps. Avec un nombre d’'éegnitgaen HOcroissant,
les activités spécifiques des acides aminés peuwjuésr (Ala, Gly, Ser) deviennent
significatives. La quantité générée de radicauxtwyle est donc un facteur trés important a
prendre en compte pour incorporer suffisammentadeactivité sur la surface des protéines

dans le but de réaliser des études de « footpgimtin

Enfin, dans ce peptide, I'incorporation de triti@st équivalente pour les deux leucines
entre elles, ainsi que pour les deux argininesfailesst trés intéressant pour envisager de
cartographier les surfaces protéiques. En effetpaint important pour sonder la surface
d’'une protéine est d’obtenir une incorporation riteum équivalente pour deux acides aminés
identiques présentant une accessibilité au solgantlaire mais situés a deux endroits

différents de la protéine.

Afin de confirmer ou d’infirmer ce dernier pointpus avons mené une étude sur huit
peptides en mélange, non structurés et de séquendégs présentant environ huit acides

aminés chacun.

» Test sur un mélange peptidique

Quatre des peptides sur les huit ont été séquextdéxctivité spécifigue de chacun des
acides aminés déterming&igure 11-14).

Cette étude confirme que notre méthode est caplebitecter les radicaux sur de petits

peptides puisque tous les acides aminés présahtenarquage radioactif. Toutefois, tous les

° Seules les données conformes aux régles décaitesla partie IV.H du Matériels et Méthodes (DO, &°H

> a 5 fois le bruit de fond) sont représentéesearhistogrammes.
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acides aminés aromatiques et les acides aminégéshaiégativement présents dans ces
peptides possedent une tres faible activité spgafi Tous les autres acides aminés présents
dans ces peptides possedent une incorporatioitidentsignificative. Notamment, la glycine,

la sérine et I'alanine possédent toutes une incatjpm de tritium significative, et ceux avec
seulement 2,4 équivalents de H&d un agent de réparation d’activité spécifiqugemme (AS

= 344 GBg.mmot) (Figure 11-14 A.). Ces expériences de détectiematiicaux sur une méme
séquence peptidique semblent reproductibles puikguoeme ordre de réactivité est obtenu
pour les acides aminés du kemptide précédemmedieéteul (Figure 11-13). De méme, les
deux leucine, ainsi que les deux arginine sont edsgement marquées de maniere

équivalente.

Il est a noter, gu'apres des étapes de mises au fannexe V.B.a et b), une étude
similaire a été menée en utilisant I'accélératéngdire d’électrons comme source de ‘HO
(Figure V-10 en annexe V.B.c). Seul le kemptideté s€quencé. Aprés normalisation, le
profil d'incorporation de tritium et I'intensité dearquage présentent la méme tendance pour
les acides aminés issus des deux échantillons (CINA autoradiolyse de I'eau tritiée).
Seules les intensités de marquage des arginine é&gr deux échantillons sont un peu
différentes (environ 1,5 fois plus de marquage plasr arginine issus de I'échantillon
d’autoradiolyse). Ceci peut s’expliquer par l'efid¢ la normalisation, mais surtout par le

temps de réaction de deux minutes dans un cashetitdeeures dans l'autre.

19 La détection de maniére significative, notammestial glycine pourtant trés peu marqué dans |'éehedl
réactivité des acides aminés isolés, est en pduiea des méthodes de quantification différentéssiAle
compteur de scintillation liquide statique est b fplus sensible que le détecteur de radioagtiytnamique

couplée a 'HPLC.
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Figure II-14 Activités spécifiques des acides amisdssus des peptides en mélange. A. Kemptide ; Beu-

Valorphine-Arg ; C. Angiotensine ; D. p-Casomorphine. Conditions expérimentales: 8*50 pMde
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peptides ; eau tritiée 18,5 GBq.mL* pendant 8h soit [HO] = 973 pM cumulée, 2,4 éq3H-BPASS 740 uM
soit 1,85 éq. (AS = 344 GBg.mmd) ; Tampon Phosphate 10 mM pH 7,2 ; saturée en,.

Les conditions expérimentales utilisées pour le amgd peptidique issu de
I'autoradiolyse de I'eau tritiée correspondent gnigalencé' & environ 5 fois moins de HO
et de®H-BPASS que lors des expériences avec les acidesanisolés. Afin de rationaliser
les résultats obtenus pour comparer l'incorporagiofH des acides aminés issus des peptides
avec celle obtenue sur les acides aminés seulactigsiés spécifiques sont normalisées sur la
leucine la plus marquée (Leudpide de la Figure 11-14 A.). Les valeurs normaliséestso
représentées dans la Figure 1I-15 et dans la Figtirgé (annexe V.C).

100
O Valeurs acides aminés (peptides) —
B Valeurs acides aminés (seuls)
75 1
50 1

Valeurs relatives

J podl wmddd niin o

Val Arg Leu
Acides aminés

Figure 11-15 Activités spécifiques des acides amiséissus des peptides en mélange normalisées sur

I'activité spécifique de la leucine la plus marquéecomparées a celles des acides aminés isolés.

Tout d’abord, les quatre acides aminés aromati@iies Phe, Tyr et His) et les acides
aminés chargés néegativement (Asp, Glu) présentenplus faible incorporation de tritium de
I'ordre de 20 a 50 fois moins en comparaison aescacides aminés seuls (Figure 1I-15 et

Figure V-11 en annexe).

M e nombre d’équivalence en M@t en*H-BPASS est calculé par rapport au nombre de maleidk aminé

issu des peptides, et non du nombre de mole dapept
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Pour leur part, les acides aminés aliphatiques,(lLley Val, Pro) et un acide aminé
chargé positivement (Arg) présentent jusqu’a 7 fomins d’incorporation en radioactivité
(Figure 11-15 ; Figure V-11 en annexe). Cependaptés normalisation, une incorporation en
®H similaire aux acides aminés seuls est observée geux leucine, les trois proline et la
seule alanine présente (Figure II-15 ; Figure Vehlannexe). De plus, la glycine et la sérine
possédent relativement 3 fois plus d’incorporatitams le peptide que lorsqu’ils sont sous
forme acide aminé libre. Enfin, d’une position suséquence peptidique a une autre et d’'un
peptide a un autre, l'activité spécifique pour uénme acide aminé peut ne pas étre identique
(Figure 11-14 ; Figure [I-15).

L’ensemble de ces observations montrent que I'éphdd/*H est fonction a la fois de la
réactivité de l'acide aminé, mais aussi de sonrenmement. Une étude récente a montré
pour la premiere fois que le groupement carboxytiten acide aspartique a un pouvoir
désactivant a travers la chaine principale polygiepte qui influe sur le taux d’oxydation de
la leucine située sur un peptide de type Dr{{Glavec n = 0 a 5) [240]. L'effet désactivant est
plus fort sur le peptide D-L, et diminue jusqu’@&mhraitre avec une distance de 15 a 17
liaisons. Cet effet désactivant semble plutot &treeffet inductif qu’'un effet stérique. Dans
notre étude, la valine issue de trois peptidesufeidl-14 B., C. et D.) présente des activités
spécifiques différentes selon qu’elle soit dansdiquence peptidique a coté de résidus chargés
négativement, positivement, aliphatiques et/ou ataques. Sur la Figure [I-14 B., dans la
séquence Leu-Val-Val-Tyr, la seconde valine présene activité spécifique 3,5 fois plus
petite que la premiere valine. Il est difficile tieer des conclusions sur I'effet de tel ou tel
résidu sur ses voisins. Des études consistanttér t@s nombre important de combinaisons
seraient nécessaires pour apprehender les effetsatges, d’'encombrement et des extrémités

N et C-terminales sur la réactivité de tous ledegaminés.

De plus, les effets de marquage pourraient potiartient étre influencés par la nature
de notre agent de réparatiotH{BPASS) qui présente une charge négative et urmunoy
aromatique. Des interactions de type ionique aescrésidus chargés positivement ou de
répulsion avec ceux chargés négativement pourrgieat sur I'incorporation de tritium. Il en
est de méme des interactions de typestacking » du composé aromatiqieBPASS avec
les noyaux aromatiques de Trp, Phe ou de Tyr. é&fdation des deux molécules I'une par
rapport a I'autre, et notamment la position dietCde la téte phosphorée de I'agent présentant

le *H échangeable, doit &tre importante pour le prased®changéH/*H.
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En conclusion générale de ce chapitre, notre méthqdi utilise I'atome de tritium,
permet de détecter et de quantifier les radicaumés sur tous les acides aminés isolés a
I'exception de la glycine et de la sérine. La détecde radicaux sur 18 acides aminés sur 20
est une avancée importante en comparaison avecéthode d’Anderson qui utilise le
deutérium et un autre agent de réparation. En, effeinéthode permet seulement de détecter

des radicaux sur 12 acides aminés parmi les 20 cor@ment retrouvés dans les protéines.

Les expériences menées montrent aussi que laidétdet radicaux sur de petits peptides
est possible. Notamment, une incorporation sigaiiie de tritium a été observée sur la sérine
et la glycine non détectées précédemment. Cettenadifon suggeére que notre méthode est
capable de détecter des radicaux sur tous lessaaiténés. Cependant, sur certains acides
aminés, comme les aromatiques et ceux chargésiveigant, le marquage radioactif dans les
peptides a été faible. Afin d’améliorer notre mékhola synthese de nouveaux agents de
réparation tritiés pourrait étre envisagée dans®ue de mieux incorporer du tritium par

exemple sur les acides aminés aromatiques dasgédegnces protéiques.

De plus, les premiers résultats sur de petits geptnon structurés montrent qu’un acide
aminé identique, situé a différents endroits d'ws#guence peptidigue ou sur différents
peptides, ne possede pas forcément la méme adpétdfique. Ceci suggére que les résidus
situés de part et d’autre de I'acide aminé étudfi@ent sur son incorporation de tritium. Dans
une protéine, l'interprétation de tels phénomermeaistrés compliquée car il y aurait en plus,
des effets de structures et des effets dans I'esfiss études approfondies consistant a tester
différentes combinaisons pour un méme acide am@r@ient nécessaires pour mieux
comprendre et rationaliser ces effets de voisimpe@dant, un des premiers essais menés au
laboratoire précédant mon arrivée a montré que dthode d’échangéH/’H était capable
d’'incorporer de maniere satisfaisante du tritiunr swne protéine, I'apomyoglobine.
Cependant, la cartographie de la surface de caitéipe n'avait pas été finalisée. En raison
du manque d’information concernant ces effets dsin® nous n'avons pas entrepris de

réaliser la cartographie de surface de protéine.

Afin de s’affranchir de ce probleme, nous avonsigsihd’appliquer cette méthode de
détection et de quantification de radicaux sur pestéines en étudiant les interactions
protéine—protéine. Le prochain chapitre de cetteseahporte sur la caractérisation de

l'interaction entre la protéine humaine hAsfdset le fragment 122-135 de I'histone H3.
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Il Application a la caractérisation de I'interaction
entre la protéine humaine hAsfl. isset un

fragment de I'histone H3
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Le chapitre | présentait 'ensemble des techniqaesntes caractérisant les interactions
protéine—protéine a divers niveaux de résolutioltlant de la détection d'une zone
d’interaction, a celle des acides aminés réellerimepliqués, jusqu’a la résolution atomique.
Ce chapitre discute de I'application de notre mé¢hde détection et de quantification des
radicaux pour caractériser les interactions pretginotéine. Plus particulierement, nous
étudierons et déterminerons les acides aminés qogsi dans l'interaction entre la protéine
humaine hAsfisset le fragment 122-135 de I'histone H3. Cette étoamtrera que notre
approche permet d'obtenir une résolution au nivdaul’acide aminé en détectant et en

guantifiant les radicaux formés sur les chainesddts des acides aminés des protéines.

l1.LA Méthode de caractérisation des interactions protém—

protéine

Le principe général de la méthode est représenig ldaFigure Ill-1. Une protéine est

soumise a l'attaque de radicaux hydroxyle produgtisradiolyse de I'eau. Les HQ@énérés a
proximité de la protéine, arrachent les hydrogétessacides aminés exposés au solvant. Ces
radicaux carbo-centrés {Gainsi formés sont ensuite réparés par I'incorfamad’un tritium
fourni par un agent donneur de tritiufH{BPASS). Cette réaction est donc basée sur
I'’échange entre un hydrogéne et un tritium en dréae liaison stable de type &+ Ainsi,
I'atome de tritium incorporé, élément facilementedéable et quantifiable, peut étre relié a
'accessibilité a I'eau de chaque acide aminé dprtdaéine. Lors de I'application de cette
meéthode a la caractérisation des interactions ipestégand, le méme procédé est appliqué a
chaque partenaire seul puis en complexe. Dansnglexe, les acides aminés de la zone
d’interaction devraient étre moins exposés au sbhe seront donc moins accessibles a
'attaque des radicaux hydroxyle. Ces acides anseésnt alors identifiables par la présence

d’une plus faible incorporation de tritium en comgson avec ceux de la protéine seule.
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Figure IlI-1 Représentation schématique de la méthde de caractérisation des interactions protéine—

ligand.

Nous avons appliqué cette méthode a la caraciénsde l'interaction entre la protéine

humaine hAsf1iseet un fragment de I'histone H3.

[11.B La protéine Asfl

La protéine Anti-Silencing Factor 1 (Asfl) a éteoldverte en 1997 pour son role dans la
régulation de la transcription des géenes (« siteme) [241]. Depuis, de nombreuses études
ont été menées et ont pu mettre en évidence desdos liees notamment a I'assemblage et
au désassemblage des nucléosomes. L'ensemble deacagx est résumeé dans la récente
revue Chromosoma[242]. La protéine Asfl a notamment un réle impottde chaperon
d’histones H3/H4, de remodelage de la chromatieeréponse cellulaire au dommage de
I'ADN et un role dans la régulation de I'expressides genes. Cette protéine a donc une
fonction centrale dans des événements cellulaissengiels tels que la réplication, la
transcription et la réparation de '’ADN [242]. Tooss événements sont intimement liés au

cycle d'assemblage et de désassemblage du nucléosom
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[11.B.1 Le nucléosome

Les mammiféeres possedent un génome comprenantn@ilisdds de bases qui code pour
environ 30 000 genes. Ainsi ’'ADN humain déplié kstg d’environ deux métres, mais une
fois condensé sous forme de chromatine, il pewrlagns le noyau d’'une cellule [243]. Le
nucléosome, unité de base retrouvée chez tousulsmy®tes, est composé d’'un octameére
d’histones autour duquel s’enroule 'ADN qui pernmietrganisation et la compaction de
I’ADN sous forme de chromatine.

Cette unité élémentaire de la chromatine est fortkeégeux copies de chacune des quatre
histones H2A, H2B, H3 et H4. Ce cceur d’histonesestposé de I'hétérotétramere (H3/k4)
flanqué de part et d'autre de I'hétérodimere H2ABHutour duquel s’enroule 146 paires de
bases (pb) d’ADN pour former une superhélice gaudee 1,7 tours. La structure
cristallographique de cet assemblage supramoléeuisolue a 2,8 A est représentée dans la
Figure I1I-2 [244].

Figure 11I-2 Structure atomique du nucléosome (Résation de 2,8 A). Chaque brin d’ADN est représenté
par une variante de bleu. Chaque type d’histone pagde la couleur correspondante des Figure 1lI-3 Ate
B. Figures issues de [243].

Les histones qui forment I'octamére sont des pmeid’environ 120 résidus trés
conservées dans tous les organismes eucaryotegu€tmstone possede un repliement
caractéristique appelé « histone fold » sous fodme3 hélicesn (al, a2 et a3) qui sont
impliquées dans les interactions de type historstehe et histone—ADN (Figure 111-3). Ces
histones possedent une queue C-terminale et uneegNeerminale non structurées en

solution. Les histones sont le siege de nombrenmehfications post-traductionnelles ou de
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marques épigénétiques qui codent pour réguler dsgibilité de 'ADN a différents

métabolismes cellulaires (111.B.3).

Figure 111-3 Structures atomiques des composants daceur d’histones : A. Dimére H2A/H2B avec H2A en

rouge et H2B en rose ; B. Tétrameére (H3/H4)avec H3 en vert et H4 en jaune. Figures issues [23].

Le tétramére (H3/H4)du cceur octamérique est lui-méme formé de deuxerdisn
(H3/H4) qui interagissent de maniere symétriqueypaiaisceau d’hélices entre H3 et H3'. Le
dimere (H2A/H2B) interagit de part et d’autre dtraénére en formant de méme un faisceau
d’hélices entre H2B et H4. En plus d’'interagir av¥&L, I'histone H3 est en contact direct avec
H2A. Le dimere H2A/H2B est positionné de telle nesiaique les deux molécules H2A et
H2A'’ interagissent entre elles [243]. Une cinquiéhgtone H1, appelée « histone linker »,

peut s’associer au nucléosome et verrouiller I’ABNour du cceur du nucléosome formé.

Les nucléosomes s’agencent tout au long de 'ADNMhdeiere répétée, avec des espaces
de 10 a 60 pb, pour former ce que I'on appelledeldofilament (10 nm). Cette structure
s’enroule, selon un modéle vraisemblablement enzagy pour donner une fibre
chromatinienne de 30 nm de diamétre stabiliséd’lpgtone H1. Lors de l'interphase, des
degrés de compaction de la chromatine encore pug®sont atteints (100 a 400 nm), avec
un maximum de compaction lors de la formation deoriosome en métaphase. Ce

phénomeéne est appelé remodelage de la chromatqedHll-4).
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Figure Il-4 Représentation des différentes étapedu remodelage de la chromatine (en vert : acétylain).

La compaction de la structure chromatinienne a panction de diminuer I'accessibilité
de certaines protéines aux séquences de basestidiglées, pour réguler des événements du
cycle cellulaire et de transcription. Ainsi, la ochratine est une structure dynamique qui
alterne les phases de repliement/dépliement grdeenambreux facteurs [245]. Ces protéines
peuvent intervenir a différents niveaux lors defdemation du nucléosome et/ou dans le
processus de compaction de la chromatine. L’'assgyabldu nucléosome nécessite

I'intervention de plusieurs protéines chaperonsstidmes.

[11.B.2 Roles de la protéine Asfl

a. Role dans I'assemblage et le désassemblage du nastéme

Les chaperons d’histones sont des protéines guitegtt les histones et les déposent sur
’ADN pour former les nucléosomes. Leur role estpdéserver la forme active des histones,
en évitant leur déstructuration, les mauvais repdiets et les interactions non souhaitées avec
d’autres protéines. Une fois le nucléosome forms, grotéines chaperons d’histones sont

libérées dans le milieu cellulaire et peuvent remrd’autres histones.

Ces protéines chaperons agissent notamment loréa d&plication de I'ADN ou
intervient le désassemblage transitoire de la chtim®. En effet, lors du passage de la
fourche de réplication, les nucléosomes se désdmset libérant les dimeres H2A/H2B et le
tétramere (H3/H4)pour permettre a la polymérase de synthétisardaseaux brins d’ADN.
Les protéines chaperons déposent alors sur ’TADNvekkement répliqué les histones
parentales libérées ou les histones nouvellemenhéiysées.
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La protéine Asfl est une protéine chaperon qui éftencomplexe trimérique R-CAF
(Replication-Coupled Assembly Factor) en s’assdcearec le dimére H3/H4. Elle agit en
coopération avec une autre protéine chaperon C&#omatin Assembly Factor-1), et sont
toutes les deux recrutées au niveau du site dengoigation [246]. La protéine Asfl permet
ainsi de déposer le dimere (H3/H4) acétylé sur NABouvellement répliqué (Figure IlI-5).
Lors de la réplication, c’est le variant d’histoH8.1 qui est déposé chez les mammiféres
[247]. La protéine chaperon NAP-1 (Nucleosome AdsgnProtein-1) compléte ensuite le

nucléosome en déposant les deux dimeres H2A/H2B.

Newly
synthesized

H3/H4 with
epigenetic
HzA/H2B  modifications

7 Lagging
strand

Parental

DNA

strand

Figure 11l-5 Représentation schématique de la réptiation de I’ADN. Figure issue [242].

Les protéines Asfl et CAF-I sont connues pour awumir réle synergique pour
reconstituer le nucléosoma vitro, mais peuvent également agir en parallele de manié
indépendante. Dans la levug cerevisiagl'absence de I'une ou de l'autre, ou des deux
n'empéche pas I'assemblage des nucléosomes. Liodélii géne d’Asfl n’est pas létale et
provoque seulement une diminution de la prolifératcellulaire et une augmentation des
dommages de 'ADN. Ces observations suggerentsterce de chemins paralléles faisant
intervenir des protéines chaperons redondantesnimes a ce jour, qui permettraient de

relayer le r6le d’Asfl ou de CAF-I si 'une d’engrelles venait & manquer.

La protéine Asfl en coopération avec la protéine (Histone Regulation) (Hirlp et
Hir2p chez la levure, ou HirA chez 'homme) assemBlgalement les nucléosomes de
maniére indépendante de la réplication. Dans cdacdhistone H4 est associée au variant
d’histone H3.3. Cette voie d’assemblage du nucl@esintervient lors de la transcription

d’'un géne ou lors de la réparation de 'ADN [24BR4
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Les récentes études structurales indiquent queokgipe Asfl ne peut interagir avec
H3/H4 que sous sa forme dimérique et pas sousrseftétramérique. En solution la forme
tétrameérique est la plus stable. Cependant, desédsn biochimiques obtenues par
immunoprécipitation, par densitométrie, ou en cpremant Asfl, H3 et H4, indiquent que
Asfl recrute H3/H4 sous forme de dimeére avec uoecsiométrie de 1/1/1 [247, 250-252].
De plus, la structure cristallographique du nuad@es montre que les deux histones H3 et
H3’ interagissent ensemble dans I'octameére au nivkal’héliceas, ainsi que le domaine C-
terminal de H4 avec I'histone,A [244]. Ce mode d’exclusion mutuelle entre H3/H8AHA
et Asfl-H3/H4 suggére une activité liée a Asfl digisocierait le tétramére en libérant le
dimere recruté par Asfl. En utilisant la technigeediffraction de la lumiére, Natsureéal.

confirment ce nouveau role d’Asfl [253].

