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SOMMAIRE 

Le gène hPTPA1 code pour un activateur de phosphotyrosyl phosphatase et il existe 
deux homologues chez la levure Saccharomyces cerevisiae, soit yPTPAI et yPTPA2. 
yPTPA1 est requis pour la protection des cellules lorsque traitées au 4-nitroquinoline 1-
oxide (4-NQ0) ainsi qu'irradiées aux UVA. En effet, un mutant de délétion A yptpal est 

caractérisé par sa sensibilité aux deux agents mentionnés ci-haut (Ramotar et al., 1998). Le 
4-NQO foline des adduits encombrants dans l'ADN ainsi que des dommages oxydatifs. 
Les UVA quant à eux ne produisent que de l' oxygène singulet qui va attaquer l'ADN et 
foimer des dommages oxydatifs également. Nos résultats suggèrent que la sensibilité au 4-
NQO du mutant A yptpal est médiée par les dommages oxydatifs plutôt que par les lésions 

encombrantes. 

Puisque hPtpalp est un activateur de phosphatase, il serait logique de penser que 
yPtpalp possède une fonction similaire. Afin d'identifier quelle phosphatase est activée 
chez la levure par yPtpalp, le système du double-hybride a été utilisé pour identifier ce 
partenaire. Le criblage a révélé non pas une phosphatase, mais bien ce qu'on croit être une 
chaperone basée sur sa séquence en acides aminés et la présence du domaine J, consensus à 
travers tous les membres de la famille des chaperones DnaJ. Puisqu'il existe une forte 
homologie entre cette protéine et la chaperone Ydj lp nous l'avons appelée Ydj2p. 

Pour caractériser plus amplement l'interaction entre yPtpalp et Ydj2p, une 
mutagénèse aléatoire sur yPtpalp a été réalisée pour trouver quels acides aminés sont 
essentiels au contact des deux protéines et si cette interaction est requise pour la résistance 
au 4-NQ0. Il appert que le glutamate 149 est requis pour l'interaction yPtpalp-Ydj2p, 
mais que yptpal muté à cette position et transfoliné dans un mutant Ayptpal complémente 

la déficience des cellules sous un traitement au 4-NQ0. Contrairement au résultat 
précédent, une mutation à la glycine 200 de )ptpal abolit la résistance au 4-NQO tout en 
maintenant une interaction avec Ydj2p. Nous pouvons donc conclure que yPtpalp n'exerce 
pas sa fonction dans la réparation de l'ADN via son interaction avec Ydj2p. Même si 
l'interaction avec yPtpalp-Ydj2p est bloquée par des mutations dans yPtpalp, yPtpalp 
muté est capable de conférer aux cellules la résistance nécessaire suite à un traitement avec 
le 4-NQ0. 

Pour localiser yPtpalp et Ydj2p dans la levure, une fusion avec la protéine de 
fluorescence verte (GFP) a été observée sous microscope. 11 en résulte que la protéine 
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yPtpalp est cytoplasmique et que Ydj2p se retrouve dans le noyau et un peu dans le 
cytoplasme. La double localisation de Ydj2p est commune à plusieurs chaperones qui font 
la navette entre ces deux espaces. 

Afin de mieux définir le rôle de Ydj2p dans la levure, il fut nécessaire de construire 
un mutant de délétion de ydj2. Ce mutant n'est pas viable dans une cellule haploïde, 
seulement dans une cellule diploïde. Il s'agit de la deuxième chaperone à être essentielle 
pour la vitalité de S. cerevisiae, l'autre étant Sis lp (Luke et al., 1991). 

En conclusion, la protéine cytoplasmique yPtpalp est donc requise à la survie des 
cellules face au 4-NQO et aux UVA, mais elle pourrait avoir un autre rôle qui la ferait 
interagir avec la chaperone essentielle Ydj2p. 
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AVANT-PROPOS 

L'introduction de ce mémoire est une synthèse bibliographique portant sur quatre 
parties. La première est une revue des conséquences qu'ont les ultraviolets sur les cellules, 
du potentiel mutagène de ceux-ci et quels sont les moyens de réparer leurs dommages. 
Viendra par la suite, la caractérisation du mutagène 4-nitroquinoline 1-oxide, une synthèse 
sur les familles de phosphatase pour finir avec les types de chaperones cellulaires. Le 
caractère disparate de cette introduction est nécessaire à la bonne compréhension des 
résultats et de la discussion. 

On trouvera en annexe I l'article ayant servi de tremplin à la recherche sur 
l'activateur de phosphotyrosyl phosphatase yPtpalp. 

Annexe I: Dindial Ramotar, Édith Bélanger, Isabelle Brodeur, Jean-Yves Masson, and Elliot 
A. Drobetsky, (1998), A yeast homologue of the human phosphotyrosyl phosphatase 
activator PTPA is implicated in protection a2ainst oxidative DNA damage induced by the 
model carcinogen 4-nitroquinoline 1-oxide. Journal of Biological Chemistry, 273:34, 
21489-21496. 
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L e n o m br e d es c a n c ers d e l a p e a u d a ns l a p o p ul ati o n C a u c asi e n n e ( d o nt l e C a n a d a) 

e st d e pl u s e n pl u s a b o n d a nt et c e, d e p ui s pl u si e ur s a n n é e s. Il s a git e n f ait d u t y p e d e 

c a n c er l e pl u s fr é q u e nt d e s c a n c er s m ali n s pr é s e nt s d a n s l a p o p ul ati o n d e n o s j o ur s. C e ci 

est e n r a p p ort a v e c l a m o d e d u t ei nt br o n z é, q u' il s' a giss e d' u n e e x p ositi o n dir e ct e a u s ol eil 

o u d a n s l e s s al o n s d e br o n z a g e d è s l' e nf a n c e. L' e x p o siti o n r é p ét é e a u x r a y o n s s ol air e s e st 

n éf a st e et pr o v o q u e pl u si e ur s a cti o n s d a n s l a c ell ul e c o m m e n o u s l e v err o n s d a n s c ett e 

i ntr o d u cti o n. N' o u bli o n s p a s q u e l e s eff et s d e s r a di ati o n s s o nt a d ditif s a u fil d e s a n n é e s et 

c' est p o ur q u oi l' a p p ariti o n d e c a n c ers n' est q u e t ar di v e ( d e Gr uijl, 1 9 9 6). 

1. 1 L e s p e ct r e s ol ai r e et l e s r a y o n s l e c o m p o s a nt: s u b di vi si o n 

L e s p e ctr e s ol air e s e di vis e e n diff ér e nt es c at é g ori es d e r a y o ns. J us q u' à 1 9 0 n m, o n 

r etr o u v e l es r a y o ns X et e ns uit e vi e n n e nt l es r a di ati o ns dit es ultr a vi ol ett es, d e 1 9 0 n m à 4 0 0 

n m. C e s r a di ati o n s s e s u b di vi s e nt e n ultr a vi ol et d e t y p e A ( U V A), B ( U V B) o u C ( U V C); 

d e 1 9 0 n m à 2 9 0 n m, l e s U V C; d e 2 9 0 n m à 3 2 0 m n, l e s U V B et d e 3 2 0 n m à 4 0 0 n m, l e s 

U V A t el q u'ill ustr é à l a fi g ur e 1 ( Fri e d b er g et al., 1 9 9 5). A u d el à d e 4 0 0 n m, il s' a git d e l a 

l u mi èr e vi si bl e et d e s r a y o n s i nfr ar o u g e s. U n d e s eff et s r e m ar q u a bl e s d e s ultr a vi ol et s e st 

l' a cti v ati o n d e c ert ai n s g è n e s; d e c ert ai n e s pr ot éi n e s c o m m e n o u s l e v err o n s a u x s e cti o n s 

1. 2, 1. 3 et 1. 4. L e s diff ér e n c e s a u ni v e a u d e s l é si o n s c a u s é e s p ar c e s r a y o n s s er o nt 

dis c ut é es a u x s e cti o ns 1. 6, 1. 7, 1. 8 et 1. 9. 

X- R a y s Ult r a vi ol et r a di ati o n 
Vi si bl e 
li g ht 

O z o n e a b s or pti o n 

 

Tr a n s mitt e d h y 
n or m al gl a s s Air a b s or pti o n 

Pr o d u c e s G er mi ci d al Er yt h e m al 
o z o n e 

I  	 I  	 I  	 _t 	 I  	 I  	 I   

1 0 0 	 1 5 0 	 2 0 0 	 2 5 0 	 3 0 0 	 3 5 0 	 4 0 0 

V V a v el e n gt h ( n m) 

Fi g u r e 1: S p e ct r e d e s r a di ati o n s s ol ai r e s. Fi g ur e tir é e d e Fri e d b er g et al., 1 9 9 5. 
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1.2 La régulation des gènes_par les UVC (254nm) chez la levure et les cellules de 
mammifères. 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, peu d'études ont été réalisées pour 
caractériser les gènes induits par l'action des ultraviolets. L'équipe de Szostak (1985) a 
reporté des gènes induits par l'action des UVC (254nm) (Ruby and Szostak, 1985). Par la 
fusion de ces gènes au gène rapporteur de la f3-galactosidase, l'induction a pu être mesurée. 
Ils ont appelé ces gènes DIN pour "damage inducible gene" (Ruby and Szostak, 1985). De 
ces gènes, certains ont été par la suite identifiés comme faisant partie du complexe de 
réparation par excision de nucléotides (voir section 1.10.1.2) (Friedberg, 1985; 
Mieczkowski et al., 1997), comme par exemple le gène de la photolyase PHR1 (Sebastian et 
al., 1990). En ce qui conceme les gènes induits ne faisant pas partie des complexes de 
réparation, notons l'activation de la voie de signalisation de Rasl qui induit à son tour 
l'activateur de transcription Gcn4p (Engelberg et al., 1994). 	GCN4 est un gène 
normalement induit par une carence en acides aminés ou en purines (Hinnebusch, 1984). 
L'activation de Ras par les UVC (254nm) se fait par un mécanisme d'origine membranaire 
(Engelberg et al., 1994). La réponse cellulaire suite à une irradiation aux UVC (254nm) 
chez la levure est similaire à une réponse suite à une altération des conditions nutritionnelles 
tandis que la même irradiation chez les cellules humaines est similaire à une réponse aux 
facteurs de croissance comme nous le verrons dans les paragraphes suivants (Coffer et al., 
1995; Engelberg et al., 1994). 

1.2.1 Mécanismes de signalisation originant de la membrane ou du noyau suite 
à une exposition aux ultraviolets 

A l'instar de la levure, on retrouve des études plus exhaustives sur la régulation des 
gènes induits aux ultraviolets chez les cellules de mammifères. Une des réponses cellulaires 
primaires suite à une irradiation aux UVC (254nm) est l'activation de la tyrosine kinase 
SRC, qui fait partie des mécanismes d'origine membranaire induits par les UV. L'activation 
de la tyrosine kinase SRC est suivie par l'activation de Ha-ras et Raf-1 près de la membrane 
cytoplasmique (Devary et al., 1992; Donawho et al., 1994; Radler-Pohl et al., 1993). 
L'activation de Ras résulte en une cascade de protéines kinases telles que la "c-jun amino 
teiminal kinase" (JNK), et ensuite c-jun, c-fos, c-myc, AT1-4-2, AP-1 et du "nuclear factor 
KB" (NF-KB) et entre autre, il y aura stabilisation et activation de p53 (Leonardo et al., 
1994), donc stimulation de la protéine p21weciP1  qui induit l'arrêt cellulaire en G / . 
Également, une dose de 50J/m2  d'UVC (254 nm) et d'UVB, sur des fibroblastes de peau 
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activera la collagénase, la stromélysine et la métallothionéine IIA (Stein et al., 1989). Du 
Côté immunologique, les UVC (254nm) induisent l'interleukine-1 dans les kératinocytes 
(Kupper et al., 1987) et peuvent provoquer l'activation du promoteur du VIH (Tyrrell, 
1996). Pour l'activation de ces gènes, il est possible que les UVC (254nm) simulent les 
interactions facteurs de croissance/récepteur à la membrane cellulaire et ainsi, activent les 
récepteurs. Il en découle la transmission d'un message et l'activation d'une cascade de 
signaux (Tyrrell, 1996). 

En ce qui concerne les effets des UV médiés par les dommages nucléaires, on peut 
voir une autre façon d'activer le gène p21 est de manière p53 indépendante tel qu'illustré 
dans les fibroblastes de peau de patients atteints du syndrome de Li Fraumeni. Dans ces 
cellules délétées en p53, après une irradiation aux UVC (254nm), on observe une induction 
de la protéine p21 et également arrêt en G, (Loignon et al., 1997). D'une autre façon, les 
UV laissent des lésions dans les promoteurs de certains facteurs de transcription. Puisque 
les promoteurs sont moins bien réparés à cause de la réparation couplée à la transcription 
(voir section 1.10), un dommage situé dans un promoteur risque de demeurer plus 
longtemps que dans un gène transcrit. Il s'en suit l'apparition de protéines non voulue ou 
encore, l'absence de protéine dans un cas précis. Ces dommages dans les promoteurs 
pourront donc dérégler différents facteurs de transcription (Pfeifer, 1997). 

1.3 La régulation des gènes par les UVB chez la levure et les cellules de 
mammifères.  

Omis les gènes de réparation (voir section 1.10) il est difficile de trouver des gènes 
induits par les UVB chez la levure. Chez les cellules humaines, les UVB inhibent 
l'interféron y activant l'expression de lintercellular adhesion molecule 1" (ICAM-1) 
selon une manière dose-dépendante (Ahrens et al., 1997). Également, les UVB activent la 
relâche de plusieurs cytokines telles que l'interleukine 1 (IL-1), l'interleukine 3 (IL-3), 
l'interleukine 6 (IL-6), l'interleukine 8 (IL-8), les "granulocyte/macrophage colony 
stimulating factor" (CSF) et le "tumor necrosis factor a" (TNFoc) (Schwarz and Luger, 
1989). Les UVB sont également capables d'activer des membres de la famille des protéines 
activées par le stress comme JNK1 (par la tyrosine kinase SRC). Cependant, cette 
activation est moins drastique que peuvent le faire les UVC (254nm) probablement à cause 
de la différence de puissance des UVC (254nm) comparée aux UVB ou encore, que les 
récepteurs pour les deux types d'irradiation sont différents (Ramaswamy et al., 1998). Tout 
comme les UVC (254nm), les UVB et les UVA stabilisent la protéine p53 chez les 
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kératinocytes de souris et d'humain (Campbell et al., 1993; Liu et al., 1994). Enfin la 
réponse des cellules face aux UVB-UVA inclut une activation des kinases régulées par des 
signaux extracellulaires (ERKs) qui jouent un rôle dans la réponse inflammatoire par 
l'activation de phospholipase A2  et de prostaglandine (Englaro et al., 1998). Le danger de 
toutes ces activations ou encore des dommages laissés par les UV est l'absence de 
réparation et/ou de contrôle. Cette absence pourra établir des cellules résistantes à 
l'apoptose comme on peut le voir dans les cellules irradiées aux UVB (des mélanocytes) 
qui font un arrêt en G/  à cause du grand taux de la protéine p53 dans la cellule (Barker et 
al., 1995) et qui ont un taux de Bc12 (inhibiteur d' apoptose) particulièrement bas (Im et al., 
1998). 