La protéine Asfl posséde aussi une fonction dekatmr des diméres H3/H4
nouvellement synthétisés, dans le but de protégeellule de I'effet toxique induit par une

trop forte concentration en histone H3 [247, 251].

Asfl est également impliquée dans le désassemidlega chromatine au niveau des
promoteurs durant I'activation de la transcriptiehdu désassemblage et réassemblage de la

chromatine lors de I'élongation de la transcriptjipb4-256].

Ainsi, I'un des premiers grands réles de la praéhsfl, chaperon des histones H3/H4,
est de permettre I'association et la dissociati@s ducléosomes tout au long du cycle

cellulaire en s’associant avec les protéines HCAJE-I.

b. Réle dans les voies de signalisation des dommages'dDN

La protéine Asfl est également impliquée dans fense cellulaire au dommage de
'ADN. Dans la levure Saccharomyces cerevisjaglans des conditions normales de
croissance, Asfl est liée a la protéine Rad53, kinase impliqguée dans le contrble des
dommages de I'ADN (Figure 111-6 (A)) [257, 258]. B1a un stress génotoxique, la protéine
Rad53 est phosphorylée par d’autres kinases (Mesil) et par autophosphorylation. Asfl et
Rad53 sont alors dissociées [259, 260]. Plusied@sanmismes sont proposés pour expliquer le
réle de cette interaction. La premiere hypothésp@se qu’Asfl interagirait avec Rad53 pour

permettre le recrutement du complexe au niveau i de Iésion de I'ADN. La
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phosphorylation et I'activation de Rad53 libéremi@sfl dans une forme correcte pour lier

le dimere H3/H4 et d’autres partenaires potentiels.

Newly
synthesized
H3/H4 with H3/H4
g modifications
)
%0
--—""‘\ Recruitment to
, DNA damage 7
Inactive 3
(
Rad53 @
active < Signal
Raddd transduction

Figure 111-6 Réle de Asfl dans la réponse cellulag au dommage de I’ADN dans$. CerevisiagFigure issue
de [242].

A proximité des sites de lésions de I'ADN, Asfl pwit avoir deux réles. Elle pourrait
enlever les histones H3/H4 de 'ADN endommagé gmrmettre une meilleure accessibilité
aux systéemes de réparation (Figure 1I-6 (B)) efletmettre de réassembler les nucléosomes
suite a la réparation de I'ADN (Figure IlI-6 (C)242]. La seconde hypothéese propose
gu’Asfl servirait a maintenir la protéine Rad53 slaa forme inactive de maniere a éviter
I'activation non désirée et dommageable de la lkind®utefois, aucun des mécanismes

proposeés n'a été encore validé expérimentalement.

Des travaux trés récents ont montré que la pro#sfie contribue aussi a la résistance de
S. cerevisiaeau stress génotoxigue en permettant I'acétylatierkss de I'histone H3 par
I'histone acétyle transférase Rtt109 [242, 261,]262pendant, le rOle de cette acétylation

pour la résistance au stress génotoxique n’esttphd a ce jour.

Dans les cellules humaines, le réle d’Asfl dangéfastance aux dommages de I’ADN
implique tres probablement des mécanismes difféerelet ceux décrits dans la levuge
cerevisiae En effet, aucune interaction n'a été observéeeehk2, I'orthologue de
mammifére de Rad53, avec la protéine humaine hAtfly lysine Kg n'est pas acétylée ou
trés peu [251, 263, 264]. Cependant, hAsfl poujoair un rble dans la réponse cellulaire au
dommage de I'’ADN dans les cellules de mammifere,I'paermédiaire des kinases TIk1 et
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TIk2 récemment mises en cause dans la réparatiADN et du cycle cellulaire [265-267].

En conditions normales, hAsfl est phosphorylée,sntais d'un stress génotoxique les
kinases Tlkl et Tlk2 sont elles mémes phosphorykiemactivées par la kinase Chk1,
empéchant ainsi la phosphorylation de hAsfl. Taigefles mécanismes impliquant Asfl
dans la réponse cellulaire au stress génotoxigee t#s mammiféres ne sont pas décrits

actuellement.

c. Réle dans la réqulation de la transcription des gés (silencing)

Dans certaines zones des chromosomes et au cogsgléucellulaire, la chromatine est
tour & tour plus ou moins condensée. Des zonesgadbus forme d’euchromatine permettent
la transcription des geéenes, alors que des zones mampactes, sous forme
d’hétérochromatine, empéchent tout phénomene desdrgtion, ce qu'on appelle le
« silencing ». Che8. cerevisiagla surexpression ou la délétion de la protéini Asovoque
la répression du « silencing » dans certaines négitélomére, locus de type sexuel HMR et

HML) et permet ainsi I'activation de la transcrgotides genes [241, 268].

La protéine Asfl posséde donc un rble dans l'asksyebet la régulation de
I'hétérochromatine. Des expériences de mutation géses codant pour les protéines
chaperon d’histone asfl, hir et cac, ont permisndetrer que CAF-I d’une part, et Hir/Asfl
d’autre part, permettent de réguler le phénomene« didencing » indépendamment et en
parallele (Figure IlI-7 (A)). L'absence de ces $r@rotéines en méme temps peut interférer
avec le «silencing » en fragilisant la structuesla chromatine réprimée [269h vitro, le
complexe ternaire Asf1/Hir/(H3/H4) est suffisanup@ermettre I'assemblage du nucléosome
et ce indépendamment de la réplication de 'ADN.pBénomeéne peut donc contribuer a la
formation de la chromatine transcriptionnellemedtengieuse dans la levure. Cependamt,

vivo, d’autres facteurs inconnus semblent nécessamaspermettre cette fonction [242].
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Figure 11-7 Représentation de la régulation du phéitoméne de « silencing » par trois mécanismes faigan
intervenir Asfl avec Hir (A), le complexe Sas (Bt la protéine Rad53 (C) dans le réle de séquestnede
Asfl. Figure issue [242].

Un autre mécanisme fait intervenir le complexeagmSas. Ce complexe posséde une
activité Histone acétyle transférase (HAT), et maulier avec Asfl par une de ses sous-unités
[270]. L'activité HAT de Sas2 permet d’acétyleryaine 16 de I'histone H4, ce qui empéche
les protéines SIR d’interagir avec la chromatingFe IlI-7 (B)). Les complexes protéiques
SIR sont nécessaires pour former I'hétérochromatiaescriptionnellement silencieuse en
venant se polymériser sur les nucléosomes. Le eapbas—Asfl présente donc une voie
alternative pour le phénoméne de « silencing » ezimpt de délimiter les zones entre la

chromatine normale et celle réprimée.

Récemment, Sharet al. ont proposé un autre mécanisme faisant interdanrotéine
Rad53 [249]. En partant du fait que Asfl lie so#dB3 soit (H3/H4), ils ont montré, par des
études de délétion du gene RAD53 et de mutationad®\, que Asfl ainsi libéré pouvait
compenser l'absence du chemin impliquant CAF-I densilencing télomerique. Ainsi,
Rad53 phosphorylée par Mec1 relacherait Asfl quruterait (H3/H4) et interagirait avec Hir
pour jouer un rble de régulation dans le « silegcirdes géenes situés dans le télomere (Figure
11-7 (C)) [242].

Dans les cellules de mammiféres, Asflan interaction avec HirA, orthologue des
protéines de levure correspondant aux séquencesnmées Hirlp et Hir2p, est aussi

12| existe deux isoformes de la protéine Asfl cpéssieurs organismes, et notamment chez 'homme ave
Asfla et Asflb.
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impliquée dans le « silencing » en participant anteair I'état de sénesceridedes cellules

en réprimant I'expression des géenes impliqués tlapsolifération cellulaire [271].

d. Réle dans la répression de géne d’histone

Dans la levure, la protéine Asfl et les protéinds ¢bopérent pour réprimer les
promoteurs des géenes de 6 des 8 histones du c2Zdr g73]. Cette répression intervient en
dehors de la phase S du cycle cellulaire et lors¢guéplication est inhibée. De plus, Asfl
semble aussi impliquée dans I'activation de I'espren de ces genes. Rad53 possede aussi
un réle dans la régulation de la quantité d’histdaes la cellule en provoquant la dégradation

des histones libres, donc non recrutées par Asffug& 111-8).

H3/H4
Histone Synthesis

( ) N
/ Degradation

‘adSS

Figure I1I-8 Role de Asfl, Hir et Rad53 dans la réglation du taux d’histones dans la cellule. Figuréssue
de [242].

La protéine chaperon d’histones Asfl a une grang@ortance biologique car elle est
impliquée, entre autres, dans 'assemblage etdass&mblage de nucléosomes, la régulation
de la transcription des génes et un rdle dans ¢e aje réponse cellulaire au dommage a
I’ADN. L'ensemble de ces activités nécessite laspnee de partenaires d’interaction comme
CAF-I, Hir, RFC, Rad53, et bien d’autres représguwligns la Figure [lI-9.

13 | a sénescence cellulaire correspond & l'arrét yileccellulaire de maniére irréversible afin deifen la

prolifération des cellules endommagées.
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Assemblage et remodelage de la
chromatine RCAF

(H3/H4),
(Drosophila,
RFC (S. cerevisiag Homo sapiens)

CAF-I
P105(drosophila,
Homo sapiens)

SAS complex _
(S. cerevisiae i Tlk (Homo sapiens)
e CCICH (Homo sapiens) Contr6le du cycle cellulaire et
. Bdfl (S. cerevisige réparation de 'ADN

Figure I11-9 Les trois grands roles de la protéineAsfl et ses partenaires d'interactions.

Ainsi, la protéine Asfl semble étre au croisememt ©hécanismes cellulaires
interconnectés autour d’'un réle majeur dans le detage de la chromatine. Ces fonctions
centrales sont directement liées a son réle deecbapdes histones H3/Héia notamment
I'interaction privilégiée avec H3. Les modificat®post-traductionnelles et/ou les variants de
H3 jouent eux méme un rble dans ces phénoménesuligsmodelage de la chromatine.

[11.B.3 L’histone H3

a. Les modifications post-traductionnelles

Chaque histone présente une queue N-terminale d& 2B résidus riches en acides
aminés basiques et qui s’étend vers la surface ultléosome. Ces queues chargées
positivement sont connues pour participer a la @otipn de la chromatine en interagissant
avec 'ADN chargé négativement et avec le coeuthdstenes du nucléosome. Ces queues N-
terminales peuvent présenter diverses modificatiammvalentes post-traductionnelles
réversibles telles que la méthylation de [larginina méthylation, ['acétylation,
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'ubiquitinylation et la sumoylation de la lysinet la phosphorylation de la sérine et de la
thréonine. Longtemps, il a été suggéré que ces fioatibns altéraient la structure de la
chromatine en influencant les contacts ADN-histehéhistone—histone. Par exemple des
acétylations et phosphorylations neutralisent legrges positives de la queue N-terminale
facilitant ainsi le remodelage de la chromatine4[2Z75]. Cependant, la complexité et la
grande diversité des phénomenes biologiques quisssociés a différentes combinaisons de
modifications covalentes suggérent I'existence dweode histone », lu par des protéines
spécifiques qui le traduisent en un événementqueigr [276, 277]. Ce code est complexe car
par exemple un méme résidu peut étre méthylé jasgfois et une modification préexistante
peut affecter les modifications suivantes. Ces fizadions affectent par exemple la liaison
de facteurs de transcription sur 'ADN ou provogqudas changements de structure de la
chromatine a I'échelle du génome. Beaucoup de neatidns sont observées sur les queues
N-terminales, mais de plus en plus de modificateost détectées sur les domaines centraux
des histones du nucléosome. Il est a noter qu’enée ssubstitution sur un de ces résidus
modifiables peut entrainer des effets beaucoupgtamatiques (que lors d’'une mutation sur
la queue N-terminale) sur la transcription, la ré@pan des dommages de 'ADN, la structure
de la chromatine, l'assemblage de la chromatineleet« silencing » des génes de

I'hétérochromatine [278].

L’histone H3 est notamment le siége de modificatipost-traductionnelles sur la queue

N-terminale et sur le coeur de la protéine (Figuré&Q).

Mea Ma M=
H3 NH:-ARTKOQTARKSTGGKAPREQLASKAARKSA . GVEK..EFKTD ..
14 23 3G Te

2 34 21011 1718 262758

Figure 111-10 Sites potentiels (liste non exhaustie) des modifications post-traductionnelles observeesur

I'histone H3. Me, méthylation ; Ac, acétylation ; P phosphorylation [279]

Ces moadifications sur H3 vont notamment avoir @éssrvariés comme la déposition de
I'histone sur I'ADN, le «silencing », l'activatignl’élongation ou la répression de la
transcription, la réparation de I'ADN, la réplicaii de 'ADN ou encore l'inactivation du
chromosome X [279]. Par exemple, I'état de métiytatie la lysine 4 (Kue) de I'’histone H3
va activer ou non la transcription. Une diméthylatpeut étre retrouvée a la fois sur un gene

inactif et actif, alors que la triméthylation esin umarqueur spécifique de géne
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transcriptionnellement actif [280]. 44 peut aussi étre impliquée dans le phénoméne de
silencing de ’ADNr [281].

Un autre exemple de modification, cette fois ci $ircceur de l'histone H3, est
'acétylation de la lysine 56 #ac) qui intervient notamment lors de la phase S dwmitase,
de la réparation des dommages de I'ADN et de ls@l& préméiotique chez la levuge
cerevisiae La protéine Asfl est nécessaire pour permettte aeétylation et semble avoir un
réle dans la présentation degl. de I'histone H3 aux acétyltransférases (HAT) [260¢
cycle de régulation par les phénomeénes d’acétylatade désacétylation dedda un impact
important sur la capacité des cellules a surviwieesa I'arrét de la fourche de réplication
causée par une lésion de 'ADN [262, 282].

De nombreuses autres modifications engendrant dipiéets biologiques existent [278,
279, 283].

b. Les variants d’histones

Il existe aussi différents variants d’histones 'éxdeption actuellement de H4), qui, a
linstar des modifications post-traductionnellespnts associés a divers phénomenes
biologiques tels que l'activation de la transcoptile « silencing » de gene, la formation de
centromere et les dommages a I’ADN. Généralemestyariants sont associés a une protéine
chaperon spécifique qui les dépose sur 'ADN, paaliser une fonction unique et sont
localisés dans une zone donnée de 'ADN [284].

Chez les mammiferes, I'histone H3 possede 5 varieminus a ce jour dont la séquence
peut étre différente sur la queue N-terminale (CENIPu différer de seulement quelques
résidus (H3.1, H3.2, H3.3 et H3.1t) (Figure IlI-11)

24 31 71 §7-90 96 98 111

Figure I1I-11 Séquence de différents variants d’hitones [284].
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Par exemple, les centroméeres de mammiféres coetiemm variant d’histone H3 appelé
CENP-A qui est essentiel a la fois dans la foncébhassemblage du centromere. Il présente
une queue N-terminale ou il n'y a pas les sites pth@sphorylation et d’acétylation
typiquement observés sur I'histone H3 normale. CE®&P-A ne sont donc pas présents dans
les régions transcriptionnellement actives. Aims,variant CENP-A aide a maintenir une
structure chromatinienne condensée et inactive ia@an du centromere [279]. Le variant
H3.1 est quant a lui spécifiguement déposé par CétFAsf1 lors de la réplication de I'’ADN,
alors que H3.3 est déposé indépendamment de laatémh par Hir et Asfl [247].

Ainsi, les variants d’histones et les modificatigpast-traductionnelles jouent des réles
essentiels dans la régulation et le contrble degssus liés a 'ADN dans le noyau. Ces
modifications vont étre reconnues spécifiguemenmt g&s enzymes ou protéines qui vont
moduler I'état de condensation de la chromatine. @giants et ces modifications permettent
le déroulement correct de phénomenes importargsgted la réplication, la transcription, le
« silencing » et la réparation de I'ADN. L'une degeractions privilégiées implique la

protéine Asfl et le dimere H3/H4 dont la structairété résolue recemment.

[11.B.4 La structure du complexe Asfl-H3/H4

a. Séquence primaire de Asfl

La séquence de la protéine Anti-Silencing Fact(ksll) est trés conservée chez tous les
organismes eucaryotes avec notamment un domairnMNrial conservé et une partie C-
terminale variable. Chez certaines levures, I'erité C-terminale est tres riche en
groupements aspartate et glutamate formant deseguearactéristiques de types poly
Asp/Glu (D/E). Ce type d’extrémité C-terminale esmmmun a plusieurs protéines chaperons
d’histones. En revanche, elle n’existe pas danglés isoformes de la protéine humaine
Asfl (hAsfla et hAsflb). Par ailleurs, la partigeEminale de hAsfla est trés riche en résidus
phosphorylables de type sérine et thréonine. Dansatinbreuses étudés vivo, il apparait
gue la queue C-terminale n’est pas indispensahle gmnombreuses fonctions de Asfl.

b. Structures de hAsfl et de ScAsfl

Les structures du domaine N-terminal de ScAsflet de hAsflaisg libres ont été

obtenues par cristallographie par diffraction dgors X & une résolution de 1,5 A et par
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RMN [285, 286]. Ce domaine tres conservé (58 %etlitdé entre ScAsfl et hAsfl) se
structure selon un repliement caractéristique ge fynmunoglobuline, correspondant a un
domaine allongé de type sandwich en dix feuilppsvec notamment deux petites hélices
sur des boucles reliant les brifs La superposition des deux structures obtenueg che
’homme et la levure montre seulement deux difféesnmajeures au niveau des boucles
AsgYs3 et Ngo-Goy reliant respectivement les brifig-ps et Bs-p7 (Figure 111-12). Ce sont les

deux zones parmi les moins conservees (seulemeXt@ilentité) [286].

(Aaa'Ysa)

Figure 11I-12 A. Les 20 meilleures structures obtemes pour le domaine N-terminal trés conservé de
hAsfl,.156 B. Superposition des deux structures obtenues ddomaine N-terminal de ScAsfliss et
hAsf1;.156(généré par PYMOL, Delano Scientific, South San Fracisco, CA) [285, 286].

c. Structures du complexe entre Asfl et les histones3+et H4

Tres récemment, des données structurales sur Iplexenentre le domaine N-terminal
de hAsfl ou de ScAsfl, et des fragments C-termirtuid3 ou de H3/H4 ont été obtenues
par RMN ou par cristallographie par diffractionrdgons X [134, 253, 287, 288].

Les deux études les plus complétes, qui utilisestfdagments du domaine C-terminal
comprenant les trois hélices de H3 (60-134 ou 6)-E de H4 (20-101 ou 24-100) en
interaction respectivement avec ScAskk et hAsfl.is4, montrent qu’il y a deux zones
d’interaction. La zone d’interaction principale tfantervenir I'hélice az et la moitié C-
terminale de I'hélicer, de I'histone H3, et la seconde zone, la partief@iinale de H4 [134,
253] (Figure 111-13).
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1% site de liaison

Figure 1ll-13 Complexe ternaire a une résolution de2,7 A entre la protéine hAsfl s, (rouge) et les
histones H3q.135 (bleu) et H4,4 1q0 (vert). Le premier site de liaison fait intervenir I'hélice a; et I'extrémité

C-terminale de a,. Le second site de liaison fait intervenir I'extrénité de I'’histone H4 en formant un
feuillet p anti-paralléle (Bc) avec Asfl [253]. Le triangle orange indique Isite de liaison opposé de HirA,

un autre partenaire de hAsfl [289].

La surface d'interaction de H4 avec Asfl est sitada limite entre les deux brifis et
B1o, et représente environ 500.A extrémité C-terminale de H4 (95-97 ou 95-98)nfe un
nouveau brirf anti-parallele avec les brifisd’Asfl et crée un réseau de liaisons hydrogene
qui connecte les trois protéines [134, 253]. L'iatgion est aussi stabilisée par le résidu F100
qui est fixé dans une cavité hydrophobe entre fies B, et 1o par I'intermédiaire de liaison
Van Der Walls [253]. Globalement, la formation danmplexe Asf1-H3/H4 ne modifie pas la
conformation de Asfl, par contre I'extrémité C-terate du peptide H4 fait une rotation de

180° pour venir former ce brin anti-parallele.

Le site principal de fixation sur Asfl, d'une swdad’environ 900 A fait intervenir la
partie C-terminale de I'hélice, et I'héliceas de I'histone H3 [134, 253]. Ce site est composé
d’'une zone hydrophobe hautement conservée, lIégatemmefoncée, et entourée de résidus

chargés. Lors de la formation du complexe, lexchéti, et oz se réarrangent pour permettre
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un contact encore plus proche avec les feuipetsinteraction principale fait intervenir les
résidus de l'histone ihe 13y Rizo (H3) €t hso (v3) trés conservés dans une interaction
hydrophobe avec les résidus de le protéingaé), Voo (asiiy Voa (astiy Los (asit) €1 Y112 (asi)
eux méme trés conservés (Figure IlI-14). Parmirésglus seulibo est remplacé paribo

dans la levure [134].

-
‘m Aﬂ

Val 92

al/45 e 112
‘m

Tr1

$

Figure 111-14 Interaction entre les résidus de hAst (résidus rouges) et ceux de I'histone H3 (résidimdeus)
dans le premier site de liaison. A droite : Pocheydrophobe du site de liaison ou vient se lier 4o, Rio9 €1
[ 130 de I'histone H3 [253].

Des expériences de mutagenése ont notamment nou@ni@ mutation V94R déstabilise
complétemenin vitro etin vivol'interaction entre hAsf1-H3/H4. La mutation derésidu au
centre de linteraction entraine des défauts dansmEcanisme de «silencing » de la
transcription, une sensibilité aux dommages de NAE une croissance cellulaire sensible a
la température [286].