1.4 La régulation des gènes par les UVA chez la levure et les cellules de 
mammifères.  

Comme dans le cas des UVB, à part des gènes de réparation (voir section 1.10) peu 
d'exemples de gènes induits par les UVA sont retrouvés chez la levure. Les UVA produisent 
majoritairement de l'oxygène singulet et c'est particulièrement cette molécule qui effectuera 
l'activation génique (Basu-Modak and Tyrrell, 1993; Scharffetter-Kochanek et al., 1993; 
Wlaschek et al., 1995). Chez les cellules humaines, les UVA induisent le promoteur du 
gène ICAM-1, un ligand cellulaire de surface pour les lymphocytes médiateurs des contacts 
entre les kératinocytes et les leucocytes durant l'inflammation. Cette induction est médiée 
par l'activateur de transcription AP-2 (Grether-Beck et al., 1996). Le promoteur AP-2 lui-
même est induit suite aux radiations UVA et la protéine est retrouvée dans l'extrait nucléaire 
des cellules irradiées. On sait que les UVB induisent également le gène ICAM-1 
indépendernment d'AP-2 (Grether-Beck et al., 1996). Un autre facteur de transcription est 
activé par les grandes longueurs d'ondes, il s'agit du NF--kB (Vile et al., 1995). Les UVA, 
tout comme le font modérément les UVB, stimulent l'expression de l'interleukine 1-oc, 143, 
6 et d'une façon dose dépendante, l'interleukine 10. L'exposition aux UVA et UVB 
stimule le relâchement d'acide arachidonique des membranes lipidiques (Hanson and 
DeLeo, 1989), médie l'activation i) de la protéine kinase JNK, ii) de la protéine c-fos, iii) de 
la SAPK ("stress activated protein kinases") (Klotz et al., 1997), induit l'inflammation par la 
production d' éicosanoïdes et inhibe l'attachement de certains facteurs de croissance 
épidermaux à leurs récepteurs chez les souris et cellules humaines (Matsui et al., 1994). 
Également, les UVA augmentent le niveau cellulaire de la PKC ("protein kinase C") 
(Matsui and DeLeo, 1990). En plus de l'effet sur les gènes, les UVA peuvent induire des 
altérations ou des changements au niveau de la membrane (Gaboriau et al., 1993; Moysan et 
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1.5 La protection des cellules face aux UVA. UVB et UVC 

On pourrait penser que l'épaisseur de la peau permet de protéger les couches 
basales des dommages causés par les UVB (ou UVA). C'est vrai en ce qui concerne les 
UVC (254nm), puisque le taux de dimères de cyclobutane pyrimidines (CPD) dans les 
couches basales de peau humaine reconstituée est plus bas que celui retrouvé dans les 
couches supérieures. Par contre, lorsque la peau reconstituée est irradiée aux UVB ou 
UVB-UVA l'organisation en couches multiples des cellules cutanées n'influence pas la 
formation de CPD, donc il n'y a aucune protection contre la pénétration des rayons jusqu'à 
l'épideime, pénétration qui pourra générer des mutations précurseurs de cancer (Therrien et 
al., 1999). La peau (tout comme la membrane chez la levure) n'étant pas un bouclier à toute 
épreuve contre les dommages nocifs des ultraviolets, ceux-ci pourront donc se rendre dans 
le noyau cellulaire et affecter l'acide déoxyribonucléique (ADN). Nous verrons aux 
sections 1.6, 1.7, 1.8 et 1.9 les dommages laissés par les différents types d'ultraviolets et à 
la section 1.10 leur mode de réparation. 

1.6 Les lésions causées à l'ADN par les rayons X 

Les rayons X, ou radiations ionisantes, sont des radiations électromagnétiques de 
petite longueur d'onde. Les dommages majeurs occasionnés par les rayons X sont des bris 
double et simple brin dans l'ADN ainsi que des lésions au déoxyribose et à sa base ou 
encore des liens covalents protéines-ADN implicant les tyrosines et les thymines (Coogan 
et al., 1992; Olinski et al., 1992; Olive, 1998; Sweigert et al., 1988; Teoule, 1987; Wallace, 
1998; Ward, 1990). Par la scission de l'eau, les rayons X causent des radicaux hydroxyls 
et qui peuvent alors attaquer l'ADN et causer ces lésions. Au niveau chromosomique, ils 
provoquent une déstabilisation en créant des altérations telles que des délétions 
transgéniques et des réarrangements tels que les translocations ou les inversions 
(Grosovsky et al., 1986). La réparation des dommages au nucléotide se fait par la 
réparation des bases mésappariées ou encore par la réparation couplée à la transcription 
(voir section 1.10.1.3) (Cooper et al., 1997; Fritzell et al., 1997; Leadon and Cooper, 1993; 
Shibutani et al., 1991). Pour ce qui est des bris de brins d'ADN, c'est en fait la réparation 
par excision de bases qui entre prioritairement en jeu (voir section 1.10.4.1). 



CH3 H OH HN HO „..<0H 
N 	H 	0' 'N

1
H 

1 
dR 	 dR 

Thymine 
	

Methyl- 
glycol 
	

tartronylurea 

O 
CH2OH 

1 
dR 

5-Hydroxymethyluracil 

NH2 
CHO 

O 
	

NH 
1 	 1 
dR 	dR 

5-H yd roxy- 	N-Formamido- 	Urea 
hydantoin 	urea 

O 
CH3  

dR 

C(5)-C(5) Thymidine dihydrodimer 

NH2 CH3  
C001-1 

HN 	 

1 
dR 

NI-12 
NH 
CHO 

NNH 
 

dR 

4,6-D lamino-5- 
forma m idopyrim idine 

0 

HN , 
1 

NH2 NN  

8-1-1yd roxy- 	8,5'-Cyclo- 
guanine 	deoxyguanosine 

0 

HN 

H2N 
	

1 
dR 

8 

1.7 Les lésions causées à l'ADN par les ultraviolets de type C (254nm) 

Les UVC (254nm) font partie de la portion des radiations solaires qui ne 
parviennent pas à la Terre. En effet, ces rayons sont bloqués par la couche d'ozone de la 
stratosphère. On retrouve dans cette portion de radiations la longueur d'onde la plus 
absorbée par l'ADN soit 260 nm. Les principaux dommages occasionnés par les UVC 
(254nm) sont 70 à 80% de dimères de cyclobutane pyrimidines (CPD) ainsi que 20 à 30% 
de photoproduits (6-4) pyrimidine-pyrimidone (6-4PP) (voir figures 4 et 5 et sections 1.7.1 
et 1.7.2) (Kaufmann and Wilson, 1994; Watanabe et al., 1985). De façon très minime, l'on 
retrouve également des isomères de Dewer qui sont des changements de conformation des 
6-4PP (Friedberg, 1985; Mitchell and Nairn, 1989), des dommages aux purines tels les 8,8-
adénines déhydrodimères et les 8-oxo-guanines (8-0-G; voir section 1.9.1) (Gasparro and 
Fresco, 1986; Porschke, 1973), des cytosines hydratées (Fisher and Johns, 1976) ainsi que 
des thymines glycols (Tg; voir section 1.7.3) (Demple and Linn, 1982; Yamane et al., 1967) 
(voir figure 3). 

O 
	

O 

Figure 3: Exemples de dommages causés par les radiations dont la thymine glycol 
et la 8-hydroxy-guanine (8-oxo-guanine) Figure tirée de Friedberg et al., 1995. 
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1.7.1 Les dimères de cyclobutane pyrimidines 

Lorsque l'ADN est exposé aux rayons UVC (254nm), il s'ensuit une absorption 
d'énergie qui favorise les liens covalents entre des pyrimidines adjacentes par les carbones 
5 et 6 de chacune d'entre elles (Settlow, 1966). Il a été longtemps admis que la présence de 
CPD dans l'ADN provoquait de l'encombrement stoechiométrique, arrêtait la polymérase 
d'ADN dans la fourche de réplication et qu'ils étaient des lésions non-codantes 
puisqu'aucune base ne pouvait s'incorporer face à de tels dommages, à cause de 
l'impossibilité de faire des liens hydrogène stables (Chan et al., 1985; Hayes et al., 1971; 
Witkin, 1976). Toutefois, Taylor et al. (1990) ont démontré que les CPD n'altéraient 
presque pas la structure hélicoïdale de l'ADN (Taylor et al., 1990). En effet, l'apposition 
du CPD ne change que d'un angle de sept degrés l'inclinaison de l'ADN (Ciarrocchi and 
Pedrini, 1982). Également, l'incorporation d'adénine face à des thymines préalablement 
liées de façon covalente est possible tout comme le démontre deux études chez Escherichia 
coli employant la polymérase I ou le fragment Klenow avec des segments ayant des CPD 
montrant l'incorporation de nucléotides durant la synthèse d'ADN (0Day et al., 1992; 
Taylor and O'Day, 1990). 

La fréquence des dimères de pyrimidines est influencée par i) le type de pyrimidine 
retrouvée dans la séquence d'ADN ainsi que par ii) la séquence environnante comme telle et 
iii) par la présence ou non de protéines sur le chromosome. En effet, la proportion de CPD 
varie en fonction de la présence d'une thymine ou non dans le doublet. Un plasmide irradié 
par une lampe à 254 nm dans des cellules humaines établit le taux suivant de CPD: 
thymine-thymine (T-T) 68%, thymine-cytosine (T-C) 16%, cytosine-thymine (C-T) 13% et 
enfin cytosine-cytosine (C-C) 3% (Mitchell et al., 1992; Tomaletti et al., 1993). Ainsi la 
thymine cause généralement plus de dimères qu'une cytosine. Également, les nucléotides 
voisins de la paire de pyrimidines peuvent affecter la présence ou l'absence de dimères. 
Gordon et Haseltine (1982) ont démontré que lorsque le doublet est bordé par des adénines 
de chaque côté, celui-ci aura une plus forte tendance à former un dimère que s'il y a 
d'autres types de nucléotides de part et d'autre des deux pyrimidines (Gordon and 
Haseltine, 1982). La séquence environnante du doublet semble aussi importante à 
l'apposition du dimère sans pour autant qu'il y ait de règle très stricte à ce sujet. L'absence 
de protéine au site potentiel permet l'accessibilité des rayons à l'ADN pour former des 
dommages tandis que leur présence réduit cette accessibilité et protège donc en quelque 
sorte l'ADN. 
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Les dimères de pyrimidines, lorsqu'une cytosine y est retrouvée, provoquent 
régulièrement des transitions cytosine:guanine en thymine:adénine (C:G-->T:A), surtout si 
les cellules irradiées sont déficientes dans la voie d excision de nucléotides (Sage et al., 
1996). Une cause probable de ceci est la forte tendance que possède la cytosine à se 
déaminer et de se transformer en uracile lorsqu'elle est en dimère (Peng and Shaw, 1996; 
Ruiz-Rubio and Bockrath, 1989). Une autre probabilité serait que la dimérisation des 
cytosines présente un potentiel plus grand à bloquer la polymérase d'ADN que les dimères 
contenant des thymines ou de l' uracile. Ces cytosines dimériques seraient outrepassés 
seulement après l' avènement de la déamination, ce qui garantie une mutation (Tessman et 
al., 1994; Tessman et al., 1992). Par contre, la mutagénicité des dimères contenant une 
cytosine comparés à ceux sans cytosine n' a pas été démontrée (Horsfall et al., 1997). 

ç:////,/////,ege e 

• • 

H 0 ti 
C..0N  

CH3' 
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Cyclobutyl ring <-1> Amok. 
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Figure 4: Structure des dimères de pyrimidines. Les dimères de cyclobutane 
pyrimidines sont formés dans l'ADN par l'interaction covalente de deux pyrimidines 
adjacentes dans la même chaîne de polynucléotides. La saturation de leur double lien 5,6 
résulte en la formation d' un anneau de cyclobutyl à quatre membres liant les deux 
pyrimidines. Figure tirée de Friedberg et al., 1995. 
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1.7.2 Les photoproduits (6-4) pyrimidine-pyrimidone 

Ce type de dommage n'est présent dans l'ADN que si l'on retrouve une cytosine en 
3 du doublet de pyrimidine (Lippke et al., 1981) et préférentiellement avec une thymine 
plutôt qu'une cytosine en 5' du doublet (Bourre et al., 1987). Lorsqu'une cytosine est 
impliquée dans le doublet ou en amont, il y aura rapidement déamination de celle-ci en 
uracile ce qui créera une transition C:GT:A lors de la prochaine réplication (Barak et al., 
1995). Le photoproduit 6-4 se forme lors d'une attaque nucléophilique du carbone 4 de la 
pyrimidine en 3' sur le carbone 6 de la pyrimidine en 5' d'où le nom (6-4) tout en créant 
une grande distorsion ayant un angle de 44° par rapport à l'ADN (Kim and Choi, 1995; 
Taylor et al., 1988). Ceci peut éventuellement bloquer la réplication de l'ADN, mais d'une 
façon moins efficace que pour les CPD (Kamiya et al., 1998). Plusieurs équipes ont 
démontré que la présence d'une cytosine méthylée dans le doublet inhibe la formation des 
6-4PP dans l'ADN (Brash and Haseltine, 1982; Glickman et al., 1986; Pfeifer et al., 1991). 
La signature moléculaire des UVC (254nm) est des transitions C:G.--->T:A ou encore 
CC—>TT (Brash et al., 1991) et ce, chez la levure comme chez l'humain. Ces mutations dans 
la levure étant toujours occasionnées à des sites dipyrimidiques; études ayant été faites en 
exprimant le gène p53 dans la levure et en analysant le spectre de mutation de celui-ci après 
une irradiation aux UVC (254nm) (Inga et al., 1998; Moshinsky and Wogan, 1997). Dans 
les cellules de rongeur, le gène APRT (adénine phosphoribosyltransférase) a été utilisé pour 
caractériser les mutations occasionnées par les UVC (254nm). Il appert que dans ce locus, 
les mutations G:C—>T:A sont causés par les photoproduits (6-4) (Drobetsky et al., 1987). 

De plus, les sites 5' -TCC-3' sont préférentiels pour le ciblage des mutations (Drobetsky 
and Sage, 1993). 
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Figure 5: Structure des photoproduits (6-4) pyrimidine-pyrimidone. Les 
photoproduits (6-4) sont le produit de l'attaque nucléophilique du carbone 4 au carbone 6 
d'une pyrimidine adjacente. Figure tirée de Friedberg et al., 1995. 

1.7.3 Les thymines glycols 

Les thymines glycols, aussi induites par les rayons X, (voir figure 3) proviennent de 
la saturation du double lien 5-6 de la thymine (Demple and Linn, 1982; Yamane et al., 
1967). Ils bloquent la réplication de l'ADN polymérase ce qui cause l'arrêt du cycle 
cellulaire, pouvant conduire à la sénescence cellulaire (Demple and Harrison, 1994). Par 
contre, dans des contextes particuliers tels que 5-C(Tg)A-3 ou 5' -C(Tg)C-3' , le blocage 
des polymérases n'est pas observé in vitro (Clark and Beardsley, 1989; Hayes and LeClerc, 
1986). Après le passage de la polymérase, la lésion peut induire une transition T:A--)C:G, 
mais tout de même à une fréquence très faible de 0,3-0,4% (Basu et al., 1989). Cette faible 
mutagénicité peut aussi être attribuée à la faculté de la thymine glycol de s' associer malgré 
tout avec une adénine durant la réplication (Evans et al., 1993). 
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1.8 Les lésions causées à l'ADN par les ultraviolets de type B (290-320nm) 

Les UVB, contrairement aux UVC (254nm) ne sont pas entièrement bloqués par la 
couche d'ozone. Alors qu'une portion est arrêtée, une autre portion parvient à la TeiTe. En 
considérant l'énergie émise, les UVB sont 20 fois moins puissants que les UVC (254nm). 
Cependant, pour une même dose à l'ADN, les UVB sont beaucoup plus mutagéniques que 
les UVA (Drobetsky et al., 1995). Les dommages laissés par les UVB se caractérisent 
majoritairement par des dimères de pyrimidines ainsi que des photoproduits 6-4 
pyrimidine-pyrimidone (Jones et al., 1992). L'ADN possède le potentiel idéal pour 
absorber de l'énergie émise par les UVB, considérant les rayons atteignant la Terre (Setlow 
and Woodhead, 1994). C'est dans ce sens que l'on dit que les UVB sont des inducteurs 
directs de dommages à l'ADN. Les UVB, tout comme les UVC (254nm), causent des 
mutations aux sites dipyrimidiques (Brash et al., 1987). En utilisant le gène SUP4-o de S. 
cerevisiae, Kunz et Armstrong (1998) ont déterminé que les mutations majeures causées par 
les UVB étaient des transitions C:G-->T:A. 94% de ces transitions se sont avérées être 
produites à des sites TC ou CC. Egalement, au-delà de 80% de ces transitions se retrouvent 
sur le brin non-transcrit de SUP4-o (Kunz and Armstrong, 1998). 

Chez l'humain, on retrouve une signature moléculaire similaire c'est-à-dire des 
changements C:G—>T:A ou encore en tandem, CC—>TT (Hauser et al., 1986). Ainsi la 
protéine p53, lorsque mutée dans les cancers de cellules squameuses ou basales de la peau, 
démontre de telles mutations (Brash et al., 1991; Ziegler et al., 1993). Toutefois, p53 mutée 
dans d'autres cellules cancéreuses n'a pas une prédominance de ces mutations particulières. 
Pour ce qui est des mutations, l'équipe de Pfeifer (1997) a démontré que la présence dune 
cytosine méthylée serait favorisée pour l' addition d'un dimère (CPD) suite à des 
irradiations UVB. Comme les cytosines méthylées ne se retrouvent que dans un contexte 
de cytosine-lien phosphodiester-guanosine (CpG), ceci peut expliquer pourquoi les sites 
préférentiels de mutations dans p53 sont des sites CpG à quelques exceptions près (Drouin 
and Therrien, 1997; Tommasi et al., 1997). Les UVB induisent de l'immunosuppression et 
peuvent prévenir le rejet des greffes versus l'hôte (qui est médié par les lymphocytes T). 
Sous l'action des UVB, des lymphocytes non-stimulés ne sont pas capables de réparer les 
CPD de manière efficace; leur système de réparation n'étant pas en action. La présence des 
CPD provoque un blocage de la transcription menant les lymphocytes à entrer en apoptose. 
Ceci crée une baisse de l'activité et une baisse de présence des cellules T résultant en une 
immunosuppression (Han et al., 1998). 
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Les UVB sont également la cause de bris simple brin, leur proportion augmentant 
avec une hausse de la longueur d'onde utilisée, et provoquent des dommages aux bases tels 
les thymines glycols et les 8-oxo-guanines (Stewart et al., 1996). Puisque l'ADN est 
constamment en contact avec une variété de proteines, l'énergie des UVB peut favoriser des 
pontages protéines-ADN via des résidus cystéines (Peak and Peak, 1991). Les liens 
covalents entre ces deux entités sont retrouvés plus fréquemment dans la portion des UVB 
de haute longueur d'onde. 

1.9 Les lésions causées à l'ADN par les ultraviolets de type A (320-400nm) 

Les UVA se rendent à la surface de la Terre 20 fois plus que peuvent le faire les 
UVB (Frederick and Alberts, 1992), c'est-à-dire qu'ils constituent 90% de l'énergie solaire 
terrestre et ils pénètrent plus efficacement les couches basales de la peau. Ils se rendent 
jusqu'à l'épiderme où se situe l'initiation de la photocarcinogénèse. Alors que seulement 
2% des UVB pénètrent le derme, jusqu'à 20% des UVA peuvent l'atteindre (Tyrrell, 1996) 
(voir figure 2). Les UVA sont considérés moins mutagéniques et moins carcinogènes que 
les UVB parce qu'il est nécessaire d'en avoir une beaucoup plus grande dose afin d'obtenir 
des mutations et pour induire des tumeurs (Berg et al., 1993; de Gruijl et al., 1993). Par 
contre, le spectre d'action des UV pour une induction de mélanomes, indique que la 
majorité des tumeurs est attribuable aux effets mutagéniques des longueurs d'ondes au-delà 
de 320 nm (Setlow et al., 1993). Les UVA sont donc les rayons solaires UV qui sont le 
moins bien absorbés par l'ADN. Les UVA et une faible proportion des UVB sont 
absorbés par des macromolécules dans la cellule tels que les chromophores: la riboflavine, 
la prophyrine, les quinones, la bilirubine (Rosenstein et al., 1983) ce qui rend leur effet 
génotoxique indirect par opposition aux UVB qui affectent directement l'ADN. L'énergie 
des UVA est donc transférée de ces chromophores à l'ADN par des intermédiaires réactifs 
oxygénés tels que l'oxygène singulet ou encore des radicaux oxygénés. Ces réactifs sont 
connus sous le nom d'espèces réactives oxygénées (ROS) (voir figure 11). Trois sortes de 
dommages sont majoritairement créés par les UVA soient i) des 8-oxo-7,8-dihydroguanines 
(8-0-G) (Devasagayam et al., 1991) ii) des bris simples brins, à des niveaux plus faibles 
que pour les 8-0-G cependant, soit 10 fois moins souvent (Pflaum et al., 1994) et iii) des 
dimères de pyrimidines (Matsunaga et al., 1991; Tyrrell, 1973). Ainsi, le taux de 8-0-G 
détecté dans les cellules de mammifère après une irradiation aux UVA est élevé, suggérant 
que les 8-0-G sont des lésions importantes suite à une irradiation (Hattori-Nakakuki et al., 
1994). 
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Jusqu'à présent, le spectre de mutations des UVA purs n'est pas connu chez la 
levure. Un traitement aux UVA cause une proportion plus importante de réarrangement 
dans l'ADN (39%) par rapport aux mutations ponctuelles que le font les UVB (24%) chez 
des cellules humaines. 	Les mutations ponctuelles pour les UVB se produisent 
préférentiellement à des sites dipyrimidiques, mais aucun site préférentiel n'a été relevé pour 
les UVA. Une absence de mutations en tandem a été observée (Robert et al., 1996). Les 
mutations les plus communes sont G:C--->A:T et beaucoup de mutations se produisent aux 
sites A:T pour les grandes longueurs d'onde. Chez les cellules de rongeur, la signature des 
UVA serait une transversion A:T---->C:G (Drobetsky et al., 1995), observée plus 
particulièrement sur le brin non-transcrit contrairement à ce qui arrive avec les UVC 
(254nm) (Drobetsky et al., 1994). Ceci n'est pourtant pas le cas chez les cellules de rein 
humain (Robert et al., 1996) ou les cellules humaines TK-61. 

Des études portant sur l'importance de la réparation par excision de nucléotides 
(NER) lors de radiations aux UVA ont conclu que celle-ci n'avait qu'une faible importance 
face à la réparation des dommages causés par cette longueur d'onde. En effet, des cellules 
déficientes en NER de patients atteints de Xeroderma pigmentosum ont une sensibilité 
semblable à leur souche parentale face aux UVA alors qu'elles sont beaucoup plus 
sensibles aux UVC (254nm) et UVB (Sato and Yoshikawa, 1992). En ce qui a trait aux 
défenses contre les dommages oxydatifs, notons que le niveau de glutathion (qui enraye 
l'action du E1202), s'abaisse rapidement après une exposition aux rayons UVB et UVA 
(Connor and Wheeler, 1987). Ces rayons réduisent donc la défense des cellules contre les 
dommages oxydatifs. Par contre, d'autres moyens de défense sont stimulés par les UVA: 
l'induction du gène de l'hème oxygénase I, qui aide à la séquestration du fer en ferritine, 
qui va à l'encontre de la réaction de Fenton (voir figure 11 et section 1.11.1) (Applegate and 
Frenk, 1995; Vile and Tyrrell, 1993). Au contraire, les UVA peuvent augmenter la présence 
de fer disponible dans la cellule et ainsi contribuer à la formation de dommages oxydatifs. 
Les UVA déstabilisent les membranes lysosomiales causant un relâchement des enzymes 
protéolytiques qui vont dégrader la ferritine (Pourzand et al., 1999). La métallothionéine, 
protéine liant les ions métalliques et donc indirectement impliquée dans la séquestration des 
radicaux est induite par les UVC (254nm) et les UVA. L'induction de ce gène est corrélée 
avec la résistance à plusieurs agents mutagéniques. Des cellules de hamster ayant un plus 
grand taux de métallothionéine ont une plus grande résistance aux UVA (Dudek et al., 

' Léger et Drobetsky, manuscrit en préparation. 
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1993; Stein et al., 1989). En résumé, on peut donc conclure que les UVA ont un effet 
protecteur et aussi néfaste pour la cellule (Gilchrest and Eller, 1999). 

1.9.1 Les 8-oxo-7,8-dihydroguanines 

Les 8-oxo-7,8-dihydroguanines ou 8-oxo-guanines (fonte tautomérique dominante) 
sont formées par l'ajout d'un groupement radical hydroxyl (OH) sur le carbone 8 de la 
guanine (Nash et al., 1996). Ce changement de la guanine occasionne de mauvais 
appariements lors de la réplication de l'ADN. En effet la 8-0-G s'apparie plus facilement 
avec une adénine qu'avec une cytosine ou à tout le moins de façon égale (Michaels et al., 
1992). Il en résulte donc, dans 50% des cas, une transversion G-C à T-A. Il survient alors 
des mutations permanentes dans le code génétique ce qui pourra entraîner un effet grave 
lors de l'expression génique (Demple and Harrison, 1994). Par contre, ce dommage ne 
cause pas un arrêt de la polymérase d'ADN chez les prokaryotes ou eukaryotes (Shibutani 
et al., 1991). La formation des 8-0-G par les UVC (254nm) ou les UVB est médiée par le 
radical anion superoxyde plutôt que par le radical hydroxyl (Wei et al., 1997). Les 8-0-G 
ne sont formées que sur une séquence d'ADN et non sur le nucléotide seul. De plus, le 
taux d'induction de 8-0-G par les courtes longueurs d'onde est proportionnel avec le 
contenu en A-T de l'ADN. Cependant, l'explication de l'importance du taux de A-T est 
encore inconnue (Wei et al., 1998). 

1.9.2 Les bris simple brin 

Les bris de brin occasionnés par les UVA peuvent provenir des sites alkali labiles 
qui vont générer des bris simple brin ou encore, des bris double brin (Peak and Peak, 1982). 

1.9.3 Les dimères de pyrimidines 

Les dimères de pyrimidines occasionnés par les UVA sont de même nature que 
ceux formés par les UVB ou les UVC (254nm) sauf qu'ils demandent un degré d'énergie 6 
fois plus important que les UVC (254nm) pour un taux semblable de mutations (Tyrrell, 
1973). Par contre, aucun photoproduit (6-4) n' est généré suite à une exposition aux UVA 
(Mori et al., 1988; Umlas et al., 1985) 
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1.10 La réparation de l'ADN 

L'altération d'une base, si présente dans la séquence d'ADN à répliquer, peut 
occasionner du mésappariement. Ce changement dans le code génétique met en péril 
l'intégrité de l'information génétique. Plus une lésion est hautement mutagénique, plus la 
possibilité de modifier un gène d'importance est accrue et cette détérioration du matériel 
génétique provoquera la formation de protéine incomplète, voire inefficace ou encore 
oncogène. L'arrêt de la polymérase d'ADN ou ARN par les différents dommages est une 
autre implication que peuvent avoir les dommages à l'ADN. Ces arrêts peuvent inhiber le 
passage à travers les différentes phases du cycle cellulaire et ainsi causer la mort de la 
cellule. Etant donné les dangers que peuvent apporter les dommages, il est donc important 
que des enzymes spécialisées puissent les enlever. 