De plus, des interactions ioniques et des liaisyasogene se forment en périphérie pour
stabiliser le complexe, impliquant d’une parbdns) €t Riza H3) avec Ba (asr1y Eios (asr) €t
Ruios (ast1y et d’autre part koo z)et Dss (asrr) [287]. Chez 'homme, la partie hydrophobe de
K122 (wg)interagit avec Ag (ast1) €t Vo (asi1) [287]. La mutation de K122E est |étale pour la
cellule alors que R134E est viable [287]. Cependdatsumeet al. indiquent que dans leur
structure du complexe, le résiduK w3 est accessible a de possibles enzymes de
modifications post-traductionnelles [253].
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L’étude de RMN, menée par notre collaboratrice Eh€anbein et son équipe avec le
fragment H3,,.135 concorde avec les trois autres études cristafiddques [287]. La surface
d’interaction entre le peptide .13 et la protéine hAsflsss représente 430 ADans une
étude antérieure menée par la méme équipe, laroation du peptide H3,.13smarqué™N
a été étudiée en présence ou en I'absence de téinardAsfi.iss [286]. Un spectré™N-
HSQC et l'indice de déplacements chimiques deslék résidus de H3.13sindiquent que le
peptide seul est non structuré en solution. Ceigege replie ensuite en hélieedu résidu
K122 au h3g au contact de la protéine hAgfls Cette hélice correspond a I'hélice C-
terminaleas de I'histone H3 dans le nucléosome. De plus, Esws des effets Overhalser
hétéronucléaire$N-{*H} du peptide lié sont consistantes avec une siractigide comme
celle du domaine N-terminal de la protéine hAs§ indiquant que les résidus dexKa G;

sont en forte interaction avec hAgfs (Figure 111-15).

Zone en hélice
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Zone en forte interaction

(1=
|w)
‘@)

I_
>
py)
Py
|70
®
Py

avec hASf1_156

Figure IlI-15 Séquence du fragment H3,,.135: la zone d'interaction. Les résidus en vert corrgsondent au
reste du TAG utilisé pendant la purification du pepide. Les résidus en orange sont dans une zone fldg.
Les résidus en bleu sont dans une zone en forte@énaction avec hAsfl.iss Les résidus en rouge sont les

résidus observés en interaction avec hAsflsglors de I'étude RMN [286, 287].

Afin de tester notre méthode de détection des wésah interaction, nous avons choisi
d’étudier ce peptide en interaction avec hAstd Le paragraphe suivant expose les premiers
résultats obtenus avec notre méthode de caratiénisdes interactions protéine-ligand, en
étudiant le complexe formé entre hAsfdset H32,.135 NOS résultats seront principalement
commentés en les comparant avec ceux obtenus p&f &idz I'humain avec les mémes
fragments protéiques par I'équipe de F. Ochsenbeiavec ceux par cristallographie de
Natsumeet al.[253, 287].
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[I1.C Caractérisation des acides aminés de h3.13sen interaction

avec hAsfl 156

[1I.C.1 Mise au point des conditions expérimentales

En nous basant sur les résultats obtenus sur lgpt@enanalysé en mélange (Annexe
V.B.c), des séries d’expériences ont été menéds paptide H3,.1355€eul (140 uM), avec le
LINAC (20 Gy par impulsions a 0,4Hz), en faisantigale nombre dimpulsions et le
nombre d’équivalents eii-BPASS (AS = 514 GBg.mmd).

« Effets du nombre d'impulsions sur I'incorporation de tritium
La premiere série d’expériences a été de fairevd@inombre d’'impulsions de 25 a 100
(2 a 8 ég. en HY pour obtenir un marquage significatif sur I'ensdendes acides aminés de
H3120.135(140 M) en présence d’un équivalentHRBPASS.

600 —
B 25 impulsions
T~ B 50 impulsions
— 0100 impulsions
—_ 400
o —
S
c
o
Q
7))
2 200
0 ,M ‘,_‘:I_'_EI; i

G A M G K D | Q
Acides aminés

Figure 1lI-16 Incorporation de tritium analysée sur les huit premiers acides aminés du fragment H3;.135

seul.

De maniére logique, I'incorporation de tritium d&sén meilleure a huit équivalents en
HO' et permet méme de marquer significativement I'deg deux glycines présentes, I'acide
aminé le moins marqué dans I'échelle de réactitgure 11-12). Il est a noter que lors de
'expérience avec 100 impulsions, plus de 50 % eeeptide de 18 acides aminés a été

dégradé.
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Toutefois, en dehors de l'interaction entre lesxdeartenaires, la protéine hAsfks va
provoquer globalement par sa présence une pratechio peptide Hgo.135 vis-a-vis des
radicaux hydroxyle. En effet, les H@énérés peuvent réagir entre eux et sur toutentéss
présentes dans la solution (tampon phosphate,ipeotgeptide >H-BPASS). Pour un méme
nombre d'impulsions, le peptide réagira avec madi@sHC en présence de la protéine qu’en
son absence. Cet effet a aussi été testé poured\allincorporation de tritium sur le peptide
en présence de hAsflss était satisfaisante, tout en testant aussi le mendkequivalents

nécessaire en agent de réparafl$:BPASS.

« Effet du nombre d’équivalents en’H-BPASS et de la présence de hAsflse
Une autre série d’expériences a été réalisée a8es Hsen présence de hAsflss avec
un pourcentage théorique de protéine complexée])[&R80 %, calculé a partir d’ungKle
40 uM estimé par RMN (F. Ochsenbein donnée perdejn€ette expérience, menée avec le
LINAC, utilise 100 impulsions (20 Gy ; 0,4 Hz) etitf varier la quantité d’agent de réparation
*H-BPASS (AS = 514 GBg.mm0) de 1 & 4 équivalents.

100
01 éq.
~ 80 W4€q.
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@ 40
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Acides aminés

Figure IlI-17 Incorporation de tritium analysée sur les huit premiers acides aminés du fragment H3,.135

en présence de hAsfl;s5(100 impulsions) avec 1 ou 4 éq. del-BPASS.

L’augmentation du nombre d'équivalents’#eBPASS de 1 & 4 n’accroit pas de maniére
significative I'incorporation déH sur les acides aminés du peptide H3. Comme tanisihs
vu précédemment, la quantité d’agent de réparatoisemble pas étre un facteur limitant
dans les conditions utilisées (Annexe Figure VFRggure V-9). Ainsi, l'utilisation d’'un seul

équivalent efH-BPASS est suffisante pour obtenir un marquagéoéaple.
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La présence de la protéine hAsfl induit quant @ elhe diminution de l'activité
spécifigue mesurée pour les résidus de H3 de 5faid.0Cependant, a I'exception des deux
glycines qui sont trées peu marqueées, les autredemcaminés présentent une activité

spécifique significative.

Ces expériences de mises au point du marquage samiplexe entre Hz.13set hAsfl.
156 NOus ont permis d’obtenir des conditions de magqusatisfaisantes pour la plupart des
acides aminés séquencés (1%HBPASS, 100 impulsions de 20 Gy & 0,4 Hz, pour L&D
de peptide et 280 uM de protéine, [RL] de 80 %=KI0 uM).

[11.C.2 Caractérisation des acides aminés de H3.135 impligués dans

I'interaction avec hAsfl; 156

L’étude des résidus du fragment d’histone;4d3s5 en interaction avec la protéine
hAsfl;.156 a été réalisée avec un pourcentage théoriqueod&inpe complexée [RL] de 80 %.
Notre méthode d’identification des résidus en extgon a été dans un premier temps
appliguée a HB,.125en présence ou en absence de son partenaire;hé&sfdvec le méme
nombre d’impulsions. Aprés purification, 33135 a été séquencé et l'activité spécifique

calculée pour chacun des acides aminés en normiagisale résidu Mrac™* (Figure 111-18).

14 | es quatre résidus (GAMG) en N-terminal correspmidau reste d’'une étiquette ayant servi pour la
purification du peptide H3,.135 Nous avons utilisé la méthionine du TAGyMg), bien marquée, qui n’est pas

en interaction avec hAsflse pour normaliser les activités spécifiques demlugsde H355 135
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Figure 111-18 Incorporation en °H sur le fragment GAMG-H31,,.135(140 pM) en présence de hAsfls(280
1M) (100 impulsions & 20 Gy 0,4 Hz ; 1 é§H-BPASS (AS = 514 GBq.mmat) ; 4°C ; Tampon phosphate
10 mM pH 7,8 ; saturée en BD). Les valeurs de I'essai H3 (Asfl) obtenues sotkés moyennes de 3 essais
normalisées sur My tac. Les valeurs de l'essai H3 (seul) obtenues sontsdenoyennes de 2 essais
normalisées sur M, 1ac (Une seule valeur a été obtenue pour les résidus¥ Qi.s et de Ay a Ryz. Les
derniers résidus n’ont pas été collectés). Les rélsis marqués en rouge et en vert sont les acides aés
observés par RMN en interaction avec la protéine h#fl, s [287]. Les fleches indiquent les résidus

détectés par notre méthode.

Ces premiers résultats sont intéressants car imgieent de mettre en évidence la
diminution d’incorporation de tritium pour les tsoirésidus principaux (ks Rizg, l130)
impliqués dans l'interaction hydrophobe avec hAsél Cependant, comme nous l'avions
suggéré précédemment, a cause d'une dégradatioortante, la quantité récupérée de

peptide H32..135 irradié seul, n’a pas été suffisante pour obtenites les valeurs.

Pour limiter la dégradation du peptide, nous poowigoit diminuer la concentration
cumulée en HQ soit ajouter une protéine de taille comparableAafl; 156 pour mimer et
jouer un réle similaire de protection, tout en téragissant pas avec Hgiss Le premier
choix impliquait de déterminer le nombre d’impulssgpermettant de générer une quantité de

HO" comparable a celle qui a réagit avec le peptid@résence de la protéine hAsfis
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Cette voie nécessitait de réaliser des mises au popplémentaires. Nous avons donc choisi
d'utiliser la seconde approche. C’est I'apomyoghebiqui a été choisie pour mimer la
présence d’hAsfl;ss en solution, parce qu'elle présente un nombreédalus équivalents,

soit 154 acides aminés contre 156 pour le domatteriNinal de la protéine hAsfl.

En réalisant dans des conditions identiques le naayg des protéines k}3.13dApo ou
de H32,.135-hAsfl; 156 les activités spécifiques brutes obtenues paurdsidus de H3;.135
dans les deux cas sont similaires, a I'exceptigigleement des résidus en interaction (Figure
V-12 en annexe). Les résultats ont été normalisédVs tac et présentés dans la Figure
[11-19.

200
B H3/Apo
B H3/Asf1
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= \4 |
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G A MS G K122 D I Q L126 A R128 R129 I130 R G E R134 A

Acides aminés

Figure 111-19 Incorporation de tritum sur le fragm ent GAMG-H3155.135 (140 pUM) en présence
d’apomyoglobine (APO) (280 pM) ou de hAsfil;ss (280 pM) (100 impulsions a 20 Gy 0,4 Hz; 1 éq.
*H-BPASS (AS = 514 GBg.mmoal) ; 4°C; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturéereN,O). Les
valeurs obtenues sont des moyennes de 3 essais raisges sur M 1ac. Les résidus marqués en rouge et
en vert sont les acides aminés observés par RMN ireraction avec la protéine hAsfl 156 (Agez 2007). Le
résidu en bleu n’est pas observé en interaction paRMN. Les fleches indiquent les résidus détectés pa
notre méthode.

De nouveau, une diminution significative d’incorgbon de tritium sur H3 est observée

pour les trois résidus principaux de l'interact{tnzs Rizo €t h3g) (Figure I11-19). Ces acides

aminés font partie du cceur hydrophobe principalrggit I'interaction entre I'hélicei; de
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I'histone H3 et hAsfi;se (Figure 111-20). Notre méthode permet donc de dételes résidus

impliqués dans cette interaction hydrophobe.

Figure I1I-20 Interaction entre les résidus de hAst (résidus rouges) et ceux de 'histone H3 (résidimseu)
dans le premier site de liaison. A droite : Pocheydrophobe du site de liaison ou vient se lier 456, R129 €t
[ 130 de I'histone H3 [253].

Toutefois, notre méthode détecte aussi une dingnuwdiincorporation de tritium pour le
résidu Rpg qui n'est pas situé dans la zone d’interaction.r€iltat peut étre facilement
expligué par un phénoméne de repliement du pepkdeeffet, 'analyse RMN pour le
peptide H322.135a montré qu’en solution, en absence de la protéfsl; 156 le peptide est
non structuré. En présence de la protéine;»H3s se replie sous forme d’'une hélice
(111.B.4) [286]. L'accessibilité au solvant des ates du résidu diminue globalement de 2,7
fois et de plus de 10 fois en ce qui concerneidésons C—H, qui deviennent alors trés peu
accessibles (calculs avec le logiciel WHAT IF; ameV.D.1c). La diminution
d’incorporation de tritium est donc due pour ceidésau passage du peptide d’'une forme
dépliée a une forme repliée en hélicéors de l'interaction avec hAsflss Notre méthode
lie a la notion d’accessibilité des acides amauds molécules d’eau, est donc logiquement

sensible a la fois au phénomeéne d’interaction gth@nomeéne de repliement.

Deux autres résidus, 1l et R4 font aussi partie des résidus de;}33s montrés en
interaction partielle avec hAsflss par RMN [287]. Ces deux résidus servent notamraent
stabiliser le complexe en formant un réseau dedr@ hydrogéne et d’interactions ioniques.

Ri134 (H3) €t Ri2g (H3) interagissent notamment aveesldssy, Eios (ast) €t Rios (asf1y €t Kizo (13
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avec Qs (asn [287]. Cependant, ces deux résidus ne sont pastdstpar notre methode.

Plusieurs raisons peuvent expliquer ces différeroé® les deux méthodes.

Natsumeet al. précisent que dans le complexe hAsfl-H3/H&. st encore accessible a
de potentielles enzymes de modifications post-tadaonelles. Ainsi, ce résidu tout en
interagissant avec hAsflss aurait néanmoins certaines liaisons C—H touj@asessibles
(Figure 111-21). L’absence partielle de protectida K;», pourrait expliquer pourquoi cette
interaction secondaire n'a pas été détectée pae mo¢thode. De plus, ce résidu se situe a
I'extrémité N-terminale de I'hélice. Lors de la dynamique de I'interaction, les exiitésde
I'hélice seraient les premiéres a se déplier. Ailesiemps de résidence du résidylans le
site d’interaction ne serait pas suffisant poumpatre une protection efficace vis-a-vis des
HO' et de®H-BPASS.

(A) Partiellement

/ Accessible

K122

(B)

Orientation™}
¥ différente
134 (Flexibilité)

\

N

Figure 11I-21 Structures de hAsfl; 156-H3125.135 0btenues par cristallographie par diffraction de myons X
(A) ou par RMN (B) [253, 287]. Les résidus de hAsflsg sont représentés en gris et en rouge (en
interaction), les résidus de H&,.13sen bleu et le TAG GAMG en jaune. Les chaines latéles des résidus
K122 (w3 €N interaction avec Qg (asny Aas (asin) €t Voo (asin) SONt représentees, ainsi que le résidui i (s en

violet.

De méme, le résidu & situé sur I'extréemité C-terminale du peptide, pature tres
flexible et non structurée, serait de ce fait m@nsnteraction que les autres résidus. Ainsi, la
mutation de ce résidu n’entraine aucun changemeéhagiypique [287]. De plus, dans la
structure cristallographique de Natsugteal, la chaine latérale du résidysRn’est pas du
tout orientée de la méme facon que lors de I'étdeeRMN (Figure I111-21) [253]. Cette

différence de résultats peut étre imputée au caadtexible de I'extrémité C-terminale qui
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complique ainsi l'interprétation des signaux derégdu en RMN et en cristallographie. Le
caractere secondaire de ce résidu dans l'interagtionduit pas un temps de résidence
suffisant pour que notre méthode puisse détecte¥sigu.

Notre méthode, basée sur la détection et la qiatidn des radicaux sur les protéines, a
permis d’identifier les résidus principaux de 1bp33s impliqués dans l'interaction avec
hAsfl.156 Il s’agit de résidus hydrophobes;,k et h3y et de I'acide aminé chargé
positivement Rq Il faut également noter que notre méthode rermleégent compte du
phénoméne de repliement puisque le résidws, Fhors de la zone d’interaction, a aussi
présenté une diminution tres significative d’'inamngtion de tritium lors de la formation de
I'hélice o au contact de hAsflss Toutefois, deux résidus n’ont pas été mis enenadd avec
notre méthode. Il s’agit des résidug.Ket R4 tous deux situés respectivement, sur les
extrémités N-terminale de I'hélice ou C-terminala deptide. Toutefois, les structures
indiguent que le résidu K reste partiellement accessible en présence derdigime
hAsfl;.156 et que le résidu 34 n'est pas caractérisé de maniére formelle comraet &n
interaction. Notre méthode a donc permis de déteas les résidus principaux en
interaction forte, mais cependant ne permettrag @ga détecter les résidus en faible ou
partielle interaction.

Suite a ces résultats satisfaisants, nous avonsterappliqué notre méthode pour la
caractérisation des résidus de la protéine hAsEEen interaction avec le peptide H3:35
afin de montrer notamment que notre méthode esicapfe a une protéine de taille moyenne

(17 kDa). Les premiers résultats sont discutés aparagraphe suivant.

[11.D Premiers essais sur la protéine hAsfl

Les études ont été menées avec 200 uM de protdisk hss avec ou sans peptide
H3122.135 (400 pM), soit un pourcentage théorique de congdeformés de 85 %. Les
échantillons ont été soumis a un faisceau puldéaiéns accélérés sous forme de 50 ou de
200 impulsions de 20 Gy & 0,4 Hz en présence djuivélent de’H-BPASS (AS = 536 ou
629 GBg.mmol respectivement). La protéine a été ensuite periiédigérée par la trypsine
et les peptides résultants ont été purifies. Saitdes problemes de purification, certains

peptides n’ont pas été récupérés dont notammeuegiede comprenant les principaux acides
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aminés de hAsfliss (Voo, Vos €t Lgg) €n interaction avec Hz.135 Par manque de temps,

seuls les peptides facilement purifiables ont étgiencés.

Une comparaison de l'incorporation de tritium endibon du nombre d’'impulsions (50
ou 200) est présentée en annexe et indique uneporedion 2 a 30 fois supérieure a 200
impulsion (Figure V-17 et Figure V-18 en annexepull avons choisi de présenter les
résultats sur des peptides issus de hAgklobtenus a 200 impulsions. Ces résultats ne

correspondent qu’a une seule expérience et dordgcune seule donnée par acide aminé.

Selon les résultats de RMN et de cristallograplei résidus des trois peptides analysés
(**-ENPPVKPDFSK!* BENILASNPRM* et “.FHINWEDN-™% ne sont pas en
interaction avec le peptide I}3.135 a I'exception d’'une interaction secondaire dud@$; 45
[253, 287].

Afin de comparer nos résultats, les activités djppms représentées dans les
histogrammes ci-dessous sont normalisées selanfacieurs correspondant au rapport entre
l'activité spécifique d’'un résidu donné respectiesminen absence et en présence deHg
(paragraphe 1V.J.2). Les valeurs maximale (2,9)nimale (1,5) ou moyenne (2) sont
appliquées (Figure I111-22).
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Figure 111-22 Incorporation de tritium sur les peptides **~ENPPVKPFFSK-'3 3. NILASNPR-'** et
149 FHINWEDN- **° issus de la digestion par la trypsine de la protéghAsfl,_is (200 pM) soumis & 200
impulsions du faisceau d’électrons accélérés en @m@&nce ou en absence de H3135(400 pM) pour un taux

de complexes liés théorique de 85 %.
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La normalisation avec le facteur correctif « maximus n’est pas adaptée puisque quasi
systématiqguement toutes les activités spécifiqesséksidus de hAsflss sont supérieures en
présence de H3.135

Les histogrammes, présentant les deux autres nsatiahs avec les facteurs
« minimum » et « moyen », ne montrent aucune diffée significative d’incorporation de
tritium en présence ou en absence dexH3s Seul les activités spécifiques des résidys E
et Viog de *~ENPPVKPDFSK*** normalisées avec le facteur « minimum », monteem
différence de 50 % et 40 % respectivement. Nousli|ggms ceci simplement par
l'incertitude expérimentale attribuée au fait guis ayons seulement une seule valeur pour
I'expérience a 200 impulsions. Cependant, les iésivspécifiques du méme peptide issu de
'expérience a 50 impulsions n’indiquent aucundédénce de valeurs avec ou sansgblgs
(Figure V-19 en annexe). Ainsi nos résultats s& peptides, connus pour ne pas étre en

interaction, sont parfaitement en accord avec ¢esmées structurales.

D’aprés les calculs menés avec le logiciel WHATallpartir des données structurales,
I'accessibilité du résidu f2s diminue de moitié (24 & 122R (Erreur ! Source du renvoi
introuvable. en annexe). Nous observons avec notre méthodeajwrcide aminé impliqué
de maniére secondaire dans l'interaction, possedeaativité spécifique inférieure de plus de

60 % lorsqu’il est lie.

Tous ces résultats encourageant sont a confirnmsquyei que les expériences a 50 et 200

impulsions ont été réalisées une seule fois.

Les différences de marquage en fonction de I'adoiiss, résidu par résidu, vis-a-vis
des HO et de °*H-BPASS ne seront pas commentédardur! Source du renvoi
introuvable. en annexe). En effet, I'incorporation de tritiust eeliée a la fois a la réactivité
du résidu dans une séquence peptidique et auxs aftetvoisins. Ces effets ne sont pas
actuellement évalués. Toutefois, il est a noter lpusgu’'un acide aminé tres réactif selon
I'échelle de réactivité (ky et hsi), est trés peu ou pas du tout accessible (0 et’®)3
I'incorporation de tritium est tres faible (ce st en accord avec ce qui est attendu). De plus,
tous les types d’acides aminés accessibles (L,,\K,R, H, N, E, D, A, S) présentent une

incorporation significative et utilisable (AS > Hy.nmol) pour détecter une interaction,
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méme pour des acides aminés identifiés comme lessméactifs lors de la réalisation de
I'échelle de réactivité (A, N, S) (Figure 1I-12).

Toutefois, par exemple, b, Nis; et Nisg tous accessibles (12,7, 4,1 et 13, A
possédent respectivement une activité spécifiqeavifon 30, 200 et 50 Bqg.nmibl Ainsi,
selon leur position dans la séquence protéiquedtporation de tritium va étre soit utilisable
sans ambiguité (200 Bg.nr)lsoit &tre un peu faible (30 Bg.nritdl Ainsi, une grande
partie de l'incorporation de tritium sur les acidesinés issus de la protéine semble utilisable
pour caractériser les interactions protéine—pretéifiais pour les acides aminés peu réactifs,
une baisse d’incorporation causée par les effetsvaisins pourrait conduire a des

informations non exploitables.

Cette premiere série d’expériences permet de nomméen présence ou en absence de
H3:20.125 les acides aminés de hAsils qui ne sont pas impligués selon les données
structurales dans la formation du complexe aveg,H3s possedent tous une activité
spécifigue équivalente apres normalisation. De ,plus premier exemple encourageant
montre que le résidu ;% en interaction secondaire, posséde une activiéeifsgue qui
diminue au moins de moitié lors de la présence rdgnfient d’histone. Ces résultats a
confirmer indiqueraient que notre méthode est &tic pour identifier les interactions

protéine—ligand.

[1I.E Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons développé une métfbdace de footprinting basée sur
la détection et la quantification de radicaux ss protéines, qui a permis d’identifier les
acides aminés d’'un peptide impliqué dans une iatieraavec une protéine. En effet, les trois
principaux acides aminés s, Ri2g, l130) de I'héliceas de I'histone H3, impliqués dans une
interaction hydrophobe avec hAsfls ont été caractérisés grace a une diminution de
'incorporation en radioactivité de ces résidusslate la formation du complexe. Notre
approche permet également d’identifier les résiohagns accessibles suite a la formation
d’une structure secondaire. En effet, I'activit€adfique du résidu Rg, situé en dehors de la

zone d’interaction, a diminuée lors du repliemeatHB ,,.135 en hélicea au contact de la
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protéine hAsflise Toutefois, les résidus 1K et Riz4 restant partiellement accessibles au

solvant lors de la formation du complexe n’ont ptsdétectés par notre méthode.

Les premiers essais sur la caractérisation deguesie la protéine hAsfss ont été trés
encourageants et positifs. En effet, I'activité gfigue de Rys un résidu secondaire de
l'interaction entre hAsfil;se et H32,.135 @ diminué de moitié lors de linteraction. L'éaud
surtout permis de montrer que des résidus qui neEs en interaction ne présentent pas de
différence significative d’incorporation de tritiunfoutefois, tous ces résultats trés positifs

sur les résidus de hAsfsgsont a confirmer.

Parmi les trois peptides de hAgils et du peptide H3..135 un total de 44 acides
aminés a été analysé pour la méthode RMN et natthade d’échangtH/*H, et de 40 pour
I'étude cristallographique. Le nombre d’acides amsinlétectés en interaction ou non dans le
complexe est représenté dans le tableau lll-1 ploacune des méthodes.

_ o ] ] Données
Nombre d’acides aminés Données Données _
o _ _ Echange | Commentaires
détectés cristallographiques RMN L
H/"H
Asfl
35 34 35
Hors + H3
interaction Etiquette
H3 NC 4 4
GAMG
Interaction
o H3 3 3 3 Lo, Rizg, l130
principale
_ K122
Interaction H3 1 Ki22 2 0
: Ri34
secondaire § — :
Asfl 1 Ruas 1 Riss | (1) | Russ| & confirmer
Repliement de H3 NC NC 1 1R Héliceas

Tableau 1lI-1 Récapitulatif du nombre de résidus deH3;,,.135 et de hAsfl ;56 identifiés comme étant en

interaction ou non. NC = non comparable.
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Ce tableau indique que notre méthode permet toutre® les deux études structurales
l'identification des trois résidus principaux de I8 interaction avec hAsflss Tous les
résidus qui ne sont pas en interaction (34 ou 3§ sont identifiés comme tels avec notre

meéthode, a I'exception du résidu,Rimpliqué dans une structure secondaire.

Lors des prochaines expériences, deux points ésisersieront a démontrer. Tout
d’abord, les résidus de la protéine hAskk qui sont en interaction avec Haissdevront étre
caractérisés. Puis, lintégrité de la structurdaderotéine devra étre contrélée en réalisant du
dichroisme circulaire. Une premiére expérienceidirdisme circulaire sur 'apomyoglobine
a montré que la protéine restait a I'état natiféapirradiation (Figure V-21 en annexe).
Toutefois, en toute rigueur, un spectre de dichmeigirculaire devra aussi étre fait sur la

protéine hAsflse
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous avons développé uneveille méthode pour la
caractérisation des interactions protéine—ligandtteCstratégie s’'appuie sur la différence
d’accessibilité des acides aminés a l'eau pourddepaire seul en comparaison avec le

partenaire dans l'interaction.

Le principe de cette méthode est basé sur deurLta@s :
- la génération de radicaux carbo-centrés sur lemebdatérales des acides aminés
de la protéine.

- laréparation de ces radicaux par un atome dertriti

Dans un premier chapitre, la mise au point de cattthode est décrite d’abord sur les
acides aminés isolés, puis sur de petits peptidedravail nous a permis dans un premier
temps de déterminer la réactivité de chaque acideéa isolé vis-a-vis des radicaux
hydroxyle et de I'agent de réparation trit#H{BPASS) en milieu anaérobie. L'ordre de

réactivité obtenu est le suivant :
Lys>Leu>Arg>lle>Trp>Phe>Val>Cys>Met>His>Tyr>Glu>Thhsp>GIn>Pro>Ala>Asn>Ser>Gly

Cette échelle est tout a fait en accord avec ledteds obtenus par la méthode similaire

utilisant le DTT dans I'eau lourde de I'équipe dderson.

Nous avons ensuite étendu cette étude a de pepitsdps non structurés. Nous avons
mis en évidence qu’'un méme acide aminé ne prés@aimia méme réactivité en fonction de
sa position dans la séquence peptidique. Ces aesuinforcent des observations récentes

montrant des effets liés aux résidus ou groupemangis [240, 253].

Nous avons choisi d’appliquer ensuite cette stratéda caractérisation des interactions
protéine—protéine et de I'appliquer au complexemtdrentre la protéine hAsflss et le
fragment 122-135 de I'histone H3. Cette premienedéta permis de caractériser sans
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ambiguité les trois résidus principauxi4d. Rizg €t hszog) impliqués dans linteraction

hydrophobe et ionique.

Cependant, les résidus qui restent partiellemecgssibles lors de I'interaction ou qui
sont situés dans des zones flexibles de lintevac(Ki», et R34 ne sont pas clairement
identifiés. Par contre, notre méthode permet égaerde mettre en évidence la différence
d’accessibilité au solvant d’'un résidu liée a difste de repliement du peptide en hélice
Notre méthode de caractérisation des interactiooigues est donc a la fois sensible aux

phénomenes d’interaction et de repliement.

En ce qui concerne la protéine Asfl les premiessltéts sont encourageants. En effet,
sur trois peptides non impliqués dans linteractinous n’avons pas observé de difféerence

significative d’incorporation de tritium.

Plusieurs perspectives se dégagent de ces travaux.

Tout d’abord, il serait intéressant de développemduveaux donneurs de tritium afin
d’augmenter le panel de radicaux facilement dééesapar notre méthode. La chimie a le
pouvoir de permettre de synthétiser toute une gardene€omposés de fonctions variées.
Ainsi, des agents réparateur de différentes taildsmrgés négativement ou positivement
pourraient étre obtenus, et faciliter le marquageted ou tel acide aminé, notamment des

acides aminés aromatiques.

Ensuite, afin d’étre complet pour cette étude stl mecessaire de caractériser les acides
aminés de la protéine hAsfilss en interaction avec le peptide H3:35 Il serait également
intéressant de réaliser la méme étude sur le cammatier de hAsfl-H3/H4. De plus, la
protéine Asfl possédant de nombreuses fonctiorde atiombreuses protéines partenaires,
I'étude d’autres complexes I'impliquant est a eager. Tout d’abord sur des complexes dont
la structure est connue (HirA par exemple) puis diautres complexes peu ou pas
caractérisés. Finalement la transposition de mo#&thode a la caractérisation des interactions

de type protéine—lipide ou protéine—ADN est égaleneavisageable.
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Enfin, notre méthode étant directement basée soaractérisation de I'accessibilité au
solvant des acides aminés d’une protéine, il deétee possible de I'utiliser pour réaliser des
cartographies de surface de protéines une foifiets de voisins mieux caractérisés.

En conclusion, notre approche devrait s’'inscrirence une méthode alternative aux
autres techniques de « footprinting ». En effetrexaéthode permet en théorie d’étudier de
larges complexes a une résolution de I'acide amilwdre technique permet d’obtenir sans
modification de structure, une couverture de serfdes protéines au moins égale a celle du

« footprinting par oxydation » par les radicaux toygle.

Les informations de surface apportées par notrdnadét peuvent refléter a la fois des
phénomenes d’interaction, des phénomenes de regiliemais aussi des changements de
conformation. L'utilisation en combinaison de mé&the de modélisation moléculaire devrait
permettre de différencier ces phénomeénes et d’'ohdes structures de complexes de basses
résolutions. Notre méthode pourra étre utilisé @migre complémentaire a des techniques
plus résolutives comme la RMN, en apportant dexinétions au niveau de I'acide aminé en
interaction. Des études de mutagenése pourronegtreprises pour valider I'importance des
résidus acides aminés détectés dans linteractddotre méthode développée sur la
caractérisation de l'interface entre hAsfds et H3,,.135est donc une méthode alternative aux
méthodes de basse résolution et complémentaire ntthodes telles la RMN et la

cristallographie pour la détection des acides asnameinteraction.
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IV Matériels et méthodes
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IV.A Préparation des composés

IV.A.1 Matériels commerciaux

L-acides aminés, dichlorophénylphosphine (PhR®&emptide (LRRASLG)a-mating
factor fragment 1-6 (WHWLQL)B-Casomorphine (YPFVEPI), Dowex 50 W*8, chlorure de
dansyle (DsCI) proviennent de Sigma-Aldrich. Leptmes RNAIII-inhibiting peptide [RIP]
(YSPWTNF), Laminine nonapeptide (CDPGYIGSR), Adrémticotropique Hormone
[ACTH] (MEHFRWG), Angiotensine (DRVYIHP), Oxytocin€CYIQNCPLG), Neurokinine
A (HKTDSFVGLM) proviennent de NeoNPS (Strasbourgarice), et les peptides Murine
(YPHFMPTNL), peptide 10 (LQAAPALDKL), Pneumadine GEPKLDAGV), Meb-
Deltorphine (YMFHLMD), Leu-Valorphine-Arg (LVVYPWT®) de Bachem. Le peptide
H3122-135 (GAMGKDIQLARRIRGERA) provient d’Epytop (Nimes, Fnae). Oxyde de
platine IV (PtO2) provient de Merck, gaz tritium8(9% tritium, 0.7% deutérium, 0.4%
hydrogéne) de Tritec (Switzerland), et I'eau tat{@7 GBqg.mL') d’Amersham.

IV.A.2 Expression et Purification de la protéine hAsf] s

a. Expression de la protéine hAsfs¢

Le vecteur d’expression pETM30 est choisi. C'estplasmide qui permet, chez la
bactérieE. coli DE3, I'expression d’'une protéine de fusion GSTugiée 6 histidines a son
extrémité N-terminale. Le vecteur d’expression eaant le gene codant pour la protéine de

fusion hAsfl. 156 a été fourni par F. Ochsenbein du CEA Saclay.

La surexpression de la protéine recombinante des®dctériek. coliBl21 Gold DE3 a
20°C est induite par l'ajout d'IPTG dans le milieB. Aprés une nuit d’induction, les
bactéries sont récoltées par centrifugation (500 pendant 15 minutes a 4°C), puis
resuspendues dans un tampon favorisant la lysébatesries (tampon Tris 50 mM pH 8,
NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, Glycérol 5 % (v/v), TritatDOX 1 % (v/v), PMSF 1 mM, DTT
1 mM, aprotinine 6 ug.mt). Les parois de bactéries BI21 gold DE3 sont fiséps par
congélation-décongélation puis par I'incubation ade lysozyme (Sigma) & 0,5 mg.thL
pendant une heure a 4°C. L’ADN est détruit par 8mrs d’ultrasons dans le milieu. Les

bactéries lysées sont centrifugées a 10000 rpmaperd® minutes a 4°C afin de séparer les

- 137 -



débris cellulaires et les corps d’inclusion de tsscomposants solubles. La présence de la

protéine recombinante dans la fraction solublevéstiée par SDS-PAGE.

b. Purification de la protéine hAsfl;. 156

La purification comporte trois étapes, deux chrageiphies d’affinité, une colonne de
GSH-agarose suivie d’'une Ni-NTA, et enfin une chatmgraphie échangeuse d’ions. Ces

trois étapes sont détaillées dans ce qui suit.

I. Purification GSH-agarose

La fraction soluble, préalablement filtrée surrélD,22 um, est chargée sur une colonne
de billes d’agarose couplées au glutathion réigt billes sont préalablement réhydratées et
équilibrées avec le tampon de lyse des bactéried. tle billes peuvent fixer environ 10 mg
de protéine de fusion ; pour un litre de culturéait compter environ 10 mL de billes. Ces
billes sont lavées avec 5 volumes de tampon Trisn®0pH 8, NaCl 1M, puis équilibrées
avec 5 volumes de tampon phosphate 50 mM pH 8nEldi protéine est éluée avec du
tampon phosphate 50 mM pH 8 contenant 10 mM gligiatiéduit (Figure 1V-1).

GST-hASf11_155

Figure IV-1 SDS-PAGE de la purification par chromatbgraphie d'affinité GSH-agarose de GST-
hAsfl;.156 puits 1, marqueurs de poids moléculaires ; 2, soageant avant passage sur colonne; 3,
surnageant apres passage sur colonne; 4, lavage Nd®™ ; 5, billes avant élution ; 6, 7 et 8 élutionsle 10

mL de GSH ; 9, billes aprés élution .

La quantité de protéine de fusion €luée est déterenpar Bradford et par gel SDS-
PAGE. Les protéines sont révélées sur le gel pkrratmn dans une solution de bleu de
Coomassie : 40 % éthanol, 10 % acide acétique Q™ de bleu de Coomassie (Sigma).

Le gel est représenté sur la Figure 1V-1.
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ii. Purification de la protéase Tev et coupure de lafine recombinante

Un vecteur d’expression contenant le gene codamt lagorotéase du virus Tev étiquetée
six histidines est utilisée pour transformer destdréesk. coli BI21 Gold DE3 pLysS (fourni
par F. Ochsenbein du CEA Saclay). Aprés inducti@n I'expression de la protéine
recombinante, les cellules sont cassées et cayggfuafin de récupérer le surnageant. La
protéine recombinante est purifiée sur colonne MANTrois lavages a des concentrations en
imidazole de 9, 30 et 80 mM sont effectués. Laginat est éluée a 300 mM d’imidazole.
L'imidazole est trés rapidement éliminé par ultradéugation et la protéine est resuspendue
dans un tampon contenant 50 % de glycérol. Ell@aless congelée a -80°C. La quantité de

protéase purifiée est estimée par Bradford.

La protéine de fusion GST-hAsflssest clivée par la protéase du virus TEV étiquetée
(His)s dans un rapport de 1% (w/w) de protéase/protémdudion pendant 16 heures a

température ambiante. La qualité du clivage estrotae par SDS-PAGE.

iii. Purification Ni-NTA
L’éluat ainsi traité est complété a moitié avedalmpon Tris 50 mM pH8, Imidazole 10
mM, PMSF 5mM et incubé pendant une heure a 4°Cose avec des billes Ni-NTA agarose
(Qiagen) elles-mémes équilibrées avec ce tampag bllkes sont coulées dans une colonne
de 20 mL et la premiere fraction est directemeltiectee ainsi que 2 autres aprés ajout du
méme tampon. Les fractions sont déposées sur geiFSAGE afin de déterminer la quantité

de protéine dans chacune d’entre-elles (Figure)lV-2

iv. Chromatographie échangeuses d’anions

La purification est réalisée sur le systeme HPLGaAKAmersham Pharmacia Biotech
comportant différents modules synchronisés entre &uautomatisés, avec en série un
collecteur de fractions. Les procédures sont pragrées via le logiciel UNICORN (version
4.11). Apres filtration sur filtre 0,22 um, la péote est injectée par une boucle de 150 mL sur
une colonne échangeuse d’anions Resource Q (Anme)yskhgprés une étape d’élimination
(avec 0 % de B) des protéines interagissant aveol@ne de maniére non spécifique, en
faisant passer du tampon Tris 50 mM pH 8 conteb@miM NaCl, la protéine est séparée des
autres en appliquant un gradient de sel non liaéserO a 20 % de B en 10 min, 20 a 40 % B
en 40 min, avec un débit de 2 mL.Ai(A : Tp Tris 50 mM pH 8 ; B : Tp Tris 50 mM pH 8/
NaCl 1N). La protéine hAsflsgsort a 22 % de B.
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La pureté de la protéine est contrélée sur gel 8BSE (Figure IV-2).

W - 315

— 21

hAsfl;.156 (17,9 kDa) i — 14

i

Figure 1V-2 SDS-PAGE controle de la purification su colonne NiNTA et de la chromatographie HPLC
échangeuse d’anion de la protéine hAsflse puits 1, hAsfl ;56 purifiée sur colonne échangeuse d'anion ; 3

et 4, hAsfl_ ;56 purifiée de la colonne NiNTA ; 5, marqueurs de pais moléculaires.

v. Concentration de I'échantillon

La solution de protéine est concentrée en réalisanthangement de tampon avec du
tampon phosphate 10 mM pH 7,9 par ultrafiltrationsllule AMICON (Millipore) avec une
membrane YM10 (« cut-off » de 10 kDa) de 45 mm daeuid 25 mm. La solution concentrée
entre 500 uM et 1 mM est estimée par mesure dedidlance a 280 nnegy nm= 20340
M™.cm?). La concentration exacte est obtenue par une/smale la composition en acide

aminé et de la concentration protéique en réalisaathydrolyse acide HCI 6N.

IV.A.3 Préparation de 'apomyoglobine

La metmyoglobine de coeur de cheval lyophiliségrf®i M-1882) est reprise dans I'eau
pure et dialysée contre de l'eau. L'apomyoglobing e@réparée selon la méthode
précédemment publiée et ensuite lyophilisée [298]solution d’apomyoglobine est préparée
en solubilisant la protéine dans I'eau ultrapurereta dialysant contre de I'eau ultrapure puis
contre du tampon phosphate 10 mM pH 7,9. La coraton est déterminée par absorption
ultraviolet €2s0nm= 13500 M'cmi?) [291] et ajustée & une concentration finale e50@ UM
et 1 mM. La concentration exacte est obtenue paramalyse de la composition en acide

aminé et de la concentration protéique en réalisaathydrolyse acide HCI 6N.
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IV.A.4 La préparation du donneur de*H CH-BPASS)

La synthése de I'acide phénylphosphinique tritié-BPASS) est réalisée dans une boite
a gants étanche ou est présent un banc de tritiafie banc, relié & une pompe a vide, est
composé d’'un réseau de tubulures compartimentaligéedes vannes étanches, de capteurs
de pression, de cartouches de charbon et de datscthermorégulés contenant le gaz tritium
piégé sur un lit de La/Ni/Mn (Figure IV-3).

Capteur 2

[]
Capteur 1 T\/s | |
2 v, | | 4 Pompe

I
6
Vi lr I Ve ‘ ——@ _---turbomoléculaire
| 3 \
, 1 Cartouches
Vo Vs ‘de charboi™ Vanne
actif
A
Montage 8 9
en L H | |
B
Vs Va four four
V4 = volume mol
Ballon B Bicol A .
. thermocouple
collier A
5cm

Figure IV-3 Représentation schématique du banc deitiation avec le montage nécessaire pour la synteé
de °H-BPASS.

Afin d’obtenir un agent de réparatidH-BPASS avec une bonne activité spécifique, il
est tres important de réaliser la manipulation abessconditions les plus anhydres possibles.

* Montage
Le PtQ anhydre (25,2 mg, 0,11 mmole) est placé avec wmedna aimanté dans un bicol
A de 10 mL fermé a une de ses extrémités par unirsefenviron 2 mL de THF anhydre sont
verses dans le ballon B avec un barreau aimar2@ etg de LiAlH, sont ajoutés. Les deux
ballons, aux rodages graissés, sont fixés sur i@ue gn U en verre présentant deux vannes

(A et B), elle-méme fixée sur le banc de tritiat{&ngure IV-3).
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e Transfert du THF anhydre

Le THF dans le ballon B est séché pendant une e agitation avec LiAlHpour
s’assurer gu'il est totalement anhydre. La vann&dt fermée, le reste du montage est mis
sous vide a 0,001 mBar. Puis, le THF est gelé dedtazote liquide, la vanne B est ouverte
et le ballon B est mis sous vide. Le montage erstUn@s sous vide statique en fermant la
vanne A. Le bicol A est congelé a I'azote liquiddeeballon B est chauffé pour permettre le
transfert d’environ 1 mL de THF anhydre dans leobi& contenant le Pt© Une fois le
transfert terminé, la vanne B est fermée, et leltAcest gelé et mis sous vide.

« Génération de I'eau tritiée de ultra haute activité(> 99 %) et synthése déH-BPASS

Le montage est mis sous atmosphere de gaz tritiupar). Quant le THF est décongelé,

le PtQ est réduit efiH,O sous agitation pendant 30 min.