1.10.1 La réparation des dimères de pyrimidines 

1.10.1.1 La réparation par photoréactivation 

Les CPD étant mutagéniques, la cellule a développé divers moyens pour réparer ces 
lésions. Tout d'abord, la photoréactivation enzymatique est un mécanisme utilisé chez 
plusieurs microorganismes ainsi que chez les eukaryotes supérieurs mais non chez les 
humains. Ce mécanisme agit en deux étapes soit i) la reconnaissance du dommage et sa 
fixation, ii) l'absorption d'un photon de la lumière visible et utilisation de l'énergie s'en 
dégageant pour convertir les CPD à leur forme monomérique en clivant les liens anormaux 
unissant les pyrimidines (Rupert, 1962; Sancar, 1990; Yasuhira and Yasui, 1992; Yasui et 
al., 1994). Afin de ne rien laisser au hasard, les enzymes font une analyse méthodique de 
l'ADN. Ceci est réalisée par une attraction électrostatique entre l'enzyme comme telle et 
l'ADN, conduite par un mouvement Brownien (Lloyd, 1998) comme c'est le cas pour 
l'endonucléase V du phage T4. En effet, cette enzyme va cliver à tous les sites de 
dimérisation entre des pyrimidines permettant à l'hôte du phage T4 de réparer le brin 
endommagé (Lloyd et al., 1980). Chez la bactérie Micrococcus luteus, deux homologues de 
l'endo V du phage T4 sont pourvus d'une activité glycosylase, servant à cliver la base du 
corps glycosylé et d'une fonction AP lyase pour sectionner l'ADN en 3 du site abasique 
sur les dimères de pyrimidines (Shiota and Nakayama, 1997). Un des homologues aurait 
31% d'identité au niveau des acides aminés avec l'endonucléase III d'E. coli, enzyme ayant 
les propriétés de cliver également en 3' du site abasique dans l'ADN (Piersen et al., 1995). 
Chez la levure, S. cerevisiae, Phrlp possède une activité semblable à celle de la T4 endoV 
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(Hamilton et al., 1992; Lloyd, 1998; Sancar and Smith, 1989). Phrlp est une apoenzyme 
catalysant la réparation des dimères de pyrimidines de façon lumière dépendante. 
L'induction du gène est modulé par les UV ainsi que par différents agents dont les 
dommages ne sont pas réparés par l'enzyme elle-même par exemple: le 4-nitroquinoline 1-
oxide (4-NQ0), le N-méthyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG), le méthyle 
méthanesulfonate (MMS) ainsi que la bléomycine (Sebastian et al., 1990). Chez le 
champignon filamenteux Neurospora crassa, le gène mus-18 code pour une protéine qui, 
comme l'endo V, coupe aux sites de CPD, mais aussi aux 6-4PP (Yajima et al., ). L'action 
de la photolyase, chez E. coli et S. cerevisiae, peut accentuer la reconnaissance des lésions 
par la réparation par excision de nucléotides (voir section 1.10.1.2). Ceci pourrait constituer 
une protéine accessoire au NER en ce qui concerne l'excision des dommages causés par les 
UV (Sancar et al., 1984; Sancar and Smith, 1989). Par contre, lorsque la photolyase 
s'associe à d' autres lésions déformant l'ADN comme celles faites par le cisplatine, le N-
méthyl-N -nitro-N-nitrosoguanidine, le 4-nitroquinoline 1-oxide ou la moutarde d'azote 
(HIN2), celle-ci empêche l' action du NER et accroit la sensibilité des cellules face à ces 
agents (Fox et al., 1994). 

1.10.1.2 La réparation par excision de nucléotides 

Pour accompagner la réparation médiée par les photolyases, une variété 
d'organismes de la bactérie jusqu' à l'humain vont exciser les dimères de pyrimidines par 
un mécanisme appelé réparation par excision de nucléotides global (NER) (par opposition à 
la réparation liée à la transcription). Cette voie de réparation sera des plus importantes en ce 
qui concerne les lésions à l'ADN formant des distorsions dans l'hélice ou encore ayant un 
aspect encombrant comme celles induites lors d'exposition aux UV, les dommages 
chimiques fait par le cisplatine ainsi que les adduits de N-acétyl-acetoxyaminofluorène 
(AAF). Par ailleurs, des études ont démontré que des lésions non-encombrantes (purines 
méthylées ou bases altérées) pouvait être un substrat, bien que peut idéal, pour le NER 
(Huang et al., 1994). L'élément majeur dans cette fouie de réparation est l'incision de 
l'ADN de part et d'autre du dommage, le confinant dans un fragment de 12-13 nucléotides 
chez les prokaryotes (Sancar and Rupp, 1983; Yeung et al., 1983) et de 24 à 32 nucléotides 
de long chez les eukaryotes. La longueur du fragment dépend du type de dommage ainsi 
que du contexte séquentiel (Huang et al., 1992; Moggs et al., 1996). Ensuite, il y aura 
synthèse du brin remplaçant le fragment excisé et ligation du tout. Le NER, contrairement à 
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l'humain). Ces nucléases ont la spécificité de couper l'ADN à la bordure de l'ADN simple-
brin et du duplex d'ADN lorsque l'ADN simple-brin se détache de son complémentaire de 
manière 5 vers 3' en partance du double-brin. Elles agissent donc selon un intermédiaire 
de "bulle" durant la réparation. Même si les deux coupures sont faites pratiquement 
simultanément, il apparait que l'incision en 3' serait en fait la première à être effectuée (Mu 
et al., 1996; ODonovan et al., 1994). Enfin, le fragment excisé se liera à un des 
composantes du complexe (Mu et al., 1996) et sera remplacé dans une réaction de synthèse 
d'ADN par la polymérase d'ADN Ô ou encore par l'holoenzyme E (Wood and Shivhi, 
1997) à partir d'une extrémité 3-OH laissé par l'enzyme coupant en 5' du dommage 
(Sijbers et al., 1996). Le processus se complètera par la ligation du nouveau segment par 
une ADN ligase à l'extrémité 5. L'ordre d'incision dans le NER n'est pas nécessairement 
strict puisqu'on voit, dans des extraits de cellules humaines proficientes pour le NER, des 
incisions 3' ou encore 5' non-couplées avec leur symétrique respective. De plus, il est plus 
fréquent d'observer des coupures non-couplées en 3' qu'en 5' (Mu et al., 1996; Sijbers et 
al., 1996). Généralement, l'incision en 3' se fera entre 2 et 9 nucléotides en aval du 
dommage tandis que l'incision en 5' sera 16 à 25 nucléotides en amont correspondant à la 
bordure du complexe ouvert. La position exacte des incisions dépend en partie du type de 
lésion à réparer (Matsunaga et al., 1995; Moggs et al., 1996). Le tout faisant un fragment 
excisé "modèle" de 26-27 dans chaque cas (Moggs et al., 1996). Les enzymes de 
différents organismes participant au NER sont citées au tableau I. 
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Tableau I: Comparaison des enzymes du NER à travers l'évolution selon Wood, 
1997. 

Escherichia coli Saccharomyces 
cerevisiae 

Homo sapiens 

Reconnaissance de 
la lésion 

UvrA et UvrB 
RPA 

RAD 14 
RAD 4 

RAD 23 

RPA 
XPA 
XPC 

hHR23B 

Ouverture des brins de 
l'ADN 

RAD 25 
RAD 3 

TFIIH-XPB 
TFIIH-XPD 

Incision en 5 UvrC RAD 10 
RAD I 

ERCCI 
XPF 

Incision en 3' UvrB RAD 2 XPG 

Excision/Réparation UvrD POL30 
CDC44 

PCNA 
RFC 

ADNpol I ADN pol 8/E ADN pol 8/E 

ADN ligase I CDC9 ADN ligase I 

1.10.1.3 La réparation liée à la transcription 

Les dimères de pyrimidines peuvent également être réparés par un mode plus 
spécialisé du NER soit la réparation couplée à la transcription (TCR). Cette voie de 
réparation enlève les adduits de l'ADN d'une façon plus rapide sur le brin transcrit que sur 
le brin non-transcrit. Conséquemment, la réparation des CPD se fait beaucoup plus 
rapidement par cette voie, puisque les CPD, de façon générale sont des lésions qui sont 
réparées lentement par le NER-global (Mellon and Hanawalt, 1989; Mellon et al., 1987). 
Chez la levure, l'enzyme Rad26p participe à la réparation couplée à la transcription 
(Tijsteiman et al., 1997). Le mutant de délétion rad26 n'est pas sensible aux ultraviolets, 
mais la protéine est nécessaire pour l'élongation de la transcription par la polymérase 
d'ARN. L'équipe de Waters (2000) suggère que lorsque la transcription débute, Rad26 est 
nécessaire au TCR peut-être par un échange entre le complexe de transcription -holo-- 
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TFIIH et le complexe de réparation -core--TFITH (contenant 5 sous-unités dont Rad3, 
TFB1 et Ssll) (Teng and Waters, 2000). 

Les CPD peuvent être réparés par deux types de mécanisme préférentiel. Un 
premier type serait que la réparation se cible parmi l'ADN actif, soit déroulé dans une 
structure chromatinienne ouverte (Venema et al., 1992). Le deuxième type implique un très 
grand rapprochement entre la réparation et l'ARN polymérase II conduite par la 
transcription. Cette transcription couplée à la réparation agit sur le brin transcrit et apparait 
comme ayant préséance pour la réparation des gènes actifs (Mullenders et al., 1997). 
L'équipe de Jean-Marc Égly est du même avis puisqu'ils ont découvert que les dommages 
causés par les UV forment une structure tridimentionnelle similaire à celle adoptée par la 
boîte TATA des gènes transcrits (Vichi et al., 1997). Ce leurre séquestrerait donc les 
éléments TFIIH et TBP (facteur de transcription et "TATA binding protein") de leur cible 
promotrice naturelle. Ceci expliquerait la baisse de transcription observée dans des cellules 
après l'irradiation. Si les TBP sont localisées sur les dommages laissés par les UV, il y a 
moins de complexes de pré-initiation. Le TFIIH non-recruté par la TBP peut alors aller 
s'associer avec des protéines de réparation. D'un autre côté, TBP pourrait être une 
constituante du complexe de reconnaissance des lésions avec XPA et RPA toutes deux 
associées à la reconnaissance des dommages dans le NER humain et ainsi recruterait TFIIH 
(Vichi et al., 1997). Chez les cellules de mammifères, la réparation couplée à la transcription 
a lieu en l'absence de l'enzyme de reconnaissance XPC, mais requiert les autres 
composantes du NER (RPA, XPA, XPB, XPD, TFIIH, hHR23B, ERCC1-XPF, )CPG, RFC, 
PCNA et polymérase d'ADN). Cette réparation, chez la levure comme chez l'humain 
prendrait naissance lorsque la polymérase d'ARN serait bloquée au site de la lésion 
(Hanawalt, 1994), ce qui en fait un excellent détecteur de dommages à l'ADN (Donahue et 
al., 1994; Hanawalt and Mellon, 1993). Par ailleurs, certains dommages oxydatifs comme 
les thymines glycols peuvent être réparés par cette voie (voir section 1.10.4.4) (Leadon and 
Cooper, 1993). 

1.10.1.4 L'état de condensation de l'ADN 

La présence des nucléosomes affecte l'accessibilité des lésions par le système de 
réparation. La réparation des lésions sur le brin non-transcrit est plus rapide dans des 
régions déroulées que dans la chromatine condensée. D'un autre côté, la réparation couplée 
à la transcription semble indépendante de l'organisation de la chromatine in vivo car s'il y a 
transcription, l'ADN est forcément déroulé (Wellinger and Thoma, 1997). Cependant, sur 
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de l' ADN enroulé irradié on retrouve une périodicité des CPD égale à 10,3 pb, consistant 
avec la longueur à laquelle l'ADN est compacté (Gale et al., 1987; Gale and Smerdon, 1988; 
Pehrson, 1989). En ce qui concerne les photoproduits 6-4, aucune périodicité n'est par 
contre remarquée dans les mêmes conditions (Gale and Smerdon, 1990; Mitchell et al., 
1990). Par contre, la reconstitution des nucléosomes est influencée par la présence des 
CPD et cet effet n'est perceptible qu'avec une formation de novo des nucléosomes (Suquet 
and Smerdon, 1993). 

L'intégrité de la chromatine est indispensable à la bonne réparation des dommages 
causés par les UV. En effet, une levure délétée dans l'opéron caf-I, cac-1, cac-2 ou cac-3; 
les 3 sous-unités du "chromatin assembly factor-I", démontre une plus grande sensibilité 
face aux UV comparativement à sa souche sauvage (Kaufman et al., 1997). Il y a deux 
modèles par lesquels on peut lier le Caf-I à la réparation d'ADN. Premièrement, Caf-I peut 
agir comme facteur auxiliaire à la réparation post-réplicative en compagnie de Rad6, puisque 
qu'un double mutant caclA rad6A n'est pas plus sensible aux UV qu'un simple mutant. 
Une deuxième possibilité est que l'assemblage des nucléosomes, médié par Caf-I, prévient 
l'addition de certains dommages sur l'ADN compacté, ce qui explique la sensibilité d'une 
souche délétée dans les gènes CAC. Les hypothèses citées ne sont pas mutuellement 
exclusives (Game and Kaufman, 1999). 

1.10.2 La réparation des photoproduits (6-4) 

Les photoproduits (6-4) sont réparés plus rapidement que les dimères de 
pyrimidines (Mitchell and Nairn, 1989), probablement à cause de la différence d'affinité des 
senseurs de dommages XPC-hEIR23B chez l'humain (Sugasawa et al., 1998). Ces lésions 
ne sont que peu significativement réparées par le TCR (van Hoffen et al., 1995). Les CPD 
quant à eux, requièrent la présence de facteurs liant l'ADN endommagé telle que la DNA 
damage binding protein, DDB, afin d'être mieux reconnus par les détecteurs de dommages 
du NER global (Hwang et al., 1999). 

Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, il existe deux mécanismes par lesquels 
les CPD et les photoproduits (6-4) sont réparés. Le traditionnel NER avec les homologues 
enzymatiques de S. pombe et en second, une endonucléase spécifique aux dommages UV 
nommée Uvde. Celle-ci s'apparente à l'endonucléase retrouvée chez le phage T4. Elle 
incise l'ADN immédiatement en 5 de la lésion. Les évidences génétiques veulent que 
l'incision en 3' du dommage serait fait par Rad2p, dont l'homologue chez S. cerevisiae est 
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Rad27, qui est une endonucléase structure-spécifique capable de couper l'ADN double 
brins contenant un rabat en 5' (Yasui and McCready, 1998). 