PtO, + 2°H, —> Pt + 2°H,0

Le composé PhP&(10 pL, 74 umol), prélevé en boite a gants soumsgphére d’azote,
est ensuite ajouté en utilisant une micro-serirtdamilton et le mélange de réaction est agité
pendant 1 heure.

NaCO; / NaHCG,
PhPC} + 3°H,0 »  PhPQ°HNa

La suspension est gelée dans I'azote liquide @hbaphére de tritium est évacuée et
piégée dans le four revenu a température ambiantenslit de La/Ni/Mn puis le montage est

placé sous p

20 mg de NgCO; solide (, 0,19 mmol) sont ajoutés au mélange detign, laissé en
agitation pendant 10 min et ensuite une solutiareage de NaHC£J16 mg, 0,19 mmol) (pH
7,5) est ajoutée. Le mélange résultant est filtré@éers un filtre Millex-FH 45 um, et le bicol
A et le filtre sont rincés avec 2 fois 1 mL de THR solution est évaporée sous pression
réduite. Le résidu est dissous dans 2 mL d’eavagiaé a sec. Cette procédure est répétee 3
fois pour éliminer les atomes de tritium échangesble solide est dissous dans I'eau (10
mL) et un aliquot est prélevé et compté par stiiiin liquide indiquant une activité
volumique autour de 3,7 GBq.fiL
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« Purification de *H-BPASS

Le mélange brut est purifié et le tampon échangéHRLC sur une colonne semi-
préparative (Thermohypersil Keystone Hypurity C180 A, 5 p, 250*10 mm). L'éluant
utilisé est du tampon phosphate (NBB, / NaaHPQOy) 10 mM pH 7,2, et le débit est réglé a 2
mL.min™. La détection déH-BPASS se fait avec un double systéme UV a 24§Détecteur
Merck L-4200 UV-Vis) et radioactif (Berthold Nucle&pectrometer LB2040). Le composé
est obtenu avec une pureté radiochimique de 98% 23,2 min). L’éluant est évaporé sous
vide et le composé désiré est dissous dans lI'e@un{R). La quantité de produit est
déterminée par UV et la quantité de radioactivé8oaiée par scintillation liquide, pour
donner l'activité spécifique. Celle-ci a été val@alsuivant les syntheses entre 204 et 629
GBg.mmot’. La solution finale est diluée & une concentrader37 MBg.mL* et tamponné
avec du tampon phosphate 10 mM a pH 7,2 ou 7,8astiikes expériences menées. Le

composé est conservé a 4°C dans ces conditions.

+ RMN 'H et °H de °*H-BPASS
Les RMN *H et °H sont enregistrées respectivement & 300 et 320 Mtz un
spectrometre Bruker AC 300 MHz. Les déplacemehimiques sont mesurés en partie par
million (ppm) relatif au signal résiduel du protde I'oxyde de deutérium @®; Euriso-top
France) 4.67 ppnti).

Une solution déH-BPASS (200 pL, 370 MBq) dans,O (100 pL) est analysée.

RMN *H (D,O, 300 MHz)3 (ppm): 7,45 (d}Jp.q = 561 Hz, 1H, PH), 7,4-7,7 (m, 5H,
PH)

RMN 3H (D,0, 320 MHz)5 (ppm): 7,54 (d1Jp.3n= 525 Hz)

IVV.B Production de radicaux hydroxyle

IV.B.1 Deux sources de HO le LINAC ou l'autoradiolyse de I'eau tritiée

Les principes sont décrits dans le chapitre Il.

a. Génération des HO

Les radicaux hydroxyle sont générés soit par dgsnsf3” ou par un faisceau linéaire

d’électrons accélérés par radiolyse de I'eau (Eqodi). Les rayon$” sont obtenus de I'eau
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tritiée (18.5 GBg.mL, 61 Gy.h). Un faisceau d’électrons de 10 MeV est fournilpazanon
a électrons LINAC a Saclay (Laboratoire de Rad®ly&énéralement, dans nos expériences,
la durée d’impulsion est de 10 ns (20 Gy par impualset la fréquence de 0,4 Hz. Dans le cas

contraire, la dose et la frequence sont précisées.

Rayonnement
HZO > HO.! H.l e_aqa HOZ.a H2021 HO—; H3O+a H2

Equation 5 Radiolyse de I'eau

La concentration en HOgénérée peut étre calculée en fonction du temps po
l'autoradiolyse de l'eau tritiée ou en fonction dembre d’impulsions dans le cas de
'accélérateur d’électrons, dont la dose est détefenpar dosage chimique communément
utilisé en chimie des radiations: le dosage dekErif292]. L'énergie déposée sur les
échantillons est appeléeseet est exprimée en Gy ou J.Kg

Pour rendre compte de I'aspect temporel, on dédénitébit de dosB’ comme I'énergie
fournie & la matiére par unité de temps. Le débidase de I'eau tritiée est exprimé en Gy.h

La concentration en H@uM) est directement liée a la dose (Gy) selarlation suivante :
[HO] = D" (Gy.h") X Go') (mmol.JY) x 0,104 x t (h) (en pM)

Go" correspond au rendement en H@ présence de, égal & 5,6 mmolImultiplié
par le coefficient de conversion 0,104 [206]. Letéairt représente le temps en heure (h).

L’énergie déposée sur les échantillons par lesnaffo ou par le faisceau d’électrons
acceéléres correspond, en condition anaérobie satur®&O, a une concentration en radicaux

d’environ 35 pM.H et 11 uM par impulsion, respectivement.

b. Optimisation de la production en HO

Un pH proche de celui du physiologique est ch@s$i 7,2 ou 7,8) pour travailler avec
des protéines. A ces deux pH, et plus particuliérgra pH 7,2, I'équilibre est déplacé dans le
sens de la production d’électrons hydratées (Fidgudré). De plus, a ce pH quasiment neutre,

les formes A et HO sont présentes a des concentrations trés faiblésrdre de 100 nM.
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pH 7,2
H ———— €y + W

Figure V-4 Production majoritaire d’électron aqueux par rapport aux atomes d’hydrogéne radicalaires a
pH physiologique.

En travaillant en milieu anaérobie avec du ga® Na production de HCet de HO est
favorisée au détriment des électrons hydratés gqutemdance a provoquer la désamination
réductive des acides aminés (Figure 1V-5). L®Nermet de doubler le rendement en’ ldD
d’éviter ce type de réactions secondaires. Cecotanmment été montré lors des travaux
d’Anderson qui n’'observe aucune désamination deslesicaminés et peptides par
spectrométrie de masse [204]. Dans ces conditi@ssradicaux hydroxyle sont I'espéce

majoritaire dans le milieu.

) Radiation ; pH 7,2 —+
N2O  + €4q N, + HO + HO

k=910_210 Mts?

Figure IV-5 Transformation des électrons aqueux emadicaux hydroxyle en présence de D a pH 7,2
[293]

IV.B.2 Calibration de la dose généré avec le LINAC : Dosaode Fricke

a. Principe

La dosimétrie Fricke est une dosimétrie chimiquéaile d'une solution de sulfate
ferreux. La radiation oxyde les ions ferreux{Fen ions ferriques (B8 [292]. La quantité
d'ions ferriqgues est mesurée par spectroscopisatiatiion de la lumiere a 304 nm. La mesure
est linéaire de 40 a 400 Gy. La dosimétrie de Erest dépendante du type de radiation et du
débit de dose.

La concentration en Bemesurée au cours des expériences peut étre aabrydértir de
'absorbance par la loi de Beer Lambert. Puis c@msaat le rendement du dosimetre de
Fricke en milieu aéré pour les électrons acceélérést possible de calculer la dose déposée
dans I'échantillon en fonction de I'absorbance mésude F& qui est donnée par

I'expression suivante :
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N x Ax100
ex 10 x G(FEH) x fxp x|

Dose (Gy) =

ou N est le nombre d’Avogadro (6,02*4@nolécules.mat) ; A est I'absorbance de Fe
mesurée a 304 nmg est le coefficient d’extinction molaire de *f& 304 nm de 2212
M™t.cm? & 26°C; G(F&) est le rendement en ¥ede 15,3 molécules.100&\ f est égale a
6,24.16° eV.Gy" : p est la densité de la solution irradiée et esteégall,024 pour une
solution a 0,4 M en 80O, ; | est la longueur du chemin optique de 1 cm.

Cette dosimétrie permet de déterminer le nombi@ypar impulsions.

b. Expérience
Une solution de 50 mL au final est réalisée en ngdant 0,0196 g de sel de Mohr (1.10
3 M), avec 1,35 mL d’'une solution doublement diéglide HSO, (0,4 M), de I'eau ultrapure

aérée a 18,2 mM et 0,0029 g de NaCl{1@). Une solution de 1 mL est irradiée puis
analysée a 304 nm.

nombre d'impulsiondDO (1/4)] DO | D (Gy)| Dose par impulsion (Gy)
5 0,095 | 0,38 106 21
10 0,206 | 0,824 230 23
15 0,304 | 1,216 340 23
20 0,385 | 1,54 430 22

Tableau IV-1 Exemple d’'un dosage de Fricke.

La dose calculée est de 22 Gy.impulSiatans cet essai et plus généralement de 20

Gy.impulsior* lors de nos expériences.

IV.B.3 Descriptif du canon a électron (LINAC)

La fréquence de I'onde radio assurant la modulatiofaisceau d’électrons est de 3 GHz
(soit une longueur d’onde de 10 cm). L’'onde estégém par un Klystron situé en amont du
canon a électrons (partie modulateur), puis véa&par un guide d’onde en cuivre jusqu’au
canon a électrons. Les électrons sont focaliséssartie du canon puis accélérés par I'onde,

les huit bobines de Helmholtz participant a I'aécgétion et a la conservation du groupage
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électronique (Figure IV-6). Aprés la partie accaéliém vient la partie de gestion du faisceau :

des quadripdles (deux aimants croisés) servertadiger et mettre en forme le faisceau.

L'énergie des électrons accélérés par le LINACahotatoire est limitée a 10 MeV pour
éviter I'activation de la matiére, mais reste s#fhment élevée pour que le faisceau puisse
pénétrer la matiere (notamment les milieux aqueuxpusieurs millimetres en gardant une
bonne homogénéité). L'énergie de 10 MeV permetialessraverser sans trop grande perte
d’énergie la paroi de la jaquette en inox de 3 m@paisseur et la paroi en verre du flacon
utilisée lors des expériences. Un dosage de Feaakie réalisé pour controler la concentration

en HO générée dans nos solutions.

Figure V-6 Photo de I'accélérateur linéaire d’életrons (LINAC).
Le rayonnement secondaire présent dans l'enceisttepncipalement constitué de

rayons X et son intensité nécessite une protep@omes blocs de béton de 1 m, renforcés par
endroits par des briques en plomb.
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Nous avons choisi des impulsions de 10 ns sur anmenge de fréquences entre 0,01 et 24

Hz, en travaillant habituellement avec 0,4 Hz.

Les séances d’exposition des échantillons au faisd&lectrons accélérés ont nécessité
la réalisation d’'une jagquette de protection en abiuim pour éviter tout risque de probleme

de contamination de la piece contenant le LINAGars du transport des échantillons.

Extrémité
du canon a
électrons

Jaquette de
protection

Figure 1V-7 Jaquette de protection en inox installésur son socle et alignée devant le canon a électro

Le plan de la jaquette est représenté ci-dessoss@ie la procédure de radioprotection

relative au transport et a I'irradiation de I'éctihon.

IV.B.4 Schéma de la jaquette de protection

Tous les échantillons en solution contenant dadigoactivité sont placés dans un flacon
en verre de 4 mL avec un bouchon a vis et un sep@ierflacon est ensuite placé dans la
jaquette en aluminium décrite ci-dessous, présentem joint torigue permettant son

étanchéité.
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|7 7| joint torique ®24 ép4
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SRR NN RN
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10 -
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MIIY
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.

1trou fileté /" M6 L=7mm

48

A
Y

4 vis M5 2 90°sur  ¢40

Tolérance générale = +/-0,1mm

Imaginé au DSM/DRECAM/SCM/Laboratoire de Radiolyse

Figure 1V-8 Plan de la jaquette de protection en aiminium

Figure IV-9 Photo de la jaquette de protection enlaminium et du flacon en verre de 4 mL fermé par un

bouchon a vis et un septum, utilisés lors de l'irrdiation.

IV.B.5 Procédure d'irradiation d'échantillons tritiés avecle LINAC

Cette procédure a été validée par les personnegétenies du service de radioprotection
(SPR) du CEA.
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* Les échantillons

Les solutions tamponnées contenant des peptides ptotéines et un marqueur tritié
devront :

a) contenir chacun moins 820 MBg.mL™ du composé tritié.

b) étre conditionnés en source scellée (flacomezre fermé par un bouchon a vis et
septum) possédant une deuxieme barriere d'étaé@ckéitaluminium (épaisseur 3 mm,
couvercle boulonné sur joint torique)

Une étiquette mentionnant la présence de radiogictians I'échantillon sera apposée sur

la jaquette en aluminium.

* Les étapes

L'irradiation de chaque échantillon se décompoeei@aétapes.

L'échantillon & irradier sera préparé au SCBM (batit 547).

La quantité totale de radioactivité sera mesuréesgiatillation liquide. Le résultat de ce
comptage sera transmis a l'agent SPR et noté stahier de suivi.

L'agent SPR reéalisera un contréle de non-contammatrfacique avant chaque transfert
au batiment 546.

Le transport se fait en voiture personnelle (langité limite transportable par voiture
personnelle est de 1000 MBq).

L'arrivée de I'échantillon dans le batiment 54@&s®msignée dans un cahier de suivi.

Apres irradiation (les molécules tritiees restentselution sans dégagement gazeux),
agent SPR procédera a un contrdle de non-congdimin surfacique. Durant ce controle,
I'échantillon sera conservé dans la piéce 35 dmbat 546.

Apres accord de I'agent SPR I'échantillon serastéaé au batiment 547 et son départ

consigné dans le cahier de suivi.

IV.C Le séguenceur d’Edman

IV.C.1 Le Principe

Le séquencage automatique se déroule séquentieli@tide aminé par acide aminég, de
l'extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminaleelon la dégradation d’Edman (Figure
IV-10).
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H,N NH
) Ry @—NH >R,
+ o=C > 0=C
N=C=S NH o NH
©/ R2—< N-méthyl-piperidine R2—<
/’\/C:O 0
PITC Protéine PTC-Protéine

0 H
}\\(Rl N\(/N\ HN—(

QN CH-R; + C=0
e s~ —f
g TFA/H,0 (25%) o

PTH-AA ATZ-AA Protéine n-1
(qui subira a son tour un
nouveau cycle de
dégradation d’Edman)

Figure IV-10 Dégradation d’Edman. (A) Réaction de ouplage ; (B) Réaction de clivage ; (C) Réaction de
conversion. Phénylisothiocyanate (PITC); Phénylthioyanate (PTC); anilo-thiazoline (ATZ); phényl thio-
hydanthoine (PTH).

En présence dB-méthyl pipéridine, le Phényl-Iso-Thio-Cyanate (E)Tse couple aux
fonctions amines primaires et secondaires desipestéPTC-protéine). Le temps de réaction
a 45°C est de 18 minutes. La liaison peptidiquacsdjte est fragilisée ce qui permet sa
coupure en 3 minutes par I'acide trifluoroacétiEA) pur générant ainsi I'anilo-thiazoline
(ATZ) du premier acide aminé (AA) et la protéineaay perdu le premier AA. L'ATZ est
extrait du milieu réactionnel et converti en miliacide (TFA a 25 % dans I'eau) en phényl
thio-hydanthoine (PTH-AA) plus stable.

La réaction d’Edman produit aussi les produits éigrddation suivant (Figure 1V-11) :
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N=C=$ NH,
g e > @

- PITC Aniline

@/N=C=S

DPTU
(Diphenylthiourée)

l

Sous-produits de la chimie d’Edman o

(@
HN/ \NH

DPU-
(Diphenylurée)

Figure 1V-11 Les sous-produits de la dégradation ddman

Le PTH-AA plus stable peut donc étre analysé par®iBt sa nature déterminée grace a
un étalon de PTH-AAs (Figure IV-12). Le cycle daaton peut étre répété et conduit ainsi a
la séquence de la protéine.

dpiu

my'

prie

himutes

Figure IV-12 Le profil d'élution HPLC du mélange de 19 acides aminés dérivatisés standards, permettant

d'établir les temps de rétention. Dptu = diphenyltliourée.
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IV.C.2 Descriptif du matériel

Le séquencage est fait sur le séquenceur de pepBdel92 HT/ Procise d’Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA) avec une acqoisitsur le Procise 1.1 et le logiciel
Model 610A 1.1 (Figure IV-13).

Figure 1V-13 Séquenceur ABI 492 HT/ Procise d’Appkd Biosystems (Foster City, CA, USA).

Tous les produits sont disponibles commercialenfetkin Elmer) et les PTH-amino

acides sont collectés en utilisant le collecteufrdetion Gilson FC 203B.

IV.D Le compteur de scintillation liguide

Les techniques de mesure d’activité par scintifatiquide sont apparues il y a une
cinquantaine d’années. Ces techniques consisteglanger la solution radioactive a mesurer
a un liquide scintillant et a transformer les rayements ionisants, consécutifs aux
désintégrations ou désexcitation des atomes radmaen rayonnements lumineux,
détectables et quantifiables. La scintillation ldgiest une des seules méthodes permettant de
mesurer I'activité de radionucléides béta pursailelé énergie (Figure IV-14).

) (... ]_Ph
Sourcep —=< Solvant |-EROtONS | o) e otons | photocathod Détecteu
— J uv —___ J «\Visibles » PMT

Figure 1V-14 Principe des scintillateurs liquides
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Les liquides scintillants sont des transformatel@gayonnements ionisants en lumiere.
lls sont composés d’un solvant aromatique de ldlliamiu benzéne et d’'un ou deux solutés.
Le solvant solubilise les substances et absoriperdge du rayonnemefit. Cette énergie est
libérée par fluorescence mais ce rayonnement rééams I'UV ne peut étre utilisé ainsi. Il
est donc nécessaire d’ajouter un soluté. Les sylake nature aromatique également, sont
riches en doubles liaisons. Suite a leur excitatienretour a I'état fondamental émet
également un rayonnement fluorescent mais a urguéam d’onde plus grande (400 a 500

nm) recu par la photocathode du photomultiplicat@diT).
La détection se fait grace aux photomultiplicateéysres absorption de la lumiére, les

PMT émettent au moyen d'une photocathode des étextrCes électrons sont ensuite

acceéléres par un champ électrique et multipliéguifei IV-15).

Electrode focalisatrice Anode

by

&

Photu‘éalhode

Figure 1V-15 Principe d’un photomultiplicateur (PMT )

L’amplitude des signaux délivrés par les photorplittateurs est proportionnelle au

nombre d’électrons émis par la photocathode.

IV.E Purification des échantillons par HPLC

Les acides aminés dansylés, les peptides et l&Siqee sont purifiés aprés marquage sur
colonne HPLC analytique ou semi-préparative avee pompe Merck Hitachi L-7100
utilisant le systeme de dégazage Degazys DG-131fldwvs, un détecteur UV-Vis SPD-
10A VP Shimadzu et un détecteur par scintillatignitie Radioflow LB509 avec le cocktail
de scintillation Quickszint Flow 302. L’acquisitiothes données se faia le logiciel de

chromatographie Borwin.
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IV.F Scintillation liquide et mesure de la radioactivitépar HPLC

A la détection UV est associée la détection dadioactivité par scintillation liquide. La

Figure IV-16 ci-dessous représente le montage dedime HPLC :

(a) |
. Collecte des
Sortie de Détecteur — -«— peptides
colonne HPLC UV HPLC
Tee de mélange Pgmpe a
liquide
scintillant
Cellule de
détection
Poubelle : P ,\PA
déchets ¥ T
radioactifs
Systeme de
collecte données
(b) ()
Tube enroulé

en Téflon

Figure IV-16 Schéma simplifié (a) du principe de détection de laadioactivité en HPLC (LS : Liquide
scintillant). b) Disposition des photomultiplicateus vis a vis de la cellule de détection. c) Cellulde

détection

Comme le montre le schéma ci-dessus, I'échantéloalysé par HPLC est, aprés sa
sortie du détecteur UV, mélangé avec le liquidatdkint. Il traverse une cellule de détection
constituée d'un tube en téflon enroulé. La cellde trouve insérée entre deux

photomultiplicateurs.

V.G Protocole d’identification des radicaux sur les agles aminés

Des expériences de mises au point ont été réaliséles le protocole suivant a

l'identique, en testant 25, 50 et 100 impulsionslsunélange Phe + Leu, et 25 impulsions sur
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Asn + Leu. Ces expériences ont amené a choisiomebre de 25 impulsions pour réaliser

I'échelle de réactivité selon le protocole suivant

» Réaction de marquage au tritium avec le LINAC

Les composés suivants sont introduits dans unrflacellé de 1 mL :

- tampon phosphate 10 mM pH 7,8 (890 uL)

- deux acides aminés (X + Leu) (2*5 pL a 20 mM ddead ultrapure), excepté
pour la tyrosine (100 pL de Tyr 1 mM + 5 pL de L2 mM avec 795 pL de
tampon phosphate)

- 3H-BPASS (0,5 éq.) (100 pL d’une solution & 1 m\6&4 MBq.mL?)

La solution résultante est dégazée en bullant pgr&amin avec bD.
La solution est soumise au faisceau linéaire diddes accélérés (25 impulsions de 20

Gy a une frequence de 0,4 Hz).

+ Filtration des échantillons

Le mélange est ensuite lyophilisé et dissous daas (100 pL). Afin d’éliminer 95 %
de 'agent’H-BPASS, I'échantillon est passé a travers uneeéacide échangeuse de cations
Dowex 50 W+8 (conditionné avec 1 mL d’HCI 1 N etdss 100 pL d’HCI 16 N) :

- dépbt de I'échantillon
- lavage avec 4 mL d’une solution de HCI?19
- élution avec du NFDH 10" N (8 & 12 mL en fonction du pKa de I'acide aminé).