1.10.3 Déficience de la voie de réparation par excision de nucléotide 

Lors des déficiences dans la réparation par excision de nucléotides, plusieurs sortes 
de syndromes peuvent survenir. Par exemple, il peut y avoir le Xeroderma pigmentosum 
(XP) dont les patients sont très sensibles au soleil, ont un taux de cancer de la peau d'une 
grande incidence et ont des détériorations oculaires. Il existe 7 groupes de complémentation 
génétique soit 7 gènes pouvant être touchés pour donner la même maladie, de XP-A à XP-G 
avec une forme variante XP-V; chacune de ces protéines sont des unités de la machinerie du 
NER, sauf en ce qui concerne XP-V. Également, des lacunes au niveau du NER peuvent 
générer des maladies comme le syndrome de Cockayne (CS) ou encore la 
trichothiodystrophie (TTD) (Lehmann and Carr, 1995). Les patients atteints du CS sont 
sensibles aux rayons solaires et ont en plus des désordres reliés au développement et au 
système neurologique. Ils sont déficients dans la réparation couplée à la transcription et ils 
ont des défauts au niveau de la transcription basale également. Ils existent deux groupes de 
complémentations soit CS-A et CS-B (chez la levure Rad26p) (Bohr et al., 1998). Les gens 
atteints de TTD sont sensibles aux effets solaires sans pour autant avoir un potentiel à 
développer des tumeurs. Ils ont les cheveux secs, cassants et clairsemés (Stary and Sarasin, 
1996). Des individus atteints de TTD portent une mutation dans le gène XPD/ERCC2. Il 
semblerait que des mutations dans le gène XPD peuvent affecter la voie de recrutement de la 
réparation par excision, donnant lieu au Xeroderma pigmentosum de type D ou affecter la 
transcription de l'ADN et donnant lieu à la trichothiodystrophie (Woods, 1998). 

1.10.4 La réparation des espèces réactives oxygénées 

1.10.4.1 La réparation par excision de base de type "short patch" 

De manière générale, la cellule protège son génome des attaques hydroxyles par un 
mécanisme d'excision de base (BER) (voir figure 7). Nous verrons plus loin l'excision des 
8-0-G et des thymines glycols en particulier avec les enzymes spécifiques pour de tels 
dommages. Le BER est requis lorsqu'il y a des ajouts non-conformes aux bases tel la 
méthylation, l'oxydation, la réduction ou encore la fragmentation des bases. Ainsi, le BER 
s'occupe des lésions qui n'altèrent pas la conformation noimale de l'ADN. L'étape 
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principale du BER est celle de l'excision de la base endommagée par une ADN 
glycosylase. Cette enzyme hydrolysera le lien reliant la base au sucre créant ainsi un site 
apurinique ou apyrimidique (AP). Ce site AP est pris en charge par une AP endonucléase, 
soit Endo IV chez E. coli ou encore Apnlp chez S. cerevisiae qui clivera le lien 
phosphodiester en amont du site AP (donc en 5') ou encore par une AP lyase qui elle, 
séparera l'ADN en 3 du site AP. L'AP lyase bactérienne est Exo III, chez S. cerevisiae on 
la nomme Apn2p et l'humain possède HAP1 (APE/Refl) (Johnson et al., 1998). L'action 
de l'AP endonucléase génère une extrémité 3' hydroxyle ainsi qu'une extrémité 5 ' 
déoxyribose-phosphate (Barzilay and Hickson, 1995; Demple and Harrison, 1994). Afin 
de permettre le travail de la polymérase d'ADN 13, le déoxyribose-phosphate sera éliminé 
par une 5'-déoxyribose-phosphodiestérase. Une fois le bon nucléotide inséré à la place du 
site AP, les extrémités seront rejointes par une ADN ligase (Matsumoto and Kim, 1995; 
Singhal et al., 1995). 

Lorsque le site AP est clivé par une AP lyase, la scission crée une extrémité 5 ' - 
phosphate et un produit aldéhyde insaturé en 3' ((4R)-4-hydroxy-trans-2-pentenal) (Kim 
and Linn, 1988; Laspia and Wallace, 1988; Mazumder et al., 1991). Afin d'éliminer cet 
aldéhyde bloquant la réplication, la cellule fera appel à une activité 3 '-phosphodiestérase 

élimination) retrouvée chez les AP endonucléases (Johnson and Demple, 1988b; Levin et al., 
1988; Sander and Huang, 1995), pour retrouver une extrémité 3-OH pouvant servir de 
matrice à la polymérase d'ADN (Demple and Harrison, 1994). Indirectement, l'aldéhyde 
peut être exclus par une élimination dite ö ce qui libère le corps glycosylé de l'aldéhyde tout 

en laissant une extrémité 3' -phosphate qui pourra quant à elle se transformer en 3' -OH par 
une 	3' -phosphatase, laissant le passage à la polymérase 	d'ADN 	13. 



AP ENDONUCLEASE 
(5 CLEAVAGE) 

1 75:2:0 

5' 

W.DC1 

OH 

5' 5' 

3' 

APURINIC 
APYRIMIDINIC SITE 

AP LYASE 
(3' CLEAVAGE) 3

 D
IE

ST
ER

A
SE

 
3 '

 P
H

O
SP

H
A

TA
SE

 
OH 

CH2 
CHO 

3' 

3' 

26 

Figure 7: Réparation par excision de bases (BER). Une base modifiée est identifiée par 
une glycosylase et est enlevée du corps d'ADN. Une AP endonucléase ou encore une AP lyase 
vient ensuite inciser le brin contenant le site AP. Les extrémités des brins sont fixées pour créer 
un substrat convenable pour la polymérase d'ADN afin d'insérer un nouveau nucléotide et 
liguer le brin. Figure tirée de Masson, 1997. 

1.10.4.2 La réparation par excision de bases de type "long patch" 

Un nouveau système de réparation sous le même principe que le BER "short patch" a 
été démontré chez E. coli, Xenopus laevis ainsi que chez l'humain, mais il se distingue par 
quelques différences (Dianov and Lindahl, 1994; Frosina et al., 1996; Matsumoto et al., 1994; 
Nealon et al., 1996). Il s' agit d'un BER qui serait dépendant du "proliferating cell nuclear 
antigen" (PCNA) et qui impliquerait le remplacement d'un court oligonucléotide de 6-13 
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site AP (Frosina et al., 1996; Gary et al., 1999). La réparation d'un site AP par le BER PCNA-
dépendant implique la foiniation d'un rabat d'ADN. Ce rabat serait composé d'un ADN 
double brin et d'un morceau d' ADN, déplacé, simple brin (Frosina et al., 1996). Le rabat en 
question serait l'extrémité 5-phosphate qui est enlevé dans un bloc en la présence d'un 
oligonucléotide par une endonucléase structure-spécifique. Par la suite, l'ADN est coupé par 
une endonucléase au site d'incision. Chez E. coli, l'activité endonucléase structure-spécifique 
est fournie par la polymérase d'ADN I et chez l'humain, par la DNase IV (FEN-1) (DeMott et 
al., 1996; Dianov and Lindahl, 1994; Frosina et al., 1996; Lyamichev et al., 1993; Matsumoto et 
al., 1994). Cette dernière est membre de la famille des nucléases Rad2p de levure (Harrington 
and Lieber, 1994) et son pendant chez S. cerevisiae est Rad27p (Reagan et al., 1995) ou encore 
la protéine Rthlp (Johnson et al., 1995). La coupure par l'endonucléase est activée par une 
jonction d'un duplex d'ADN et d'un ADN non-pairé (Lieber, 1997) et stimulée par la présence 
de PCNA (Wu et al., 1996). Tout en étant relié au PCNA, le BER "long-patch" peut lui aussi 
se subdiviser en deux catégories soit: i) stimulé par PCNA, la synthèse d'ADN étant dirigée 
par la polymérase d'ADN f3 et ii) dépendant de PCNA et la synthèse d'ADN étant dirigée par 
les polymérases d'ADN 8/s (voir figure 8) (Wilson and Thompson, 1997). 

Ce qui pousse la cellule à aller vers le BER "short patch" ou BER "long patch" est en 
fait le type de glycosylase d'ADN qui vient exciser le dommage (Fortini et al., 1999). En effet, 
lorsque les bases endommagées sont oxydées (comme le 8-0-G) ou encore réduites, la cellule 
aura tendance à préférer le "long patch" afin de réparer son ADN (Klungland and Lindahl, 
1997). 
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disponible pour la synthèse d'ADN. La bactérie élimine de cette façon les risques de mutation 
causés par la 8-0-G (Cunningham, 1996). Le groupe de Schellhorn (1996) a démontré qu'en 
l'absence de l'enzyme glycosylase Fapy, i) E. coli éprouve une sensibilité accrue face aux 
UVA-UVB par rapport à sa souche sauvage ce qui n'est pas le cas face aux UVC (254nm) 
(Shennan et al., 1996) ii) le mutant fpg avait une prédominance de transversion G:C--->T:A par 
rapport à la souche sauvage ce qui indique que ces mutations sont excisées par cette enzyme 
(Palmer et al., 1997). Fait à noter que ces résultats n'ont pu être reproduits dans notre 
laboratoire puisque qu'une souche déficiente en fpg réagit de la même façon que sa souche 
parentale face à des rayons UVA purs'. 

Chez la levure, une enzyme majeure semble être requise pour l'excision des 8-0-G. Il 
s'agit de la glycosylase/AP lyase Ogglp (8-oxoguanine glycosylase), qui peut également 
exciser les résidus Me-Fapy-G (2,6-diamino-4-hydroxy-foimamidopyrimidine, ouverture du 
cycle de la guanine) (Auffret van der Kemp et al., 1996; Nash et al., 1996). Celle-ci a une 
spécificité de clivage comme suit: 8-0-G:C > 8-0-G:T >> 8-0-G:G > 8-0-G:A. Une autre 

glycosylase (Ogg2p) possède une spécificité plus accrue pour la guanine oxydée pairée avec 
une purine. La levure possèderait donc 2 enzymes pour protéger son matériel génétique contre 
les 8-0-G, chacune ayant son rôle distinct dans l'excision de la guanine oxydée (Auffret van 
der Kemp et al., 1996; Hazrat et al., 1998; Nash et al., 1996). Il existe également un homologue 
de la glycosylase 8-0-G chez l'humain en la présence du gène hOGG1 (Radicella et al., 1997). 
La présence de la même fonction enzymatique démontre que les systèmes de réparation sont 
bien conservés de la bactérie à l'humain et ce, pour la protection du génome envers les radicaux 
hydroxyls, en particulier pour les 8-0-G. 

1.10.4.4 La réparation des thymines-glycols 

Il existe également une glycosylase particulière qui reconnaît ce genre de lésion. Il 
s'agit de la thymine-glycol-DNA-glycosylase, aussi appelé endonucléase III, codée par le gène 
nth, chez E. coli (Radman, 1976). Chez la levure S. cerevisiae, on retrouve deux homologues 
ayant une affinité pour la Tg soit les gènes NTG1 et NTG2 pour "eNdonuclease 7bree-like 
Glycosylase" (Senturker et al., 1998). Chez l'humain, l'homologue se nomme hNTH. 
L'élimination de la base endommagée se fera par une activité glycosylase/AP lyase (Boiteux, 
1993; Demple and Harrison, 1994). Cependant, l'équipe de Leadon et al. (1995) a démontré 
que les thymines glycols, chez la levure S. cerevisiae, sont réparées plus rapidement sur le brin 
transcrit par rapport au brin non-transcrit, ce qui laisserait supposer la participation de la 

2  Brodeur, Drobetsky et Ramotar, résultats non publiés 
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réparation couplée à la transcription (TCR) dans l'élimination de ce dommage (Leadon et al., 
1995). Par contre, une souche délétée en radl, gène requis pour la TCR ne réflète pas de 
diminution du taux de réparation des thymines glycols. Aussi, les auteurs concluent que la 
réparation des thymines glycols était majoritairement faite par l'ADN glycosylase et non par la 
TCR (Leadon et al., 1995). La comparaison des enzymes impliquées dans le BER, au fil de 
l'évolution est présentée au tableau H. 

Tableau II: Comparaison des enzymes du "short patch" BER à travers l'évolution 

Escherichia coli Saccharomyces 
cerevisiae 

Homo sapietts 

Glycosylase 
8-oxo-guanine 
Thymine glycol 

Fpg (inutM) 
EndoIII (nth) 

OGG1 
NTGI, NTG2 

hOGGI 
hNTH 

AP endonucléase ExoIII (xth) 
EndoIV (nfo) 

APN2 
APN1 

HAPI (APE/Refl) 

AP lyase EndoIII (nth) NTGI, NTG2 hNTH 

1.10.5 D'une voie de réparation à l'autre 

Les dommages oxydatifs sont réparés d'une façon prépondérante par le BER, mais il y 
a également des lésions oxydatives qui bloquent la polymérase d'ADN et ainsi bloquent 
l'élongation de la transcription. Ces lésions, bien qu'oxydatives, seront prises en charge par la 
réparation couplée à la transcription, qui on le sait est du NER détourné. Ce lien indique 
qu'une polymérase bloquée est un substrat pour de multiples voies de réparation. Par ailleurs, 
on pourrait résumer les fonctions du NER comme suit: il joue un rôle majeur dans la réparation 
des lésions encombrantes qui ne sont pas des substrats pour le BER et il a un rôle de soutien 
pour le BER si celui-ci est débordé par la charge de travail. Si l'un des systèmes vient à faire 
défaut, d'autres systèmes compensent la perte de la fonction de réparation. En fait, les 
fonctions de support exercées par le NER lorsque les autres voies de réparation sont à pleine 
capacité, sont cruciales pour les organismes. Cependant, la réciproque n'est pas toujours 
applicable; la capacité des autres voies de réparation à compenser pour un NER déficient ou 
débordé dépend souvent du type de lésion rencontré. Dans certains cas, avec des types de 
lésions précis (pour des CPD (Yap and Kreuzer, 1991) ou pour les dommages oxydatifs 
(Brennan et al., 1994)), la recombinaison peut constituer un mécanisme de tolérance des 
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g è n e s d e r é p ar ati o n p o s s é d é p ar c h a q u e s o u c h e. Fi g ur e tir é e d e S w a n s o n et al., 1 9 9 9. 