Les fractions d’acides aminés sont regroupéesagic@ées a sec.

« Dansylation des acides aminés

Les acides aminés sont dansylés avec le chlorurdadsyle (DsCl) (25 pL d’'une
solution 20 mM dans l'acétone) dans NaHQ®I 8 (0.5 M, 25 pL) pendant 1 heure a 37 °C.

Les échantillons sont séparés en deux. Un traiteawde (TFA 10% v/v) est réalisé sur
une des moitiés pendant 15 heures pour libéreatesies de tritium labiles et les deux

échantillons (sans ou avec TFA) sont ensuite |yg#s.

« Détermination de I'activité spécifique sur HPLC andytique
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Les échantillons sont ensuite analysés par HPLQisar colonne analytique (Agilent
Zorbax, C18, 80 A, 4,6*250 mm) avec le systémeutiéh suivant A: 0,1 M NEHCO;s /
ACN 90/10, éluant B: 0,1 M NHHCO; / ACN 55/45 en utilisant différent gradientsr(eur !
Source du renvoi introuvable). Le débit de I'éluant est réglé & 1 mL.miet le débit du

scintillant & 1,8 mL.mif, & température ambiante avec une détection UV7 &g

Ds-Acides aminés % de B Tr aa (min) Tr Leu (min)
Acide aspartique 0%-100% B 30 min 9,6 22,8
Acide glutamique 0%-100% B 30 min 10,1 22,9
Alanine 0-100% B 30 mir 18,3 23,5
o 15% B 15 min]
Arginine ) 20,8 29,3
15%-100% B 30 min
Asparagine 0-100% B 60 min 17,2 34,1
Cystéine 0%-100% B 30 min 24,8 22,5
Glutamine 0%-100% B 30 min 14,5 22,7
Glycine 0%-100% B 30 min 16,9 22,8
o 0%-100% B 30 min
Histidine ) 32,2 22,4
100% B 40 min
0%-30% B 10 min
. 30% B 30 min
Isoleucine _ 43,8 45,4
30-40% B 40 min
40% B 50min
) 0%-100% B 30 min
Lysine (Ds) _ 32,8 23,3
100 % B 45 mirf
Méthionine 0-100% B 30 min 22,2 23,4
Phénylalanine 0%-100% B 30 min 25 23,4
Proline 0%-100% B 30 min 18,9 23,5
15% B 20 min
Sérine 15%-80% B 35 min 20 35,8
80%-100% B 40 min
15% B 20 min
Thréonine 15%-80% B 35 min 23,8 35,6
80%-100% B 40 min
Tryptophane 0-100% B 30 min 23,5 22,3
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0%-50% B 20 min

Tyrosine 50% B 35 min 20,4 26,9
50-100% B 50 min

valine 0%-100% B 30 min 20,8 23,1

Tableau IV-2 Gradient d’élution pour chacun des DSAA + Ds-Leu et les temps de rétention.

Ds-OH i Ds-OH
Ds-Leu uv Ds-Leu
Ds-Arg ’ Ds-Arg
A L A L

nnnnnnnnn

Radioactif : - Radioactif

nnnnnnnnn

Sans traitement TFA 10 % Avec traitement TFA 10 %

Ds-arginine + Ds-leucine

Ds-OH Ds-OH
uv Ds-lle Ds-Ley
Ds-lle Ds-Leu| | - uv R

nnnnn | || Radioactif
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ V\ Radioactif
Sans traitement TFA 10 % Avec traitement TFA 10 %

Ds-isoleucine + Ds-leucine

Figure IV-17 Exemples des chromatogrammes des échdlons Arg+Leu et lle+Leu traités marqués au
tritium et dansylés avec ou sans traitement acide HA 10 %. Les séparations sont réalisées selon les
gradients décrits dans leErreur ! Source du renvoi introuvabkel’exception de I'échantillon (Arg+Leu) non
traité TFA 10 % dont le gradient est de 0 a 100 % Een 30 min.

Les activités spécifiques (Bg.nnlsont déterminées en divisant I'aire du pic radiiba
par I'aire du pic UV. L’aire du pic radioactif estandardisé en injectant une quantité connue
de radioactivité, alors que les pics UV sont statidés en injectant une quantité connue de
chaque acide aminé dansylé (soit commercialemaqtodible, soit synthétisé dans notre
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laboratoire). Pour chaque acide aminé, les actigp&cifiques sont normalisées en utilisant la

leucine comme standard interne.

IV.H Protocole général de mesure de I'activité spécifigudes PTH-

acides aminés

L’activité spécifique de chacun des acides amimddenus suite au séquencage des

peptides, est déterminée selon le protocole suivant

a. Séguencage des peptides avec le séquenceur d’Edman

Les filtres, servant a ancrer le peptide, sont gnép en déposant 15 pL d’'une solution
commerciale Biobrene Plus et séchés sous flux dfarging a dix nmoles de peptides

purifiés par HPLC sont déposées sur ces filtres.

Le nombre de cycles est programmé sur le logicietiBe 1.1 en fonction du nombre
d’acides aminés du peptide, en ajoutant 3 cycleplde correspondant a 2 blancs et a 1
standard. Le programme « PL collect » est actii@rete la collecte automatique au cycle 3

correspondant au premier PTH-AA.

Le collecteur de fraction Gilson est préalablemiégté comme suit :
- Collecte par pente : largueur du pic a mi-hauteOr3=min et hauteur du pic = 0,5
mV
- Delay time = 0,29 min
- Nombre de tubes (eppendorf) par cycle = 8 ; N° rabk
- Collecte des pics positifs et négatifs entre 2,8 @i20 min

- Collecte max par tube = 4,5 min

En paralléle, 'enregistreur de pics UV est mismarche.

Les PTH-AA collectés sont analysés en UV de la gr@nsuivante :

b. Détermination de la guantité de matiére de PTH-AA @ec un spectrophotomeétre
UVv.

Les PTH-AA collectés dans des tubes eppendorflgophilisés puis repris dans 100 pL

d’une solution A éthanol/eau 50/50 (v/v), vortéeésentrifugés.
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Le blanc utilisé pour I'analyse UV est fait avecewsplution de PremiX & 2,7% dans

éthanol/eau 50/50 (v/v). Les échantillons sontys#&s dans une cuve en quartz (Hellma®) de

50 pL et de 1 cm de trajet optique, avec une aadl)yé réalisée en mode balayage entre 240

et 320 nm. Les PTH-AA absorbent vers 260 -270 niestoefficients d’extinction molaire

utilisés, obtenus dans I'éthanol, sont référeneds de tableau suivant [294].

PTH-AA dérivés de | Coefficient d’extinction molaire Longueur d’'onde max
Acide aspartique 16100 268,5
Acide glutamique 16000 269
Alanine 16100 268,5
Arginine 14600 265
Asparagine 18000 269,5
Glutamine 14000 269,5
Glycine 14500 267,5
Histidine 15100 265,5
Isoleucine 15600 269,5
e-PTC Lysine 29100 270
Méthionine 17900 270,5
Phénylalanine 15000 270,5
Proline 16000 2715
Sérine 15500 269
Thréonine 16400 269,5
Tryptophane 17300 269,5
Tyrosine 16400 271
Valine 16200 270

Tableau IV-3 Récapitulatif des coefficients d’extiction molaire des PTH-AA obtenus dans I'éthanol 100

% [294].

La solution de PTH-AA est récupérée et la cuveéenavec 2*200 pL de solution A. Les

solutions de lavage sont ajoutées a la solutioPTd-AA pour comptage par scintillation.

Aprés chaque analyse PTH-AA, la cuve UV est coée@our vérifier qu’elle n’était pas

15 Le Premix est une solution commerciale ajoutées diétuant A utilisé lors de I'analyse HPLC du séquaeur.
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contaminée radioactivement. La cuve est séchée faousi’azote et une autre solution de

PTH-AA peut étre alors analysée.

c. Comptage par scintillation liguide de la radioactivté associée au PTH-AA

Les échantillons collectés (100 pL) sont diluéssddnmL de cocktail de scintillation
Zinsser Analytic Unisafe 1 et le comptage est msuréle compteur par scintillation liquide
Wallac 1409 en utilisant le programme 1414 WinSyaéct

La solution de PTH-AA est transférée dans un tubeamptage de scintillation et 4 mL
de scintillant sont ajoutés. La solution résultagdé agitée vigoureusement et vortéxée pour
homogénéisation. Le comptage est réalisé sur leptmam par scintillation liquide Wallac
1409 pendant 2*5 min. Des contréles sont réaliggsematiquement sur les solutions de

lavages et celles utilisées pour reprendre lesrditioas.

L'activité¢ spécifique (Bg.nmdl) est obtenue en calculant le rapport nombre de

Becquerel sur le nombre de nmoles.

V.l Protocole d’identification des radicaux sur les pepdes

IV.I.1 Protocole utilisant I'autoradiolyse de I'eau tritiée comme source
dHO®

a. Incorporation de tritium en fonction de la concentration cumulée en HO

Ce protocole correspond a la Figure 11-13.

» Mélange réactionnel

Un flacon de 1 mL fermé par un septum contenartede ultrapure (235 pL) est placé
dans une boite a gants. De l'eau tritiée est d@avec une activité volumique finale de 18,5
GBg.mL* (555 pL de 33.3 GBq.nit; [HOcumue= 35,3 UM.HT) et la solution résultante est
dégazée en bullant pendant 1 heure av#£2. N'aiguille est retirée de la solution et, sous u
flux moyen de MO, le peptide LRRASLG (10 pL d’une solution a 10 nddns l'eau
ultrapure) est ajouté, suivi de I'agéht-BPASS (144 pL d’'une solution concentrée & 1 mM et
a 514 MBqg.m[*; AS = 204 GBq.mma!). La réaction a durée 20 h avec des prélévements
intermédiaires de 100 pL a 2,25 h, 4 h, 6 h et38,7
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Le volume final de la solution tamponnée, 5 mM a'fB, est de 1 mL, avec 100 uM de
peptide, 144 pM efH-BPASS (1,44 éq.), et des concentrations cumutégables de HO
80 uM (0,8 €q.), 140 uM (1,4 éq.), 212 uM (2,1 é4.700 uM (7 €q.).

« Purification sur SepPack light C18 et traitement aitle

Les volumes de 100 pL qui sont prélevés a 2,25 I, @ h et 19,75 h, sont passés a
travers une colonne SepPack light C18 (Waters) :
- lavage avec 5*1 mL d’eau (approximativement 95%HIBPASS sont éliminés)
- élution avec 1 mL de ACNA®D/TFA 70/30/0,1
Cette fraction contenant le peptide est traitée &\ uL de TFA (10 % final) et laissé
réagir pendant 24 heures a température ambiantsoluion est évaporée a sec et 100 pL

d’eau ultrapure sont ajoutés.

* Purification HPLC en phase inverse C18
La solution résultante est purifiée par HPLC sulogoe analytique (Agilent Zorbax,
C18, 300 A, 4,6*250 mm) avec le systéme d’éluanHfO®/ 0,1% TFA, éluant B: ACN/0,1%
TFA selon le gradient (t= 0 A/B (98/2) at = 15 n#fB (80/20); £ = 10 min), a un débit de 1

mL.min?, & 42°C, avec une détection UV a 210 nm et 264 nm

» Séquencgage du peptide
Un aliquot de chacun des échantillons purifiésdégiosé sur le séquenceur automatique
(ABI Procise 492HT), et les PTH-AA sont collectégamatiquement et I'activité spécifique
de chacun des acides aminés est mesurée a patiommées UV du séquenceur et par
comptage par scintillation liquide (Wallac 1409).

b. Analyse de l'activité spécifigue des peptides en haége

Ce protocole correspond aux Figure 11-14, Figurg3let Figure V-11.

» Mélange réactionnel
En boite a gants, dans un flacon de 4 mL fermé&paeptum, de I'eau triti€e est ajoutée
avec une activité volumique finale de 31,8 GBqg™nfL, 72 mL de 37 GBq.mt; [HO|cumue=
121,6 pM.H) et la solution résultante est dégazée en bubaet NO pendant 30 min.
L’aiguille est retirée de la solution et, sous luxfde NO, le mélange peptidique (Kemptide,

B-Casomorphine, ACTH, Angiotensine, Oxytocine, N&imme A, Met-Deltorphine, Leu-
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Valorphine-Arg) est ajouté (10 pL d’'une solutiorbamM dans I'eau ultrapure), suivi de
I'agent *H-BPASS (200 pL d’une solution concentrée & 3,7 et\h 1,27 GBg.mt; AS =

344 GBg.mmotl). Le mélange réactionnel est laissé 8 h & temyérambiante.

Le volume final de la solution, tamponnée a pH(3,2M), est de 2 mL, avec 8*25 uM
en peptides, 370 uM érl-BPASS (1,85 éq.), et 486 pM cumulé en’HBD)4 éq.).

» Purification sur SepPack light C18 et traitement ale
L’échantillon est ensuite passé a travers une oael@epPack light C18 (Waters) selon le
méme protocole décrit ci-dessus. Puis, les peptdes exposes sept fois, a température
ambiante, a un traitement acide (TFA 10 % final)ngant une heure suivi d'une

lyophilisation. Lors du dernier cycle, le lyophdisest repris dans 100 uL d’eau ultrapure.

* Purification HPLC en phase inverse C18
Les huit peptides sont purifiés par HPLC sur cotanalytique (Agilent Zorbax, C18,
300 A, 4,6*250 mm) avec le systéme d’éluant AOHO0,1% TFA, éluant B: ACN/0,1% TFA,
& un débit 1 mL.mit, & 42°C et une détection & 210 nm et 264 nm, lavg@dient suivant :
-2a20%de Bde t=0a 20 min
- 20 a4 25 % de B de 20 a 40 min
- 253495 % de B de 40 a 50 min

tr : Kemptide (10 min) ; Angiotensine (15,2 min) ; y@ocine (18,0 min) ; ACTH (20,1
min) ; Neurokinine A (23,3 min) ; Leu-Valorphine-@\(25,3 min) ; MetDeltorphine (27,0

min) ; B-Casomorphine (29,8 min).

» Séquencgage des peptides
Les quatre peptides suivants purifies (Kemptidey-lalorphine-Arg,3-Casomorphine
et Angiotensine) sont séquencés sur le séquenastamatique (ABI Procise 492HT), et les
PTH-AA sont collectés automatiquement. La quantifee PTH-AA est mesurée par UV et
l'activité associée par comptage par scintillatlmuide (Wallac 1409) selon le protocole

général (IV.C).
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IV.l.2 Protocole utilisant le LINAC comme source d’'HO

a. Minimisation de la dégradation avec le LINAC

Dans un flacon de 4 mL fermé par un septum, 990 dine solution d’acide
phénylphosphinique (187 uM final) tamponnée a p®&,5 mM sont ajoutés. La solution
résultante est dégazeée en bullant avgd pendant 30 min. L'aiguille est retirée de la solu
et, sous un flux de JD, le Kemptide (100 pM) est ajouté (10 pL d’'uneusoh a 10 mM
dans I'eau ultrapure). Le mélange réactionnel reatlié avec le LINAC avec les conditions

suivanteskrreur ! Source du renvoi introuvable.) :

Dose par Nombre ) Nombre Présence de
impulsion (Gy) | d’impulsions Frequence (Hz) équivalents HO 'H-BPASS
20 10 0,4 1,2 oui
20 30 0,4 3,5 oui
20 50 0,4 5,8 oui
20 100 0,4 11,6 oui
20 200 0,4 23,3 oui
10 100 0,4 58 oui
1 1000 0,4 5,8 oui
20 50 0,017 5,8 oui
20 50 0,17 58 oui
20 50 24 5,8 oui
20 50 0,4 5,8 non

Tableau V-4 Variation des parameétres du LINAC (Fréquence, nombre d'impulsions, dose) et de la
présence ou non déH-BPASS.

Ces conditions testées sont représentées surdegyfaimmes en annexe (figures dans
'annexe V.B.a).

b. Mise au point sur I'incorporation de tritium

Ce protocole correspond au chapitre V.B.b en annexe

« Meélange réactionnel
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Le protocole de préparation des solutions du meélapgptidique (Kemptide, Leu-
Valorphine-Arg et RIP) est réalisé comme dans lg@aphe IV.I.2.c ci-dessous. Le volume
final de la solution tamponnée a pH 7,2 (5 mM) @stl mL. Les peptides sont mis en
présence de quantité variable dd-BPASS puis sont soumis au faisceau d'électrons
acceléres. Differents parametres (dose, nombrepdigions, nombre d’équivalents en agent
tritié) sont testés et sont récapitulés dans |éesabsuivantErreur! Source du renvoi
introuvable.):

_ Dose par ] Nombre Nombre
[peptides] | _ Nombre Frequence| = o
impulsion ) _ équivalents équivalents
UM d’impulsions (Hz) . 3
(Gy) HO H-BPASS
3*67 20 25 0,4 1,45 2,15
3*67 2 250 0,4 1,45 2,15
3*67 20 25 0,1 1,45 2,15
3*33 20 12 0,4 1,45 4,3

Tableau V-5 Paramétres testés lors de la mise awomt du marquage au tritium de peptides en mélange
avec le LINAC.

Le protocole utilisé est identique a celui décritngl le paragraphe 1V.1.2.c pour la
purification sur SepPack light C18 et les traitetaeatides.

* Analyse sur HPLC analytique en phase inverse C18
Les huit peptides sont purifiés par HPLC sur coanalytique (Agilent Zorbax, C18, 5

um, 300 A, 4,6*250 mm) avec le systéme d’élutiorHaO/ 0,1% TFA, éluant B: ACN/0,1%
TFA, & un débit 1 mL.mif, & 42°C et une détection & 210 nm et 264 nm, Evecadient
suivant :

-2a30%de Bde t=0a 20 min

-30a50 % de B de 20 a 30 min

-50a 95 % de B de 30 a 40 min

tr : Kemptide (10,0 min) ; Leu-Valorphine-Arg (20,5mi RIP (22,5 min).

Le rapport aire actif sur aire Yynmest calculé pour chacun des pics et représeng sou

forme d’histogramme dans la partie V.B.b en annexe.
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c. Analyse de l'activité spécifique des peptides en afige

Ce protocole correspond a la Figure V-10.

* Mélange réactionnel

Dans un flacon de 4 mL fermé par un septum contefiégh uL d’eau ultrapure, 450 pL
d’une solution d€H-BPASS (solution concentrée & 1,8 mM et & 660 MRBA-; AS = 344
GBg.mmol%) sont ajoutés, et la solution résultante est dégan bullant avec 4 pendant
30 min. L'aiguille est retirée de la solution ebus un flux de MO, le mélange peptidique
(Kemptide, Leu-Valorphine-Argg-mating factor fragment 1-6, RIP, Laminine nonajment
Murine, peptide 10, Pneumadine) est ajouté (10 [uned solution & 5 mM dans l'eau
ultrapure). Le mélange réactionnel est irradié dgddNAC avec 50 impulsions de 20 Gy a
0,4 Hz.

Le volume final de la solution, tamponnée a pH(3,21M), est de 1 mL, avec 8*50 uM
en peptides, 800 uM érl-BPASS (2 éq.), et 582 pM cumulé en HD45 éq.).

» Purification sur SepPack light C18 et traitement ale
L’échantillon est ensuite passé a travers une oael@epPack light C18 (Waters) selon le
méme protocole décrit ci-dessus. Puis, les peptdes exposés sept fois, a température
ambiante, a un traitement acide (TFA 10 % finahdant 1 heure suivi d'une lyophilisation.

Lors du dernier cycle, le lyophilisat est reprisisld00 pL d’eau ultrapure.

* Purification HPLC en phase inverse C18
Les huit peptides sont purifiés par HPLC sur cotanalytique (Agilent Zorbax, C18,
300 A, 4,6*250 mm) avec le systéme d’éluant AOHO0,1% TFA, éluant B: ACN/0,1% TFA,
& un débit 1 mL.mit, & 42°C et une détection & 210 nm et 264 nm, lavg@dient suivant :
-2a20%de Bde t=0a 20 min
- 20 a4 25 % de B de 20 a 40 min
- 253495 % de B de 40 a 50 min

tr : Kemptide (10,6 min) ; Pneumadine (16,0 min) miigine nonapeptide (19,6 min) ;
peptide 10 (24,0 min) ; Leu-Valorphine-Arg (25,9n; Murine (28,2 min) ; RIP (30,2 min) ;
a-mating factor fragment 1-6 (42,4 min).

e Séquencage des peptides
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Le kemptide purifié est séquenceé sur le séqueraagomatique (ABI Procise 492HT), et
les PTH-AA sont collectés automatiqguement. La gtéade PTH-AA est mesurée par UV et
l'activité associée par comptage par scintillatlmuide (Wallac 1409) selon le protocole
général (IV.C).

IVV.J Protocole d’identification des radicaux sur le pepde

H3155.135€1t Sur ASflLSG

IV.J.1 Protocole de marquage du peptide H3,.13s

Toutes les expériences pour la caractérisatioradigtés spécifiques du peptide H3
135 sont réalisées dans un flacon de 4 mL fermé pasaptum, a 4°C, avec un tampon
phosphate 10 mM a pH 7,9, avec un volume final dall et en utilisant les solutions
suivantes :

- une solution de tampon phosphate 10 mM pH 7,9Ca 4

- une solution & 4°C re-concentrée’eBPASS (1,4 mM et 720 MBq.mt), d’activité
spécifique 514 GBg.mmd) tamponnée environ & 10 mM de phosphate pH 7,9.

- une solution a 4°C de peptide #33135(2,8 mM) dans I'eau ultra pure.

- une solution & 4°C de protéine hAsfis(560 uM)° & 10 mM de phosphate pH 7,9.

- une solution & 4 °C d’apomyoglobine (560 1114 10 mM de phosphate pH 7,9.