32 

1.10.6 Les bris simple brin 

Les bris simple brin peuvent être réparés par une simple ligation des bouts, ce que l'on 
appelle le "direct rejoining". Elle est exécutée par une DNA ligase dans un mécanisme 
implicant la jonction enzymatique de bouts coupés intacts et non-endommagés. L'autre 
mécanisme ayant prédominance pour la réparation des bris simple brin est le BER car les bris 
de brin génèrent souvent des extrémités 3'-phosphoglycolate incompatibles avec une jonction 
enzymatique. Une enzyme du BER possèdant une activité 3'-phosphodiestérase est alors 
requise pour transformer le bout en 3'-OH (Johnson and Demple, 1988b; Levin et al., 1988; 
Sander and Huang, 1995). 

1.10.7 Les bris double brin 

Les bris double brin sont une forme de dommage qui est réparé principalement par la 
recombinaison homologue chez la levure et aussi par un processus appelé "nonhomologous 
DNA end joining (NHEJ) lorsque les mécanismes de recombinaison sont déficients. Un bris 
double brin qui ne serait pas pris en considération pourrait dégénérer en fragmentation, perte ou 
translocation dans les chromosomes (Kanaar et al., 1998). La réparation des bris double brins 
se fait par la famille de protéines reliées au groupe épistatique de Rad52p soit: Rad50p, 
Rad51p, Rad52p, Rad54p, Rad55p, Rad57p, Rad59p, Mrel lp et Xrs2p. Comme le montre la 
figure 10, la première étape de la recombinaison est la reconnaissance du bris double brin par 
un complexe composé des protéines Rad50p, Xrs2p et Merl lp. Celles-ci possèdent une activité 
endo- ou exonucléasique (selon les données in vitro ou in vivo) et résectent les cassures double 
brin pour former des extrémités 3 protubérantes d'environ 600 bases en moyenne. Le 
complexe de recombinaison (Rad51p, Rad52p, Rad54p, Rad55p, Rad57p et RP-A) qui ont une 
affinité pour les régions simple brin dans l'ADN, se fixe sur les extrémités 3' protubérantes, 
procèdent la localisation de la séquence identique et à l'invasion d'un duplex intact. Cette 
invasion provoquera la formation de la jonction de Holliday et sera déplacée (d'où le terme 
"branch migration") par un complexe d'enzymes (inconnu jusqu'à présent chez la levure). Il y 
aura donc échange des brins entre le brin homologue endommagé et non-endommagé. Une 
polymérase d'ADN et une ligase s'occuperont ensuite de resynthétiser l'ADN pour préserver 
l'information génétique. Une fois la synthèse réussie, la jonction de Holliday, sera coupée par 
une résolvase, laissant deux duplex d'ADN non-endommagés (Kanaar et al., 1998). 
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d'accomplir ses tâches (division, réplication, défense). Nous verrons dans la section suivante 
quelles peuvent être les réponses données suite à un stress oxydant. 

1.11.1 La régulation des gènes par le stress oxydant 

La cellule est confrontée à plusieurs sources d'espèces réactives oxygénées de source 
exogène ou endogène. L'origine externe des ROS peut provenir des chocs thermiques, des 
radiations ionisantes, des UVA ou encore par la présence de certaines drogues, par exemple le 
ménadione ou le paraquat, dans l'environnement (Girard and Boiteux, 1997). En ce qui 
concerne les foyers internes de ROS, notons la présence de peroxyde d'hydrogène, l'activation 
du système immunitaire, le métabolisme du peroxysome, l'induction du cytochrome P450, la 
synthèse de l'oxyde nitrique, le métabolisme du glutathion pouvant laisser échapper un électron 
ainsi que la respiration mitochondriale tel qu'illustré à la figure 11 (Girard and Boiteux, 1997). 
De plus, le taux de ROS est influencé par différents styles de vie tels la présence d'exercice, la 
diète, l'alcool et le tabagisme (Moller et al., 1996). Il est estimé que chaque cellule humaine est 
bombardée d'environ 10 000 réactions oxydantes par jour, qui par le fait même peuvent 
occasionner 10 000 dommages oxydatifs, ce qui en fait le dommage le plus fréquent (Ames, 
1989). Les lésions peuvent survenir par une attaque directe au corps d'ADN (sur un 
nucléotide) ou par l'incorporation d'un nucléoside triphosphate déjà endommagé lors de la 
réplication. 

La cellule fait face aux espèces réactives oxygénées en activant plusieurs enzymes 
favorisant leur inactivation. Les enzymes anti-oxydantes requises pour l'élimination des ROS 
sont les suivantes: la superoxyde dismutase qui transforme le radical anion superoxyde en 
peroxyde d'hydrogène H202. Celui-ci sera pris en charge par la catalase qui le dismutera en 
oxygène et en eau. Une autre façon pour la cellule de transformer le H202  est de se servir de la 
glutathione peroxydase; le glutathion s'oxydera libérant ainsi deux hydrogènes ce qui aura pour 
résultante deux molécules d'eau et un glutathion oxydé. Pour éviter la formation de radicaux 
hydroxyls, la cellule voudra éviter la présence de la réaction de Fenton en séquestrant les ions 
métalliques (Fe2+) en ferritine (voir figure 11) (Friedberg et al., 1995; Morel and Barouki, 
1998). 

La réaction de Fenton réfère à la réaction entre le peroxyde d'hydrogène et des ions 
ferreux complexés à un ligant, qui peut prendre la forme de n'importe quel chélateur biologique. 
Lors de la réaction, l'échange d'un électron du fer au peroxyde d'hydrogène va produire une 
espèce oxygénée très réactive: le radical hydroxyl. Les facteurs limitants de cette réaction sont 
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Demple and Amabile-Cuevas, 1991). Lorsque soxR change de conformation par la présence de 
radicaux, il activera la transcription de soxS. soxS lui-même activera la transcription du gène de 
la superoxyde dismutase (sodA) ainsi que l'enzyme de réparation, l'endonucléase IV (nfo). Le 
gène oxyR contrôle l'expression du gène de la catalase (katG) ainsi que celui de la NADPH-
dépendante alkyl hydroperoxidase (ahpFC) qui détoxifient les radicaux oxygénés (Stortz et al., 
1990). Aucun homologue des gènes soxR/S, oxyR n a été retrouvé chez l'humain, par contre, 
plusieurs facteurs de transcription sont activés ou au contraire, réprimés par le stress oxydant. 

En ce qui concerne la levure S. cerevisiae, l'élément de réponse au stress (STRE) dont 
la séquence consensus est AGGGG ou CCCCT peut être activé par de multiples genres de 
stress dont le stress oxydatif (Marchler et al., 1993; Ruis and Schtiller, 1995). Des gènes 
pouvant être impliqués dans la réponse au stress oxydatif, tout en étant régulés par le STRE 
sont, entre autres, la CTT1 (catalase cytosolique), DDR2 (réparation des dommages à l'ADN), 
SOD2 (superoxyde dismutase mitochondriale) (Toone and Jones, 1998). Un gène majeur dans 
la protection de la cellule contre le stress oxydant est le gène YAPI; facteur de transcription 
provenant de la famille AP-1 (Harshman et al., 1988). Lors de stress, il est transloqué du 
cytoplame au noyau (Kuge et al., 1997). Ce facteur contrôle la thioredoxine (TRX2), la 
thioredoxine réductase (TRRI) (Kuge and Jones, 1994) ainsi que la y-glutamylcystéine 
synthatase (GSHI) qui est l'étape limitante de la voie de synthèse du glutathion (Wu and 
Moye-Rowley, 1994) et la glutathione réductase (GLR1) (Grant et al., 1996). En plus du 
facteur YAPI, la levure est pourvue de 8 membres, jusqu'à maintenant, de la famille AP-1 
(Fernandes et al., 1997). Leur rôle au niveau du stress oxydatif est présent, mais à différents 
niveaux. 

Les ROS en plus d'attaquer l'ADN peuvent également endommager les lipides et les 
protéines (Moradas-Ferreira et al., 1996). La peroxydation des lipides altère l'intégrité des 
membranes en créant des acides gras avec une chaîne plus courte, rendant la membrane 
beaucoup plus perméable pour les métabolites. De plus, certains produits de la peroxydation 
des lipides tels que les époxydes, aldéhydes et alcanes, sont capables d'endommager l'ADN et 
inactiver des protéines (Moradas-Ferreira et al., 1996). Les protéines sont endommagées par 
l'oxydation de certains acides aminés (résidus histidine, arginine, lysine, proline, méthionine et 
cystéine), le pontage de ceux-ci résultant en une susceptibilité accrue envers l'action des 
protéases et il peut y avoir une altération grave de la fonction biologique (Wu and Levine, 
1994). 
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Pour ce qui est des maladies pouvant être engendrées par le stress oxydatif, soulignons 
l'accélération du vieillissement (Stadtman, 1992), la dégénérescence neurologique telle que l'on 
peut le voir dans la maladie d'Alzheimer (Jenner, 1994) ou encore la maladie de Parkinson ainsi 
que l'arthrite (Morel and Barouki, 1998). Il est également admis que le stress oxydatif soit 
impliqué dans l'initiation et la promotion du cancer (Boyd and McGuire, 1991; Cerutti, 1994; 
Toyolami et al., 1995). 

Dans notre laboratoire, un mutant de S. cerevisiae a été isolé conune étant sensible à 
l'action du 4-NQO et, récemment, des UVA. Cette protéine délétée s'avère être un activateur 
de phosphotyrosyl phosphatase de la famille des PP2A. Par le double—hybride, nous avons 
découvert que cet activateur interagissait avec un membre de la famille des chaperones YDJ. 
Dans les sections suivantes de l'introduction, nous retrouverons donc une synthèse 
bibliographique sur le 4-NQ0, les phosphatases et les chaperones. 

1.12 Le 4-nitroquinoline 1-oxide 

1.12.1 Le mécanisme d'activation du 4-nitroquinoline 1-oxide 

Le 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQ0) est un composé chimique soluble dans l'eau qui 
doit être préalablement réduit sous la forme du 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide (4-HAQ0-
acyl) dans la cellule afin d'être actif et pour ainsi dire mutagénique (Nakahara et al., 1957; 
Sugimura et al., 1965). Une fois internalisé, le 4-NQO sera transformé en un dérivé hydroxy 
(4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide) par une nitroréduction opérée par la DT diaphorase 
(accepteur de quinone). Cette réduction est orchestrée par l'ajout d'un électron perdu par le 
NAD(P)H qui enlèvera le groupement nitreux au 4-NQ0, le rendant par le fait même réduit (De 
Flora et al., 1988). Par la suite, le 4-HAQ0, sous l'action de l'aminoacyl-tRNA synthétase (par 
exemple, la séryl-tRNA synthétase), par une action d aminoacétylation, est estérifié et ainsi 
adopte une conformation pouvant se lier de façon covalente et non-enzymatique à l'ADN et aux 
protéines (voir figure 12) (Matsushima et al., 1967; Miller, 1970; Tada and Tada, 1975). La 
dernière étape requiert de l'ATP et du Mg2+ comme cofacteurs (Tada and Tada, 1974). Fait à 
noter que la caféine inhibe la transformation du 4-NQO en 4-H_AQ0 (par absence d'électron 
par le NAD(P)H), ce qui réduit par le fait même sa toxicité et sa mutagénéicité (Tsuda et al., 
1984). 



H 

(1:1) 

38 

0- 
4NQO 

(4-nitroquinoline 1 -oxide) Figure 12: Mécanisme d'activation in 
vivo du 4-NQ0. 	Le 4-NQO est 
métabolisé en deux étapes catalysées par 
la DT diaphorase (produisant le 4-
HAQO) et la séryl ARNt synthétase. Le 
produit final de ces réactions est l'acy1-4-
HAQO, la forme biologiquement active 
du 4-NQ0. Figure tirée de Bélanger, 
1997 	et Kohda et al., 1986. 
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Lorsqu'il réagit avec l'ADN, le 4-HAQ0 ajoute aux purines des adduits quinolines 
très stables. Les quinolines se rajoutent à la position N-2 de la guanine et, en moindre 
proportion, en C-8 de la guanine et en position N-6 de l'adénine (voir figure 13). Également, il 
y a formation d'un dérivatif de la quinolone (qui se matérialise en un cycle ouvert) conséquence 
de la dégradation d'un des adduits (Galiègue-Zouitina et al., 1986; Galiègue-Zouitina et al., 
1985; Sugimura et al., 1966 ). Ces lésions induisent de fortes distorsions dans l'hélice 
d'ADN. C'est à cause de cette distorsion encombrante que ce mutagène a longtemps été 
qualifié de "simulant les UV" (Felkner and Kadlubar, 1968). 
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3-(Déoxyguanosin-N2-yI)-
4-a minoquinoline-1-oxide 

3-(Déoxyadénosin-N6-y0-
4-aminoquinoline-1-oxide 

0' 
N-(Déoxyguanosin-C8-yI)-
4-aminoquinotine-1-oxide 

8-Elydroxyguanine 

Figure 13: Représentation des dommages à l'ADN causés par le 4-NQO activé. Les 
bases encombrantes sont le résultat d'un ajout du groupe quinoline en N2 et C8 de la guanine 
et en N6 de l'adénine. Également, la 8-oxo-guanine est le résultat des dommages oxydatifs. 
Figure tirée de Bélanger, 1997 et Galiègue-Zouitina et al., 1985. 

1.12.2 La mutagénèse occasionnée par le 4-NQO 

Le carcinogène se lie préférentiellement aux résidus purines, ayant un attrait particulier 
pour les guanines et aucunement pour les pyrimidines (Tada and Tada, 1971). Des études 
comparatives chez le rat, les cellules HeLa et E. coli ont conclu que l'exposition au 4-NQO 
entraînait le même type de lésion, que ce soit chez les microorganismes ou encore chez les 
cellules de mammifères. Le 4-NQO transformé en 4-HQ0 se lierait aux guanines dans 90% 
des cas et aux adénines dans 10% des cas, et ce pour l'ADN et l'ARN (Tada and Tada, 1976). 
Les principales mutations laissées par le 4-NQO sont des transitions G:C-->A:T ce qui est 
consistant avec le taux préférentiel qu'a le 4-NQO pour les guanines (Ishizawa and Endo, 1971; 
Prakash et al., 1974). Par contre, chez la levure S. cerevisiae, il induit également des 
transversions G:C—>T:A et possiblement des G:C-->C:G (Prakash et al., 1974). 

Par une réaction oxydo-réduction cyclique, le 4-NQO accepte un électron d'une 
flavoenzyme réduite et devient lui-même réduit. Cette réduction pourra se transmettre à 
l'oxygène par un transfert d'électron semblable. La résultante sera la production de l'anion 
superoxyde qui peut être converti éventuellement en peroxyde d'hydrogène et en radical 
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r el ati o n li n é air e e ntr e l e n o m br e d' a d d uit s q ui n oli n e s li é s et l e n o m br e d e 8- 0- G pr o d uit d a n s 

l' A D N à u n r ati o d e 0, 2 d a n s l e s c ell ul e s a s cit e s d' E hrli c h ( K o h d a et al., 1 9 8 6). L a f or m ati o n 

d e s 8- 0- G s e f er ait p ar l e r a di c al h y dr o x yl att a q u a nt l a p o siti o n 8 d e l a g u a ni n e ( K at a o k a et al., 

1 9 6 7). 

D e s c o n c e ntr ati o n s d e 4- N Q O p e u v e nt pr o v o q u er d e s bri s si m pl e bri n d a n s l e c or p s 

d' A D N ( Y a m a m ot o et al., 1 9 9 3) c orr él a nt a v e c l e t e m p s d'i n c u b ati o n a v e c l e 4- N Q O ( Y a n o et 

al., 1 9 9 5). L e s bri s p e u v e nt s ur v e nir l or s q u e q u' u n a d d uit s ur u n e g u a ni n e e st d é gr a d é o u 

l or s q u e l a b a s e e st e nl e v é e et q u e l' A D N s e r etr o u v e a v e c u n sit e a b a si q u e, c e ci d a n s d e s 

c o n diti o n s al k ali n e s ( W al k er a n d Sri d h ar, 1 9 7 6). L' a utr e f a ç o n p ar l a q u ell e l e 4- N Q O p e ut 

i n d uir e d e s bri s si m pl e bri n p ar l e s r a di c a u x li br e s, q ui o n l e s ait, pr o v o q u e nt l a m aj e ur e p arti e 

d e s l é si o n s i n ci s a nt l' A D N l or s d'irr a di ati o n s i o ni s a nt e s ( L e s k o et al., 1 9 8 0). É g al e m e nt, l e 

p e r o x y d e d' h y d r o g è n e p e ut g é n é r e r d u r a di c al h y d r o x yl p a r l a r é a cti o n d e F e nt o n et 

c o n s é q u e m m e nt i n d uir e d e s bri s d e m a ni èr e i n dir e ct e. D o n c, l e 4- N Q O si m ul er ait a u s si 

l' a cti o n d e s r a di ati o n s i o ni s a nt e s ( R e g a n a n d S etl o w, 1 9 7 4; S mit h a n d P at er s o n, 1 9 8 0). 

R a di c al a ni o n nitr o 

cÇ F H R O 2  

Nitr or é d u cti o n 	 Nitr o o x y d ati o n 

F H 2 	 1 N O 2 - 4 1 1 V / \ \é"- 1 1 1- 0.2  

4- N Q O 

1/ 2 N A D( P) H 

1/ 2 N A D ( P ) * 

0 2  

R a di c al a ni o n 
s u p er o x y d e 

Fi g ur e 1 4: F or m ati o n d e R O S p ar l e 4- N Q 0. L a nitr or é d u cti o n d u 4- N Q O p e ut m e n er à 

l a f or m ati o n d u r a di c al a ni o n nitr o: R N 02-. L' a ni o n s u p er o x y d e e st e n s uit e pr o d uit al or s q u e 

l e R N 0 2" s' o x y d e e n tr a n sf ér a nt s o n él e cti o n à l' o x y g è n e. L e s u p er o x y d e p e ut c o n d uir e 

dir e ct e m e nt à l a r é a cti o n d e F e nt o n o u à l a s u p er o x y d e di s m ut a s et el q u'ill u str é pr é c é d e m m e nt 

à l a fi g ur e 1 1. Fi g ur e a d a pt é e d e Or n a, 1 9 8 9. 
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1.12.3 L'exclusion cellulaire du 4-NQO 

Un mécanisme par lequel la cellule tente de se débarrasser du 4-NQO est en l'exportant 
hors de la cellule par un procédé requérant le glutathion (GSH) et ce chez la levure comme chez 
l'humain. Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) agissant directement 
ou indirectement sur plusieurs phénomènes cellulaires tels que la synthèse de protéines et 
d'ADN, l'activité enzymatique et la protection des cellules contre les drogues, les radiations, 
l'oxygène et les toxines (Meister and Anderson, 1983). Lors de l'internalisation du 4-NQO 
dans la cellule, celui-ci peut réagir de façon spontanée ou encore enzymatiquement avec le 
glutathion. Par l'action de la GSH-transférase, le GSH sera conjugué au 4-NQO pour former 
le composé 4-(glutathion-S-y1)-quinoline-1-oxide (Stanley et al., 1989). Ainsi, le 4-NQO ne 
peut plus être réduit en 4-HA-  QO donc il devient inoffensif pour la cellule (Stanley et al., 1992). 
Le 4-(glutathion-S-y1)-quinoline-1-oxide est transformé par la y-glutamyl transpeptidase par 
une réaction qui transfert le conjugué y-glutamyl à un accepteur. Par la suite, une dipeptidase 
changera le 4-(cystéinylglycine)-quinoline-1-oxide en 4-(cystéinylquinoline-1-oxide), suivi 
d'une acétylation qui résultera en la foimation du 4-(N-acétylcystéiny1)-quinoline- 1 -oxide. Ce 
dernier métabolite est un acide mercapturique qui sera excrété hors de la cellule par une pompe 
d'exportation de conjugués-glutathion requérant l' ATP (pompe GS-X). Fait à noter que tous 
les conjugués-GSH sont convertis en acide mercapturique pour être finalement exclus de la 
cellule (voir figure 15) (Ishikawa, 1992; Meister and Anderson, 1983). 
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Figure 15: Détoxification du 4-NQO par la voie du glutathion. Modèle hypothétique 
dont le produit final de la chaîne de réactions est un acide mercapturique qui sera transporté 
activement hors de la cellule (voir texte pour plus de détails). Figure tirée de Bélanger, 1997 et 
Meister and Anderson, 1983. 
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Une autre façon par laquelle le 4-NQO peut être extemalisé de la cellule est médiée par 
des gènes nommés MDR pour "multi-drug resistance" ou encore PDR "pleiotropic drug 
resistance", qui une fois surexprimés, donnent une résistance aux cellules face à certains 
composés. Ces P-glycoprotéines réduisent la concentration cytoplasmique des métabolites 
donc inévitablement leur toxicité (Schinkel and Borst, 1991). Les gènes MDR de la levure sont 
composés de: PDRI, SNQI, SNQ2, SNQ3, PAR1, PDR4 et PDR5, qui est en fait un 
transporteur ABC (Balzi et al., 1994) ainsi que PDR13 qui est un homologue de la chaperone 
Hsp70 (Hallstrom et al., 1998). Les transporteurs membranaires du type ABC (ATP-binding 
cassette) vont faire passer la drogue à travers la membrane pour l'expulser. Il en est ainsi avec 
les protéines Snqlp et Snq2p, qui sont des perméases exportatrices. Une protéine qui va activer 
la transcription de SNQ2 est Yrrlp, également requise pour la protection des cellules soumises à 
un traitement au 4-NQO (Cui et al., 1998). Le gène SNQ3 est impliqué dans la détoxification 
générale du cytoplasme de la levure et une surexpression de ce gène confère une plus grande 
résistance au 4-NQO sans pour autant qu'on sache le rôle exact de la protéine (Hertle et al., 
1991). 

Un moyen par lequel les cellules peuvent être plus résistantes au 4-NQO est, par un 
disfonctionnement de l'enzyme DT diaphorase, de posséder une activité anamialement basse de 
réduction en 4-HAQ0. Également, il peut y avoir un fonctionnement excessif d'une protéine 
exportatrice ayant pour résultat l'empêchement de l'accumulation cytoplasmique du composé 
toxique tel qu'on peut le voir dans des fibroblates dérivés d'une famille ayant des 
prédispositions cancéreuses (Mirzayans et al., 1993). 

1.12.4 La réparation des lésions induites par le 4-NQO 

Comme le 4-NQO produit des lésions provoquant une déformation dans l'ADN, celles-
ci sont réparées par le NER comme le sont les dommages "simulés": les dimères de 
cyclobutane pyrimidines ou encore les photoproduits (6-4). Des études faites chez E. coli ou 
encore dans des cellules humaines ont démontré l'importance qu'a le NER dans la réparation 
des lésions (car il enlève tous les adduits encombrants dans l'ADN) et aussi dans la survie de 
ces cellules une fois traitées au 4-NQO (Ikenaga et al., 1975; Ikenaga et al., 1977). Cependant, 
lorsque les dommages déformant l'ADN occasionnés par le 4-NQO sont ciblés tout d'abord 
par la photolyase, celle-ci va empêcher la réparation des dommages par le NER causant une 
baisse de la survie des cellules d'E. co/i ou de S. cerevisiae (voir section 1.10.1.1) (Fox et al., 
1994). En ce qui concerne les lésions oxydatives, elles sont prises en charge principalement par 
la réparation par excision de bases et aussi par la réparation par excision de nucléotides (Scott et 
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al., 1999). Le 4-NQO est un inducteur de plusieurs gènes chez E. coli. Il induit le régulon 
soxR/S qui répond à l'accumulation de dérivés oxygénés en induisant, par exemple des gènes de 
réparation du BER (Endo IV) ou encore en activant des gènes de détoxification des produits (tel 
que décrit à la section 1.11.1). 

1.13 Les phosphatases cellulaires 

Les phosphatases sont des enzymes enlevant des groupements phosphates à l' ADN et 
également aux protéines. Ainsi, elles ont un rôle majeur dans la transmission des signaux 
cellulaires; que ce soit pour la liaison ligant-récepteur ou encore l' association avec d'autres 
protéines pour l'acheminement d'un message via une cascade enzymatique. 	La 
phosphorylation des protéines peut survenir sur les résidus sérines, thréonines et/ou tyrosines. 
Cette modification post-traductionnelle est régie d'une façon très sensible. La classification des 
phosphatases repose principalement sur la nature de leur substrat, ensuite, la localisation de ces 
enzymes permettra de les diviser. 

1.13.1 Les protéines sérine/thréonine phosphatases 

Les protéines sérine/thréonine se divisent en deux classes basées sur leurs différences 
biochimiques soient les phosphoprotéines phosphatases (PPP) qui sont les plus abondantes et 
les protéines phosphatases dépendante du magnésium (PPM). Les PPP se subdivisent en PP1 
(inhibées par de faibles concentration d'inhibiteur 1 et 2 (I-1 et 1-2): petites protéines 
impliquées dans la modulation de la fonction de PP1), PP2A (activées en absence de cations 
divalents), PP2B (aussi appelées la calcineurine, calcium dépendante), PP4, PP5 et PP6 (Cohen, 
1989). Les trois dernières agissant principalement lors du cycle cellulaire (Cohen, 1997). Les 
PPM sont constituées de la PP2C (dépendante du Me) et la pyruvate déshydrogénase 
phosphatase mitochondriale. Chaque sous-division est modulée par les gènes des sous-unités 
régulatrices des phosphatases qui confèrent la spécificité de fonction, de localisation et de 
substrat. 

La famille des PP1 joue un rôle lors de la mitose, comme par exemple, le gène GLC7 de 
la levure (Cannon et al., 1994). Les cellules délétées en glc7 n' ont presque pas de fuseaux 
mitotiques, suggérant un blocage avant d'entrer en mitose (Black et al., 1995). La famille des 
PP1 est aussi engagée dans le maintien de l'intégrité cellulaire, la morphogénèse, la synthèse de 
glycogène, de la répression du glucose, du contrôle général des acides aminés ainsi que dans la 
méiose (Stark, 1996). 
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La famille des PP2B a un rôle à jouer dans la régulation de la structure de la membrane 
cellulaire, dans l'halotolérance, dans l'homéostasie du calcium et est régulée par la présence de 
ca1modu1ine/Ca2+ (Stark, 1996). La famille des PP2C est particulièrement impliquée dans les 
déphosphorylations de la cascade de stress chez les prokaryotes comme chez les eukaryotes. 
Par exemple, chez la levure, elle est activée en réponse à un choc thermique ou osmotique 
(Chneiweiss, 1998). Dans les autres phosphatases, PP4 est nucléaire et semble impliquée dans 
l'arrivée des microtubules dans le centrosome, ce qui semblait jusqu'alors attribuée à PP2A 
(Chneiweiss, 1998). PP5 participe à la régulation de la transcription des ARN ribosomiques 
tandis que PP6 est nécessaire au passage de la phase G, vers S dans le cycle cellulaire. 
Également, PP6 permet l'accumulation de l'ARNm de certaines cyclines, requises lors de la 
transition G2/M (Chneiweiss, 1998). 

La division des PP2A est formé par un complexe des sous-unités catalytiques A et C 
auxquelles vient se greffer une sous-unité B ou encore un des isoformes B. Les sous-unités A 
et B contrôlent l'activité et la spécificité de la sous-unité catalytique (Mumby and Walter, 1993). 
La famille des PP2A possède, chez S. cerevisiae, deux sous-unités catalytiques soient: PPH21 
et PPH22, étant 74% homologues à leurs réciproques humains (Sneddon et al., 1990). Ces 
deux gènes sont importants pour une croissance normale de la levure. En faisant des délétions 
des sous-unités catalytiques, la morphologie du bourgeon est altérée et les cellules ne peuvent 
plus entrer en mitose. De plus, la fonction PP2A est nécessaire à la bonne organisation du 
cytosquelette d' actine, du bourgeon et de la localisation de la chitine (Lin and Arndt, 1995). La 
délétion de la sous-unité B, codée par CDC55 confère à la cellule un phénotype de sensibilité au 
froid (Ronne et al., 1991). Le gène RTS1 peut se joindre au complexe AC pour former un 
membre de la famille des PP2A. La protéine Rstlp est induite en réponse à plusieurs stress 
dans la cellule et ce, médié par l'élément STRE situé dans son promoteur. Face à ceci, une des 
formes ABC de PP2A pourrait moduler, ou faire partie d'une voie de réponse au stress 
(Evangelista et al., 1996). Chez l'humain, PP2A consiste en une structure catalytique (C36) et 
une sous-unité régulatrice (PR65). Associée à cette forme dimérique, s'adjoint une troisième 
sous-unité régulatrice variable (PR54, PR55, PR72, PR74, PR130 etc.) résultant en la formation 
d'une holoenzyme trimérique spécifique (Van Hoof et al., 1995). Les membres de la famille 
des PP2A humaines se retrouvent dans le cytoplasme, le noyau et aussi les membranes. Tout 
comme pour la levure, ils jouent un rôle important dans le métabolisme, la motilité, la division 
cell aire, la signalisation de croissance et dans l'expression des gènes (Cayla et al., 1994). 
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1.13.1.1 Les protéines reliées à la famille des PP2A 

Les membres de la famille des PP2A diffèrent entre eux par la sous-unité variable 
régulatrice faisant partie du complexe de l'holoenzyme. Les protéines suivantes font partie des 
protéines reliées à la famille des PP2A: Pph3p, Sit4p et Ppglp (Stark, 1996). Le gène PPH3 
est impliqué dans la formation du bourgeon et PPGI dans l'accumulation de glycogène chez la 
levure (Stark, 1996). Par ailleurs SIT4 est impliqué dans la régulation de transcription de 
certains gènes. Entre autre, il agit dans la régulation du contrôle des enzymes métabolisant le 
glycogène (Posas et al., 1991) et dans la transcription de certaines cyclines requises lors de la 
phase G1  (Luke et al., 1996). La protéine Sit4p est toujours associée à 4 protéines Sap (Sit4-
associated proteins), nécessaires au bon fonctionnement de la première (Luke et al., 1996). 