Lors des déplacements hors du laboratoire, le rilad® 4 mL, contenant la solution
radioactive de réaction, est placé dans une jam@ettaluminium étanche refroidie a 4°C et
entreposé dans la gldéelLa jaquette & 4°C permet de maintenir la tempégahors de la

glace suffisamment longtemps pour réaliser les iapées d’irradiation avec le LINAC.

a. Calcul de la concentration de complexe théorique fmé [RL]

La concentration de complexe théorique formée &strohiné avec I'équation suivante :

16 Suivant les lots de purification, les concentragiales solutions méres des deux protéines étdieées entre
500 uM et 1 mM. Les volumes ajoutés a la solutieméhction sont ajustés en conséquence.

" a réaction est réalisée a 4°C car 'apomyoglokistesensible & des températures supérieures & 10°C
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Kag+ Ro+ Lo -V (Kg + Ry + Lo)* — 4 RlLo)
[RL] = (en uM)

avec [RL] qui est la concentration de partenaige (luM); R et Lo qui sont les
concentrations initiales du récepteur et de ligén); et Ky qui est la constante de
dissociation (40 pM).

Pour nos expériences sur le peptidahids la concentration théorique [RL] est fixée a
113 pM soit environ 80 % de peptidesibp3ssliés, avec R= 140 uM (H3), kL = 280 uM
(Asfl) et Ky =40 puM.

Pour les expériences sur la protéine hAgfd la concentration théorique [RL] est fixée a
170 uM soit environ 85 % de protéines hAsfk liees, avec R= 200 uM (Asfl), b = 400
MM (H3) et Ky =40 uM.

b. Protocole de mise au point (nombre de HOet équivalent en’H-BPASS)

« Effets du nombre d'impulsions sur I'incorporation de tritium

Une solution est réalisée en ajoutant 850 uL detenphosphate 10 mM pH 7,9 et 100
uL de solution déH-BPASS (140 uM finale) et la solution résultansé @égazée en bullant
avec NO pendant 30 min. L’aiguille est retirée de la soly, et sous un flux de J®@, 50 pL
de solution de H3,.135 (140 uM finale) sont ajoutées. Le mélange réangbmst irradié a
température ambiante avec le LINAC avec 25, 50,d0@50 impulsions de 20 Gy a 0,4 Hz,
Soit respectivement une concentration de 291 @1 882 (4,2 €q.), 1165 (8,3 éq.) et 2912
UM (21,0 ég.) cumulée en HOLes échantillons sont purifiés sur SepPack ligh8 et
subissent un traitement acide selon le méme prigat&crit précédemment, puis purifiés par
HPLC sur phase inverse C18, puis séquencés sefootlecole des parties IV.J.1.c et IV.H.

Ce protocole correspond a la Figure 111-16.

« Effet du nombre d’équivalents en’H-BPASS et de la présence de hAsflss

Dans la glace, une solution est réalisée en ajp@&hou 50 L de tampon phosphate 10
mM pH 7,9 et 100 ou 400 pL de solution &d-BPASS (140 pM ou 560 pM final
respectivement). 50 puL de solution de;}335(140 uM finale) et 500 puL de hAsfiss (280

MM finale) sont ensuite ajoutés. La solution remikt est dégazée aveeNpendant 5 min
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sans buller. Le flux est coupé, et la solutionaggtee doucement puis laissée a équilibrer en
échangeant I'@ dissous avec les molécules deONpendant 10 min. Le flux de, est
rallumé pendant 2 min, puis recoupé. La solutidnagiée doucement puis laissé équilibrer
de nouveau pendant 10 min. Cette opération esisééald fois au total. Le mélange
réactionnel est irradié a 4°C avec le LINAC ave0 ffipulsions de 20 Gy a 0,4 Hz, soit une

concentration cumulée de 1165 uM en’HO

L’échantillon est ensuite traité sur une colonnpF&ek light tC2 (Waters) pour séparer
le peptide de la protéine et pour élimirfe-BPASS. Aprés 5 lavages & I'eau, 500 pL d’un
éluant a 20 %, puis 30 %, puis 70 % en ACN / TFA%, sont passés. Les fractions (20 et 30
% ACN / TFA 0,1 %) contenant le peptide sont regems, traitées a I'acide, et le peptide est
purifié en HPLC sur phase inverse C18, puis séquérair protocole dans les parties IV.H et
IV.J.1.c).

Ce protocole correspond a la Figure 111-17.

c. Protocole d’incorporation en atomes de tritium du @ptide H3155.135

Dans la glace, une solution est réalisée en ajo@&h L de tampon phosphate 10 mM
pH 7,9, 100 pL de solution W-BPASS (140 uM final) et 50 pL de solution dekH3ss
(140 uM final), avec ou sans ajout de 500 pL d’HAsés ou d’apomyoglobine (280 uM
final). La solution résultante est dégazée ave®© lendant 5 min sans buller. Le flux est
coupé, et la solution est agitée doucement pussdai a équilibrer en échangeant lsous
avec les molécules de;® pendant 10 min. Le flux de.® est rallumé pendant 2 min, puis
recoupé. La solution est agitée doucement puisdais équilibrer de nouveau pendant 10
min. Cette opération est réalisée 4 fois au th®imélange réactionnel est irradié a 4°C avec
le LINAC avec 100 impulsions de 20 Gy a 0,4 Hzt soie concentration de 1165 uM

cumulée en HO

Le peptide seul est traité sur SepPack light C18dé a I'acide comme précédemment.
Les échantillons contenant la protéine sont trastéisune colonne SepPack light tC2
(Waters) pour séparer le peptide de la protéimmet éliminerH-BPASS. Aprés 5 lavages a
'eau, 500 pL d'un éluant a 20 %, puis 30 %, puis% en ACN / TFA 0,1 % sont passeés.
H3:122.135iSsu des échantillons contenant I'apomyoglobinal, éparé sur SepPack light tC2,

est purifié avant traitement acide par HPLC sur ecmienne semi-préparative (Agilent C18 5
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i, 300 A, 450 mm*10 mm) en isocratiqueG4ACN/TFA 90/10/0,1 pendant 20 mirk (s =
12 min). Les fractions (20 et 30 % ACN / TFA 0,1 éantenant le peptide sont regroupées,
traitées a I'acide, lyophilisées et reprises ddis AL d’eau ultrapure.

* Purification de H3,,,.13sirradié avec le LINAC

Le peptide est purifié par HPLC avec une colonrayaigque (Agilent Zorbax C18, 300
A, 250*4.6 mm) selon le gradient 2 & 20 % B en 40 &l mL.mif" (tz 43 = 23 min) avec les
éluants (A: HO/FA 0,1 % ; B: ACN/ FA 0,1 %), avec une déttUV a 216 nm. Les
puretés UV et radiochimique sont contrblées sedanéme gradient.

Le peptide purifié est contrélé par HPLC puis ségéeselon le protocole général
(IV.H).

IV.J.2 Protocole de marquage de la protéine hAs{l s

» Expériences d’incorporation de tritium

Les mémes types de solution mere que lors desierpés sur le peptide hi3.135sont
utilisés, & I'exception d&H-BPASS (2 mM et 1072 MBq.nit; AS = 536 GBg.mma') ou (2
mM et 1258 MBq.mL* ; AS = 629 GBg.mma)).

Dans la glace, une solution est réalisée en ajou@d pL de solution déH-BPASS
(200 pM final), 400 pL ou 640 pL de tampon phosehatl 7,9 10 mM, respectivement avec
ou sans ajout de 140 pL de solution dgblgs (400 uM finale), puis 360 pL d’hAsflse
(200 uM finale). La solution résultante est degaaéec NO pendant 5 min sans buller. Le
flux est coupé, et la solution est agitée doucerpard laissée a équilibrer en échangeant I'O
dissous avec les molécules dgONpendant 10 min. Le flux de,N est rallumé pendant 2
min, puis recoupé. La solution est agitée doucerpeid laissée a équilibrer de nouveau
pendant 10 min. Cette opération est réalisée 4aioitotal. Le meélange réactionnel est irradié
& 4°C avec le LINAC avec 50 impulsions (a¥etBPASS d’AS 536 GBg.mmd) ou 200
impulsions (ave¢H-BPASS d’AS= 629 GBgq.mmd) de 20 Gy a 0,4 Hz, soit respectivement
une concentration de 582 uM ou 2330 uM cumulée®n H
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« Purification sur colonne échangeuse d’ions

La protéine irradiée est purifiee directement sure ucolonne semi-préparative
échangeuse d’anions Resource Q 1 mL (Amersham) seigradient : 0 % B en 10 min, 0 a
20 % B en 22 min et 20 & 50 % en 50 min & 1 mLnfiR ast = 25 min) avec les éluants (A :
Tampon Tris 50 mM pH 8 ; B : Tampon Tris 50 mM pH BlaCl 1M), avec une détection
UV a 216 et 280 nm. Les puretés UV et radiochimigoat contrdlées selon le méme

gradient.

» Digestion de la protéine hAsf1,ss et purification sur phase inverse C18

La protéine dans I'éluat de 2 mL est digérée awetrypsine 1/50 (v/v) au bain-marie a
37°C pendant 10 h. Les peptides sont ensuite separéHPLC sur une colonne analytique
(Agilent Zorbax C18, 300 A, 250*4.6 mm) selon leadient 2 & 50 % B en 45 min a 1
mL.min™ avec les éluants (A : 40 / FA 0,1 % ; B : ACN / FA 0,1 %), avec une déimttUV
a 216 et 280 nm. Les puretés UV et radiochimiquehdgue peptide sont contrdlées selon le
méme gradient. Les peptides sont identifiés paM£-Les temps de rétention de chacun des
peptides obtenus sont: 124-134 (15,0 min), 138-1#6,0 min) 109-123 et 109-134 (21,6
min), 149-156 (22,9 min), 42-69 (31,2 min), 70-¥20-108 (36,2 min) et 4-41 (41,8 min).

Les peptides sélectionnés sont séquences selootteple général (1V.H)

* Normalisation
Afin de comparer nos résultats, les activités dppms des résidus de hAsf11-156 sont

normalisées selon trois facteurs correspondantagport entre l'activité spécifigue d’'un

résidu donné respectivement en absence et en peederH3;2-135
La valeur moyenne est calculée a partir des a@d#sés les mieux marqués (> a 200
Bq.nmoll) et ne présentant aucune variation d’accessipdié : B24 Pi27, Vi2s Kizg Niso,

et E54 Cette valeur moyenne est de 2.

Le plus grand rapport est observé pour le résigu d&ec de 2,9 et le plus petit avec le
résidu R,y avec 1,5 du peptidé“ENPPVKPDFSK**

Les valeurs maximale (2,9), minimale (1,5) ou mayerf2) sont appliquées (Figure
111-22).
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b. Essais de digestion de la protéine hAsfl11-156 et garification

Difféerents essais de digestion sont realisés awectrypsine (R, K en C-ter),
'endoprotéinase V8 (D et E en C-ter), la chymosipe (), le pepsine, la pronase (non

spécifiqgue) dans divers tampon en présence ou senab de réduction et alkylation, de

détergents et de dénaturants.

Quantite Durée Réducteur,
Enzyme T°C Tampon détergent,
(m/m) (h) 4é
énaturant.
Trypsine 1/20 37| NEHCO;50mMpH7,8] 2a24
Trypsine 1/20 37 Tris 50 mM pH 8 20
Trypsine 1/20 37 Tris 50 mM pH 8 24 R/A
Trypsine 1/20 37 Tris 50 mM pH 8 24 R/IA
Urée 3M
SDS 0,1 %
Trypsine 1/20 37 Phosphate 50 mM pH 8 24
Trypsine 1/20 37| Phosphate 50 mM pH 8 24
ACN 10 %
V8 1/10 a 1/50| 37 Tris 50 mM pH 8 2a24
V8 1/20 37 Tris 50 mM pH 8 24 R/IA
Urée 2M
V8 1/20 37 Tris 50 mM pH 8 24 R/IA
Urée 3M
SDS 0,1 %
V8 1/10 a 1/20| 37 Phosphate 10 mM pH |8 24
V8 1/20 25 Phosphate 10 mM pH 8 24
V8 1/20 25 NHHCO; pH 7,8 24
V8 1/20 25 NHHCO; pH 7,8 24 Urée 3 M
SDS 0,1 %
V8 1/20 25 NHHCO; pH 7,8 24 R/IA
V8 1/20 25 NHHCO; pH 7,8 24 Urée 3 M
SDS 0,1 %
R/A
Trypsine + V8 1/20 37| Tris50 mM pH 8 24
Trypsine puis 1/20 37| Tris50 mM pH 8 10+ 24
V8
Chymotrypsine 1/50 37 Phosphate 10 mM pH 7,8 8, 2,
Chymotrypsine 1/20 25 Tris50 mM pH 8 18, 24
Pronase 1/100 37 Tris50 mM pH 8 2
pepsine 1/20a1/50 37 pH 3 (HCI) let24

Tableau IV-6 Conditions de digestion avec différerts enzymes. R : réduction, A : alkylation
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L’ensemble de ces digestions est ensuite analysdplaC et/ou par LC-MS.
En HPLC, les colonnes en phase inverse suivantegesiées :

- Agilent Zorbax C18, 300 A, 5 p, 250 mm * 4,6 mm

- Agilent Zorbax C8, 300 A, 5, 250 mm * 4,6 mm

- Luna C18, 100 A, 5 p, 250 mm * 4,6 mm

- Waters Atlantis dC18, 100 A, 5 i, 250 mm * 4,6 mm

Différents systémes d’élution sont utilisés & TiA2042°C, & un débit de 1 mL.rlin
- A: H,O/FA 0,1 %, B: ACN/FA 0,1 %
- A:H,O/TFA 0,1 %, B: ACN/TFA 0,1 %
- A: Tp acetate dammonium pH 6, B: ACN

Certains échantillons ont aussi été analysés efMBEMS ou par séquencage automatique
d’Edman. La colonne HPLC utilisée en LC-MS est gn®nne analytique Waters Atlantis
dC18 (100 A, 5 p, 150 mm * 4,6 mm), avec les élsi@ntH,O/FA 0,1 %, B: ACN/FA 0,1 %

& 800 pL.mift.

Aucune des conditions testées de digestions etidigcption en phase inverse n’a permis de
détecter le peptide contenang;VVo4 et Vg, les trois acides aminés les plus impliqués dans
l'interaction avec Hg:».135 a I'exception du peptide 70-102 obtenu lors déigestion avec la
trypsine. Cependant, ce peptide est trop long erésipéré en trop faible quantité pour

pouvoir l'utiliser pour analyser les résidus d’ir@e

La synthese du peptide AVGVTVVLITCTYRGQE contenany, et correspondant a un
peptide théorique de la double digestion trypsing8/a été commandé. Ce peptide est
uniquement soluble dans 100 % DMSO et peu solubfes dles systemes,®B/ACN. Les
analyses HPLC et LC-MS menées ont montré que cadeepst tres hydrophobe et reste
accroché sur la colonne. Le peptide sort sur unéedde 20 min. Les tentatives de digestions

et de purifications n’ont pas été menées plusdaimaison de probleme de temps.
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V.A Mise au point de I'analyse sur le séquenceur

Suite aux expériences de marquage au tritium, épsiges de synthése ou de digestion
sont déposés sur un séquenceur automatique détypan. Le protocole précédent utilisait
alors une collecte manuelle, ainsi que les donmkeslétecteur UV du séquenceur pour
calculer les activités spécifiques des acides ani@é sont principalement ces deux points

qui ont été modifieés dans le but d’obtenir des ltasufiables et reproductibles.

Un collecteur de fraction automatique a été inStali sortie de séquenceur pour collecter
les PTH-AA obtenus. De plus, nous avons choisiéiiger une mesure UV des PTH-AA
suite a la collecte. Nous avons fixé, comme lingieevalidité des données, une absorption
minimale de 0,1. Pour cette valeur, la quantit@del-AA minimum a collecter est estimée a
500 pmoles (volume de mesure 80 pL). Ainsi, tra@s{s principaux ont di étre vérifiés:

- la quantité minimale de peptide a déposer sgetpienceur pour obtenir au moins 500
pmoles pour le dernier résidu.

- le pourcentage de PTH-AA récupéré

- la vérification des AS mesurées avec un acidem@miAS connue

Un peptide de neuf résidus, 'oxytocine (YNCPLG) marqué radioactivement sur la
tyrosine en position 2, d’activité spécifique coar(dS = 1162 Bg.nmd), a été utilisé pour
quantifier les PTH-AA collectés et vérifier I'actig spécifique mesurée de la Tyr2.

¢ Quantité de PTH-AA récupérée lors du séquencage

Différentes quantités d’oxytocine de 1 a 5 nmoleatsséquencés sur 9 cycles. Les
guantités de PTH-AA récupérées sont représentéda Bigure V-1. A partir des dépots de 1,
2 ou 5 nmoles, les 500 pmoles requises sont regpent obtenues jusqu’au cycle 6, 8 et 9.
Ainsi, seul le dépdt de 5 nmoles permet une réatipér suffisante jusqu’a la fin. Toutefois,
les 8 premiers acides aminés sont analysables eanldéposant 2 nmoles. Le rendement de
collecte est d’environ 70% au minimum. L’analysardpeptide d’environ dix acides aminés
requiert une quantité déposée supérieure 5 nmblegpérience, afin d’analyser un peptide

de 10 a 20 résidus, il est nécessaire de déposkr filtre du séquenceur entre 5 et 10 nmoles.
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Figure V-1 Quantité d'oxytocine (CYIQNCPLG) séquenée en fonction du nombre de cycles. Lors de la
réaction de coupure d’Edman, les cystéines sont déglées. Toutefois, les cystéines peuvent étre ansdes

si elles sont préalablement dérivées avec la vinyipdine qui donne une cystéine pyridyl éthylée.

* Remarque générale sur le séquencage et la colleateomatique

Lors du séquencage dans le cycle C+1, environ 20 % de I'acide aminé précédant
ressort (d0 au fait que le rendement de clivageydie C n’est pas total) puis seulement 1 a
4% lors du cycle C+2. Ainsi, lorsqu’un peptide mmét® deux acides aminés identiques qui se

suivent, le second va présenter 10 a 20 % de caomadion d( au précédant.

Lors de la collecte automatique l'aiguille est dren début de cycle HPLC en collectant
un blanc et intermédiairement quand le DPTU (issladéaction de dérivatisation de I'acide
aminé) sort. Ces lavages permettent de rinceruiggqui présente généralement 5% de
radioactivité de I'acide aminé collecté précedemm@npendant, deux acides aminés de deux
cycles différents (C et C+1) sont parfois collectéss qu'il y ait de lavage entre les deux.
Ceci peut étre génant quand un acide aminé biequéatu cycle précédent (C+1) sort sur le

chromatogramme avant I'acide aminé du cycle ensc@@) peu marqué. Une contamination
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est alors possible. Ce phénomene est relativeraeatrnais nécessite d’'étre vigilant lors de

'analyse des résultats.

» Reproductibilité de I'activité spécifique
Quatre nmoles d’oxytocine (AS = 1162 Bq.niHobnt été séquencées 3 fois pour chaque
collecte manuelle ou automatisée, en réalisantitensne quantification par lecture UV. Les

résultats sont présentés dans la Figure V-2.

100 T

i

80

60
%

40

20

Auto (Séq) Auto (UV) Man (UV) Théo

Figure V-2 Pourcentage de l'activité spécifique thd@rique obtenu par les différents protocoles de cakte et
de lecture UV. Auto : collecte automatique des PTHMA ; Man : collecte manuelle sur 1 min des PTH-
AA; (Séq) mesure de DO du détecteur UV du séquenaeu (UV) : lecture UV manuelle; Théo:
pourcentage de lactivité spécifique attendue aprésanalyse. Les écarts-types sont calculés sur 3

expériences.

Les deux types de collecte (collecte manuelle daraatique) permettent d’estimer avec
une grande précision (95%) l'activité spécifiquédfique attendue. L'utilisation des données

de DO du séquenceur sous-estime (62%) systémateqidiactivité spécifique réelle.
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V.B Mise au point des conditions des expériences meBérir les

peptides avec le LINAC.

La paragraphe suivant expose les parametres deléaateur linéaire d’électrons réglés
pour produire les HOnécessaires au marquage des peptides en mininasdégradation et

en optimisant I'incorporation en atomes de tritium.

a. Minimisation de la dégradation

Dans le but d’estimer l'effet de différents paramast(nombre d’impulsions, dose par
impulsions, fréquence et présence d’agent de réparau non) sur la dégradation du peptide
(Leu—Arg—Arg—Ala—Ser—Leu—Gly), deux phénomenes saivis par HPLC a 214 nm.

Le premier consiste a suivre I'apparition d’'un pirr le chromatogramme qui est sans
doute une forme polymérique non caractérisée que sopposons étre un « dimere ». Plus le
rapport Aire peptide / Aire du dimére est grandjmadl y a de dimérisation. Dans certains
cas, c’est le pourcentage de dimére par rappgreptide qui est calculé.

Le second phénoméne utilisé est le suivi de laattgion du peptide lors de I'irradiation
avec le LINAC. Un pourcentage est calculé a paida quantité de peptide récupéré apres
irradiation par rapport a la quantité de déparnawuaadiation. Plus ce pourcentage est petit,
plus le peptide a été dégradé.

Tous les essais sont réalisés avec 100 pM de pegtitid7 pM déH-BPASS dans une

solution dégazée avec® a pH 7,2 dans du tampon phosphate 5 mM.

« Effet du nombre d'impulsion

Les solutions de peptides sont irradiées avecrdpslsions de 20 Gy a une fréquence de
0,4 Hz (Figure V-3). Aucune dégradation n'appa&aitO impulsions. La quantité de dimére
retrouvée reste négligeable (35 fois moins queeptige soit 2,8 %). En augmentant le
nombre d’'impulsions, la récupération de peptideimiia rapidement avec seulement 60 %
environ a 30 impulsions. La dégradation est biesnage a 100 impulsions pour étre quasi
totale a plus de 200 impulsions. L'augmentationlale@uantité de dimere est négligeable
jusqu’a 50 impulsions ou I'on retrouve 20 fois phies peptide que de dimére (5 %). Puis la

guantité de dimére augmente rapidement jusqu’®is(fus de dimére a 456 impulsions.
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Figure V-3 Effet du nombre dimpulsions (20 Gy, 0,4 Hz) sur la dégradation d'un peptide.

(Histogramme : Aire peptide / Aire dimére ; courbe: % de peptide restant apres irradiation)

Ces résultats indiquent que suffisamment de cedeepbn dégradé est récupéré entre

environ 1 et 6 équivalents d’H®oit entre 10 et 50 impulsions de 20 Gy.

» Effet de la dose par impulsions
Pour une dose finale de 1000 Gy, trois échantilkor® bombardés avec des doses de 1,
10 ou 20 Gy toutes les 0,4Hz. La Figure V-4 indique le peptide est moins dégradé ou se
dimerise moins avec moins d’'impulsions de pluse®rtioses (50*20 Gy) qu’avec plus

d’'impulsions de plus faibles doses (1000*1 Gy).
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Figure V-4 Effet de la dose par impulsion (dose tale de 1000 Gy ; 0,4 Hz) sur la dégradation d’'un
peptide. (Histogramme : Aire peptide / Aire dimere; courbe : % de peptide restant apres irradiation).
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Ce phénoméne peut sans doute s’expliquer par fiégsatices de temps d’exposition des
échantillons qui varient de 2 a 42 min. Des comegions instantanées plus faibles d'HO
ayant sans doute tendance a réagir plus efficadesnete peptide, sur un temps s’approchant

de I'heure, induisent plus de dégradation au final.

La dose de 20 Gy par impulsion est sélectionnée lpsdutures expériences.

« Effet de la fréquence de tir

Quatre échantillons sont soumis au bombardemermt@véotal de 1000 Gy (50*20 Gy)

avec des fréquences de tirs variables (Figure V-5).
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Figure V-5 Effet de la fréquence sur la dégradationd’un peptide (50 impulsions ; 20 Gy/impulsion).

(Histogramme : Aire peptide / Aire dimere ; courbe: % de peptide restant apres irradiation).

L’échantillon bombardé 1 fois par minute (0,017 té8} celui qui présente le moins de
dimere (2,8%) mais le plus de dégradation (86 %pdptide détruit). De nouveau, le
bombardement d’électrons pendant presque 1 he@mgenespacé d’'une minute entre chaque
tir, a tendance a étre plus dégradant pour le gepfi’'une dose soutenue pendant un temps
plus court. Cependant, une dose totale de 1000 i§yemsée en 2 secondes a 24 Hz a
tendance a détruire I'échantillon (80 % de pertea éormer beaucoup de forme dimérique.
Bien que le phénoméne de recombinaison entreddOsans doute accentué, nous supposons
que les concentrations instantanées en’ Bt telles que la réparation pii-BPASS

devient insuffisante. Les échantillons (0,17 eD(;#) sont ceux qui permettent de récupérer
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le plus de peptide (environ 35 %) a 1000 Gy. Cepetid’'échantillon bombardé tous les 0,4
Hz est celui qui présente le moins de dimére etgmt& une fréquence qui est automatisable
et donc reproductible. En effet, a une fréquenases ghible, le LINAC doit étre utilisé

manuellement pour obtenir des impulsions les pgsilieres possibles.

La fréquence de 0,4 Hz est choisie pour la suiseedpériences.

+ Effet de I'agent de réparation'H-BPASS
Deux échantillons avec ou sans agent de répardiBPASS (1,8 éq.) sont bombardés
avec 50 impulsions de 20 Gy a 0,4 Hz (5,8 éqg. en).H( figure ci-dessous montre
clairement l'effet de protection de I'agent avec @ de peptide en plus récupéré en sa
présence. De plus, lors de la présencéHiBPASS, 30 fois plus de peptide sont observées

par rapport a son dimeére, contre seulement 5 fosgn I'absence de I'agent phosphoré.
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Figure V-6 Effet de la présence ou non de l'agentedréparation sur la protection du peptide (50

impulsions ; 20 Gy/impulsion ; 0,4Hz)

La présence dtH-BPASS induit deux phénoménes. Tout d’abord, iitans doute agir
comme protecteur des peptides en étant lui-ménagjugitpar les radicaux hydroxyle. Le
second role déH-BPASS est de venir échanger son hydrogéne (ourgamm) en lieu et
place de I'hydrogéne arraché par les'H0r les chaines latérales des acides aminés et don
de réparer le peptide. Ces deux rbles peuvent dange expliquer la récupération plus

importante de peptide en présence de I'agent deatpn.
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Ce travail nous a permis d’entrevoir I'effet surpmptide d’une durée d’exposition trop
longue. En effet, pour une période d’irradiatiosadintinue méme a plus faibles doses, le
peptide se dégrade plus qu'a de plus fortes dasearstemps plus court (minutes). Cette
observation indique que I'utilisation de I'autoralyise de I'eau triti€ée qui génere les Heéh
plusieurs heures, n'est pas bien adapté pour BEétdds protéines dans le cadre de
cartographies de surfaces ou d’études des intenacprotéine—protéine. En effet, il y a un
risque que les dimérisations ou les diverses détjmas en surface déstructurent les protéines

étudiées.

En conclusion, les conditions utilisées pour misieni les dégradations et surtout
récupérer suffisamment de peptide non dégradédesontiivantes : entre 10 et 50 impulsions
a 20 Gy a une fréquence de 0,4 Hz pour une soluempeptide de 100 uM avec 1 a 3
équivalents d’agent de réparation dans du tamposgtate 5 mM pH 7,2.

b. Incorporation de tritium

Les facteurs influencant I'incorporation de tritiuomt ensuite été étudiés. Ainsi, un
mélange équivalent de trois peptides de 200 uM (Kelm, valorphine et RIP), en présence
de 2,15 équivalents (148 MBq) ou 4,3 équivalen®s (Bq) d’agenfH-BPASS, est soumis
au faisceau d’électrons accélérés. Différents panas (dose, nombre d’impulsions, nombre
d’équivalents en agent triti€) sont testés afinvde leur influence sur I'incorporation de

tritium.

* Dose par impulsion
Pour une dose constante de 500 Gy, l'incorporat®nritium est supérieure quand la
dose par impulsion est plus grande. Ceci concorde les résultats montrant une dégradation
moins importante avec des doses par impulsionfphtess sur un temps plus court (« effets de
la dose », cf p197) Cette dose de 20 Gy par impulgidonc le double avantage de récupérer
plus de peptide et de mieux les marquer.
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Figure V-7 Effet de la dose par impulsion sur I'inorporation en tritium

Une plus forte dose induit une plus grande conagatr instantanée en H@isponible
pour marquer les peptides efficacement. La prokéliie rencontre d’un peptide avec un’HO
est plus grande dans ce cas, ce qui peut favoeissuite une meilleure incorporation de

tritium.

« Effet du nombre d’'impulsions et d’équivalents er’H-BPASS.

Pour les trois peptides, a dose équivalente, I'argation de la quantité ¥1-BPASS
(de 2,1 ég. a 4,3 ég.) n’influence pas sur I'incogtion de tritium dans les peptides. Dans ces
conditions, I'agent tritié ne semble pas étre witefar limitant. Pour sa part, le doublement de
la quantité de radicaux hydroxyle permet d’augmetée3 a 4 fois I'incorporation de tritium
dans les trois peptides étudiés. Par la suite,acenpetre peut donc s’avérer important pour

optimiser le marquage.
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Figure V-8 Effet du nombre d'impulsion et d’équivalence en agent tritié.

« Effet de la concentration en peptide et d&8H-BPASS
Tout comme la Figure V-8, le vecteur n'est pas eantjté limitante. En effet, l'ajout
d’*H-BPASS supplémentaire n‘augmente pas lincormorate trittum. De plus, aucun
changement significatif n'intervient lorsque queylmntité de protéine et d'H@st diminuée

de moitié en gardant la méme quantitétdeBPASS (148 MBq).
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Figure V-9 Effet de la concentration en peptide ede *H-BPASS sur I'incorporation de tritium

L’agent de réparation n'est pas un parametre qtictaanger de fagon significative

l'incorporation de tritium dans les conditions &est. De plus, cette expérience montre que
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I'on obtient des résultats similaires que I'on aéle a 100 ou 200 uM de peptides en ajoutant

de facon proportionnelle les autres réactifs dtesys.

En conclusion de cette mise au point des condittenbombardement électronique, les
conditions standards sont : I'utilisation de 100&rapulsions de 20 Gy a une fréquence de 0,4
Hz pour une solution d’environ 100 UM en peptidesspntant environ 1 a 2 équivalents de
®H-BPASS. Le principal facteur permettant d’augmerti@corporation de tritium est le

nombre d’'impulsions et sera utilisé en conséquence.

c. Exemple de détection de radicaux sur un peptide avde LINAC

Le peptide Leu—Arg—Arg—Ala—Ser—-Leu—-Gly est bombarel® mélange dans des
conditions similaires a celles utilisées lors dexpiérience du paragraphe Il.LF. La seule
différence notable est le moyen de production d;Hit par bombardement électronique
(50*20 Gy a 0,4 Hz soit 1000 Gy) soit par autorhdie de I'eau tritiée (8h pour 1670 Gy).
En se servant du fait que ce peptide présenteinéarité de marquage (Figure 11.18), les
activités spécifiques des acides aminés on été alizdrs pour une dose de 1000 Gy. Une
comparaison des résultats obtenus avec les deugesodifférentes de production de H&3t

représentée sur la figure 11.28.

OLINAC:1000 Gy

2507 m Autoradiolyse de I'eau tritiée:
normalisé 1000 Gy

Leul Arg2 Arg3 Alad Ser5 Leu6 Gly7
Acides aminés

Figure V-10 Comparaison des activités spécifiquesbtenues aprés bombardement électronique ou

autoradiolyse de I'eau tritiée.
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De maniéere générale, la tendance d’incorporatiotritiem est respectée dans les deux

cas. Seuls les résultats obtenus avec I'argininewsopeu différents.

V.C Etude des peptides en mélange apres autoradiolyse deau

tritiée

Cette figure est citée dans le paragraphe II.F.1.

Leu

100
O Valeurs acides aminés (peptides)
B Valeurs acides aminés (seuls)
[%2]
@ 75
=
ke
o
» 50
=
Q
©
= 25
O n T H T T T
Gly Ser Ala Asp Glu His Phe Trp lle

Acides aminé s

Figure V-11 Activités spécifiques des acides aminéssus des peptides en mélange normalisées sur

I'activité spécifique de la leucine la plus marquéecomparées a celles des acides aminés isolés.

V.D Interaction H3155.135avec hAsf} 156

La méthode a été appliquée dans des conditionsigdes aux échantillons contenant le
peptide H3,,.125Seul ou en présence soit de hAsEl soit de I'apomyoglobine (Matériels et
Méthodes). Apres purification de I}3.135 le peptide a été séquencé et I'activité spéaifiqu

pour chacun des acides aminés calculée en normiaisale résidu Mrac.
La Figure V-12 montre les activités spécifiquestésudu peptide H3;,.135 obtenueen

présence de I'apomyoglobine ou en interaction akésfl;.1;ss Méme en absence de

normalisation sur Mrag, les résultats sont facilement comparables eyaables.
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Figure V-12 Activités spécifiques brutes des résidu de GAMG-H3;2,.135 (140 pM) en présence
d’apomyoglobine (APO) (280 pM) ou de hAsfil;ss (280 pM) (100 impulsions a 20 Gy 0,4 Hz; 1 éq.
*H-BPASS (AS = 514 GBg.mmol) ; 4°C; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturéereN,O). Les

valeurs obtenues sont des moyennes de 3 essais.

La Figure V-13 montre les activités spécifiqueseabes pour H3».135 seul ou en
présence de I'apomyoglobine. Aucune différence lrleta’est observée apres normalisation
entre ces deux échantillons a I'exception du réstghs. Toutefois, une seule valeur a été
obtenue pour ce résidu dans I'échantillon du pepsieul. Cette valeur n’est sans doute pas

significative.
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Figure V-13 Activités spécifiques normalisées sur Mrac des résidus de GAMG-H3,.135(140 uM) en
présence ou non d’apomyoglobine (APO) (280 uM) (1Gfpulsions & 20 Gy 0,4 Hz ; 1 égdH-BPASS (AS
=514 GBg.mmol") ; 4°C ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturéeneN,0). Les valeurs obtenues sont
des moyennes de 3 essais pour I'échantillon avec dpet de 2 essais pour le peptide seul (Les valeurs

manquantes sont dues a des probléemes de quantité pleptides récupérés).

L’histogramme suivant représente les résultats atgwvités spécifigues de hi3.125
obtenues lors des expériences avec le peptideoseeth présence de 'apomyoglobine ou de

hASf11_156.
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Figure V-14 Activités spécifiques normalisées sur Mg des résidus de GAMG-H3,,.135(140 uM) seules,
ou en présence soit d’apomyoglobine (APO) (280 uMpit d’hAsfl; 156(280 uM) (100 impulsions a 20 Gy
0,4 Hz ; 1 éq°H-BPASS (AS = 514 GBg.mmoal) ; 4°C ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturée D).
Les valeurs obtenues sont des moyennes de 3 esss@f pour H3j,,.1355eul (2 essais et des valeurs

manquent).

Les valeurs brutes des essais menés avec le LINKE représentées dans les deux

histogrammes et le tableau suivants :
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Figure V-15 Valeurs brutes des activités spécifiquee(Bg.nmol*) des résidus de H3,.1,5(140 uM) issus des

3 essais contenant 'apomyoglobiné280 uM) lors de I'expérience LINAC a 100 impulsios de 20 Gy a 0,4
Hz (1 éq.°H-BPASS (AS = 514 GBg.mmol) ; 4°C ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturée J0).
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Figure V-16 Valeurs brutes des activités spécifiqee(Bg.nmol) des résidus de H3,.1»5(140 pM) issus des
3 essais contenant hAsfiliss(280 pM) lors de I'expérience LINAC & 100 impulsios de 20 Gy a 0,4 Hz (1

éq.°H-BPASS (AS = 514 GBg.mmat) ; 4°C ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturée D).
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AS (Bg.nmol")
AA Essai 1 Essai 2
G 44 22,7
A 61 52,3
M 500 402,1
G 13 9,1
K122 367 ND
D123 63 42,7
1124 583 466,3
Q125 135 ND
L126 589 554,9
Al127 51 ND
R128 285 ND
R129 226 ND
1130 460 ND
R131 316 ND
G132 ND ND
E133 97 ND
R134 ND ND
A135 ND ND

Tableau V-1 Valeurs brutes des activités spécifique(Bg.nmol*) des résidus de H3,.1,5(140 uM) issus des
2 essais avec le_peptide seubrs de I'expérience LINAC a 100 impulsions de 2@y a 0,4 Hz (1 éq.
*H-BPASS (AS = 514 GBg.mmoal) ; 4°C ; Tampon phosphate 10 mM pH 7,8 ; saturée JD).

V.D.1 Interaction hAsfl.jsgavec H355.135

a. Comparaison de marquage entre 50 et 200 impulsions

Les expériences ont été faites a I'identique ackgtion de la qualité d#i-BPASS avec
une AS = 536 GBg.mmdlou AS = 629 GBq.mmdl pour I'échantillon & 50 impulsions et
200 impulsions respectivement (Figure V-17 ; Figuf&8).
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Figure V-17 Activités spécifiques des résidus du pade **~ENPPVKPDFSK-'** issu de la digestion

trypsique de hAsfl; ;s soumise a 50 ou 200 impulsions.
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Figure V-18 Activités spécifiques des résidus du pade *~NILASNPR-* issu de la digestion trypsique

de hAsfl; ;56 soumise a 50 ou 200 impulsions.

b. Résultats normalisés dé**ENPPVKPDESK-**issu de hAsfl ;56 a 50 impulsions

Les résultats suivant ont été normalisés avec aleivmoyenne des rapports entre AS libre /
AS lié de R,7, Vi2s et Kizg Le facteur correctif est trés proche de 1 et dondifie trés peu

les activités spécifiques brutes obtenues.
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Figure V-19 Activités spécifiques normalisées (faeur * 1,005) des résidus du peptide'**

ENPPVKPDFSK-** et de *®NILASNPR-* issus de la digestion trypsique de hAsflss soumise a 50

impulsions en présence ou en I'absence de H3:35

c. Calcul d’accessibilité : le logiciel WHAT TF

La surface d’accessibilité moléculaire est calcytée le logiciel WHAT IF selon la

surface de Connolly. Cette surface est expriméB%eWHAT IF utilise les rayons de Van

derWaals: C:18A: 0:14A:N:1,7A:S: A0
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Les calculs de la surface d’accessibilité molécalpour chaque résidu sont effectués en

mimant la taille de 'agent de réparation en préngme sphére de 3,5 A (Figure V-20).

Figure V-20 Vue de coté ou de face de la structurde *H-BPASS avec en transparence la surface
d’accessibilité au solvant (Logiciel Chem3DUltra)Atomes de carbone (gris foncé) ; atomes d’hydrogéne

(gris clair) ; atomes d'oxygeéne (rouge) ; atome dghosphore (rose).

Le logiciel est disponible sur le siténttp://swift.cmbi.kun.nl/whatif/et est publié dans
I'article de G. Vriend [295].

Les résultats d’accessibilité de la protéine seukeété obtenus en utilisant les structures
pdb 1TEY de hAsfliss seule ou 2IlJ du complexe hAsfike—H3122-135 €en enlevant les
données de H3.135 [286, 287]. Aucune différence notable d’accesséipour ces deux
structures n'a été observée indiquant trés pethdagement de conformation de la structure
de hAsf}.i56lors de l'interaction. Les calculs d’accessibifii@ur la protéine en complexe ont
éte fait a partir de la structure pdb 211J [287¢sLvaleurs d’'accessibilité de HR:3sdéplie
sont données par la valeur Vac du logiciel WHAT IF.

Les résultats d’accessibilité des acides aminégeghide H3,,-135libre et dépli€, ou en

interaction et replié en héliee sont répertoriés dans le tableau suivant.

Accessibilité de tous les atomes efA8cessibilité des liaisons (CH) erflA

Déplié Lié Déplié Lié
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G 30,3 25,4 9,3 6,9
A 23 7,4 17,5 0,2
M 41,5 33,5 20,2 15,2
G 154 1,9 8,8 1,7
K 122 37,6 18,5 20,5 0,6
D 123 26,3 15,9 6,2 2,5
1124 36,3 15,2 34 15,2
Q 125 33,4 5 9,4 0

L 126 36,7 12,9 32,6 0,1
A 127 23,3 3,1 18,5 11
R 128 47,4 19,5 10,2 1

R 129 47 17,4 12,5 0

1130 35,7 21,5 33,2 0

R 131 45,9 34,8 14,8 1,6
G 132 14,3 3,4 5,9 11
E 133 27,9 8,3 11,4 0

R 134 46,9 32,8 14,4 11
A 135 33,9 14,3 16,9 2,2

Tableau V-2 Accessibilités des résidus de k3.135calculées avec le logiciel WHAT IF avec une sphede
rayon de 3.5 A mimant®H-BPASS (pdb 2I1J). Les deux colonnes de gauche negsentent I'accessibilité
totale et les deux colonnes de droite I'accessilbdides CH. Le terme « Déplié » signifie que le pegé n’est

pas replié en hélicea et en absence de hAsflss; le terme « lié » représente le peptide en héliae en

présence de la protéine hAsfl;se

Les résultats d’accessibilité des acides aminéstroes peptides séquencés d’asfk

libre ou en interaction, sont répertoriés dansldeiau suivant.

Accessibilité de tous les atomes Accessibilité des liaisons (CH)
(librefen interaction) en A (librefen interaction) en A
El124 17,5 0,5
N125 12,7 5,2
P126 7,2 6,6
p127 3,1 3,1
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V128 21,3 21,3

K129 20 15

P130 0,2 0

D131 4,8 0

F132 2,9 2,9

S133 7,8 5,1

K134 10,6 2,7

N138 2,3

1139 0

L140 3,3 3,1 3,3 3,1
Al41 4,2 2,3

S142 15,9 11,8

N143 10,3 0

P144 3,6 3,1

R145 23,4 12 11 0
F149 7,6 4,1 7,6 4,1
H150 20,6 11,8

1151 0,3 0,3

N152 4,1 0,7
W153 0,5 0,4

E154 3,6 3,6

D155 18,1 3,2

N156 13,6 6,3

Tableau V-3 Accessibilités calculées avec le logitWHAT IF pour les acides aminés ou pour les lia@s
C-H des peptides "*~ENPPVKPDFSK-** 18 NILASNPR-* et M.FHINWEDN-'* Seules les
accessibilités qui ont varié en présence de 33135 sont représentées, en plus de la valeur d’accesbtb

libre.
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V.E Dichroisme circulaire de I'apomyoqglobine aprées irraiation
avec le LINAC

Nous avons donc suivi par dichroisme circulaireelésts de l'irradiation sur la structure
secondaire de I'apomyoglobine avec ou si#BPASS. Les conditions utilisées ici pour
réaliser le dichroisme circulaire de 'apomyogl@bteans différentes conditions sont en terme
d'équivalence de protéine, del-BPASS et d’'HO- équivalentes a celles utilisées Ide
l'étude de surface par Olivier Thomas. Le spectre dichroisme circulaire de

'apomyoglobine est représenté sur la Figure V-21.
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Figure V-21 Dichroisme circulaire de 'apomyoglobie dans différentes conditions

Cette expérience a été trés concluante. En efflt,wecteur seul, ni les H@n présence
ou non du'H-BPASS, n’affectent la structure secondaire dedfayoglobine. Notre méthode

respecte donc l'intégrité de la structure de gattééine plutdt sensible et fragile.
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