1.13.1.2 Les activateurs de phosphatases 

Les membres de la famille des PP2A sont principalement des phosphatases 
sérine/thréonine. Par contre, lorsque stimulés, ils peuvent également avoir une activité tyrosine 
phosphatase. Afin d'arriver à ce résultat, la participation d'ATP libre avec des phosphates PP,, 
les protéines microtubulaires de tubuline, la MAP2 ou encore l'antigène moyen T/petit t des 
protéines virales du virus du polyome sont nécessaires (Cayla et al., 1993; Jessus et al., 1989). 
Un autre moyen d'y parvenir est d'avoir la contribution d'un activateur de phosphotyrosyl 
phosphatase (PTPA) de façon ATP et Mg2+ dépendante, ou de la présence de polycations, 
protamine ou polylysine qui sont également des stimulants. La régulation de la fonction tyrosyl 
phosphatase de PP2A est finement régulée puisque lors de son activation par PTPA, en absence 
d'ATP ou de Mg2+ , PP2A inactivera sa fonction PTPase (Cayla et al., 1990). Puisque la 
fonction PTPA a été trouvée dans le cytosol d'oocytes d'amphibiens et dans une variété de 
cellules différenciées de mammifères, de même que son site potentiel de liaison à l'ATP 
retrouvé dans la séquence des PTPA à travers l'évolution, il est fortement suggéré que cette 
fonction soit conservée à travers le royaume animal. Sa concentration étant assez importante, il 
est admis que son rôle soit également majeur (Cayla et al., 1990). 

Chez la levure, deux homologues, yPtpalp (ou RRD1, YLL153w) et yPtpa2p (ou RRD2, 
YPL152w) ont 30-40% d'identité à la séquence de PTPA et yPtpalp active l'activité 
phosphotyrosyl phosphatase de la phosphatase humaine PP2A (Van Hoof et al., 1998). Le 
nom RRD vient de "resistant to rapamycin deletion" et la délétion de rrdl rend la levure 
résistante à la rapamycine et à la caféine et sensible au calcium, vanadate, kétoconazole, 
cycloheximide et au calcofluor blanc (Rempola et al., 2000). De plus, le gène RRD2 est 
inductible par le méthyl méthane-sulfonate (Jelinsky and Samson, 1999). L'homologue humain 
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de PTPA est un gène d'environ 60 kb. La région promotrice du gène ne contient pas de boîte 
TATA à l'endroit attendu. Cependant, elle possède une section riche en G-C, chose commune 
pour plusieurs gènes de transcription générale: "housekeeping gene" (Dynan, 1986). Le 
promoteur de ce gène contient les sites de liaison de différents facteurs de transcription comme: 
Spl, NF-i<13, Myb, Myc, Ani et Ets-1. Seul NF-KB a été vérifié jusqu'à présent et il 
n'augmente pas la régulation de PTPA (Van Hoof et al., 1995). Le locus dans lequel est situé 
PTPA contient également le gène c-abl et d autres gènes anti-oncogène impliqués dans le 
cancer de la vessie. Ce locus semble donc être un bloc d' anti-oncogène (Van Hoof et al., 
1995). 

1.13.2 Les protéines-tyrosine phosphatases 

Les cascades de transmission de signaux utilisant les tyrosines phosphorylées sont très 
nombreuses, que ce soit pour la différentiation, la prolifération ou la migration cellulaires 
(Olivero et al., 1998). 	Les protéines-tyrosine phosphatases (PTP) transmembranaires 
comportent un segment intracytoplasmique portant les domaines phosphatases, un segment 
transmembranaire et un segment extracellulaire variable. Des membres de la famille des PTP 
transmembranaires régulent le développement et la différentiation des neurones chez la 
drosophile (Desai et al., 1996). L'interaction de la PTP et de la contactine permet l'adhérance 
cellulaire et le développement des axones (Peles et al., 1995) tandis que la protéine CD45, 
spécifique pour les cellules hématopoïétiques joue un rôle positif dans la transmission du signal 
en aval du récepteur de l'antigène des lymphocytes T (Okumura and Thomas, 1997). 

En ce qui concerne les PTP intracytoplasmiques, deux ont été identifiés chez l'humain 
soit SE1P-1 et SHP-2. SHP1 est exprimée dans les cellules hématopoïétiques et régule 
négativement la signalisation cellulaire des récepteurs des cytokines (Olivero et al., 1998). 
SHP-2 est recrutée par le récepteur de 1'IL-2 (Nelson et al., 1997) et aussi par celui de 
l'insuline où elle joue un rôle d'adaptateur pour le substrat du récepteur de l'insuline (Rocchi et 
al., 1996). Lorsque le gène codant pour la protéine SHP-2 est délété, ceci entraîne la mort 
précoce des embryons (Saxton et al., 1997). Une autre protéine tyrosine phosphatase, CL100, 
est impliquée dans la réponse au stress oxydatif et au changement de température (Keyse and 
Emslie, 1992). Cette phosphatase a comme cible la "mitogen activated protein" (MAP) kinase 
et la rend inactive après déphosphorylation (Alessi et al., 1993). Une dernière phosphatase 
(apparentée à cdc25 de S. pombe) est induite par une carence en azote chez la levure (Guan et 
al., 1992). 
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1.13.3 Les protéines phosphatases et la réparation d'ADN 

L'équipe de Wood (1996) implique directement la phosphorylation des protéines avec la 
réparation de l'ADN. L'action du NER a été trouvée être sensible à l'acide okadaïque qui est 
un inhibiteur de la famille des phosphatases PP2A in vitro (Ariza et al., 1996). En présence de 
cet inhibiteur, la sous-unité p34 de la protéine de réplication A (RPA) devient 
hyperphosphorylée. 	Cependant aucune évidence n'a été démontrée que cette 
hyperphosphorylation affectait la réparation (Pan et al., 1995) puisque l'addition de RPA 
déphosphorylé dans l'extrait contenant l'inhibiteur ne redonne pas la fonction au NER pour 
autant (Ariza et al., 1996). L'ajout de phosphatase PP2A purifiée dans l'extrait balance l'état 
de phosphorylation de p34 et permet au NER d'effectuer son rôle de réparation (Ariza et al., 
1996). L'étape requérant l'activité phosphatase est celle de reconnaissance/première incision. 
Par contre, dans le NER reconstitué in vitro, aucune phosphatase n'avait été ajoutée et le 
système était fonctionnel (Aboussekhra et al., 1995). La présence de la phosphatase ne serait 
donc que pour maximiser l'efficacité du NER. La cible exacte de déphosphorylation de PP2A 
n'a pas encore été trouvée (Ariza et al., 1996). 

Une implication des phosphatases au niveau de la réparation pourrait être après l'action 
de la caséine kinase 11 (CKII). Celle-ci phosphoryle les résidus sérines/thréonines de 
l'homologue humain de l'exonucléase III de E. coli soit l'enzyme HAP (APE/Ref-1). Cette 
enzyme oeuvre dans la réparation des sites abasiques. Une fois phosphorylée sur les résidus 
mentionnés par la CK11, HAP n'est plus capable de cliver le substrat d'ADN contenant un site 
abasique. La raison de cette inactivation de l'activité de réparation est inconnue, mais 
l'intervention d'une phosphatase serait souhaitable pour la reprise du travail d'HAP 
phosphorylée (Yacoub et al., 1997). Une autre enzyme semble être sous le joug d'une kinase 
au sujet de son inactivation. En effet, la protéine kinase C (PKC) phosphoryle la polymérase 13 
in vitro et ceci la rend inactive. En conséquence, tout système de réparation impliquant la 
polymérase 13 est négativement régulé par la PKC et nécessiterait donc une phosphatase pour 
rétablir la fonction de la protéine (Tokui et al., 1991). 

1.14 Les chaperones cellulaires 

Les chaperones sont un groupe de protéines ayant pour fonction d assister à la 
conformation des protéines et ce, aussi bien sous les conditions physiologiques qu'en 
situations de stress. 	Dans tous les organismes, l'induction des chaperones est 
remarquablement rapide et intense, montrant bien l'urgence de leur réponse lorsque requise 
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(Lindquist and Craig, 1988). Elles ont la capacité de reconnaître et de se lier aux protéines 
natives afin de prévenir des aggrégations non-spécifiques pour leur donner leur conformation 
fonctionnelle. L'importance des chaperones dans la cellule est telle qu'on commence à voir 
émerger des maladies ayant comme source une protéine à l'arrangement inadéquat comme par 
exemple dans l'Alzheimer, la fibrose kystique ou encore l'hypercholestérolémie familiale 
(Carrell and Lomas, 1997). Les chaperones se divisent en trois familles: les Hsp70, Hsp90 et 
les sHsp (Beissinger and Buchner, 1998). Le phénotype souvent retrouvé lorsque les 
chaperones sont délétées est une sensibilité aux hautes températures. 

1.14.1 Les Hsp90 

La famille des "heat shock protein" de 90 kDa (Hsp90) est connue pour former des 
complexes stables avec des protéines des voies de signaux de transduction et de la régulation du 
cycle cellulaire telles les protéines kinases. Les membres de cette famille sont abondants, 
synthétisés constitutivement, sont induits par des stress de température et jouent un rôle dans la 
thermotolérance (Lindquist and Craig, 1988). La fonction majeure des membres de la famille 
Hsp90 est de stabiliser une protéine qui subira d'autres changements de confoimations suite à 
des signaux externes par exemple par la liaison d'une hormone (Pratt and Toft, 1997). En effet, 
Hsp90 se lie aux récepteurs hoinionaux jusqu'à ce que l'hormone se lie au récepteur et libère 
Hsp90. Conséquemment, Hsp90 maintiendrait le récepteur inactif tant que l'hoinione 
correspondante n'est pas présente (Lindquist and Craig, 1988). Les chaperones Hsp90 
auraient des partenaires afin de les aider à mieux régler la confoiniation des protéines, mais leur 
identité est encore inconnue (Beissinger and Buchner, 1998). 

1.14.2 Les sHSP 

Les "small heat shock proteins" (sHSP) sont des chaperones ubiquitaires dont 
l'activité n'est pas induite sous des conditions de stress et leur action est indépendante de 
l' ATP. En effet, elles ont un rôle essentiel dans les processus physiologiques des cellules 
normales comme durant la division cellulaire ou durant les stages du développement (Arrigo, 
1995). Il est également connu que l'expression des sHSP augmente la résistance des cellules 
envers le peroxyde d'hydrogène et le ménadione et ce, par la voie du glutathion (Arrigo, 1995; 
Huot et al., 1991). La conséquence de cette résistance pourrait s'expliquer par un rôle des 
sHSP dans la stimulation de la dégradation des protéines oxydées par les ROS (Arrigo, 1995). 
Toutefois, le mécanisme par lequel les sHSP réduisent les ROS ou activent la voie du glutathion 
n'est pas encore connu (Arrigo, 1995). 
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Figure 16: Modèle de la réaction 
cyclique des chaperones Hsp70. 
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1.14.3 Les Hsp70 

Les "heat shock protein" de 70 kDa (Hsp70) ont une activité monomérique ATP-
dépendante. La caractéristique principale de celles-ci est de lier de petits segments 
hydrophobiques de protéines dénaturées (Rüdiger et al., 1997). Les Hsp70 en général sont 
importantes pour la conformation des protéines nouvellement synthétisées, la translocation des 
protéines au réticulum endoplasmique ou à la mitochondrie, à la dégradation de certaines 
protéines, au niveau du traffic vésiculaire, à la progression du cycle cellulaire et même dans 
l'apoptose (Mayer and Bukau, 1998). Les deux grands représentants des Hsp70 sont les 
DnaK et les DnaJ. Les DnaK ont été originalement identifiées comme protéines nécessaires à 
la réplication du phage lambda (Georgopoulos, 1977). Les DnaK ont deux domaines distincts, 
un d'activité et un de spécificité de substrat. L'action ATPase des DnaK est médiée par les 
DnaJ. Ces demières sont synthétisées majoritairement en condition de stress et activent 
l'hydrolyse d'ATP pour capter le substrat, de façon plus stable, par les DnaK (voir figure 16) 
(McCarty et al., 1995). Les DnaJ lient également des protéines en ayant une activité chaperone 
propre. L'interaction entre les DnaK et DnaJ est médiée par le domaine dit J (4 hélices a liées 
par des boucles de façon à créer une structure en "doigt" séparée par une séquence conservée) 
retrouvé dans tous les homologues des DnaJ (Brodsky and Pipas, 1998). 

L'homologue DnaK entre dans le cycle dans 
une conformation liée à l'ATP, caractérisée 
par une association et dissociation rapide au 
substrat. Sous la stimulation de DnaJ, qui 
convertit l'ATP lié en ADP, l'interaction de 
DnaK avec un polypeptide non-replié (U) ou 
un intermédiaire replié (I) est stabilisée. La 
protéine GrpE promouvoit le relâchement de 
l'ADP lié à DnaK. 	Des liaisons 
subséquentes de l'ATP permettent la 
dissociation du polypeptide dans sa 
conformation intermédiaire (I), qui peut se 
replier ensuite dans sa forme native (N) ou 
entrer dans un autre cycle d'interaction avec 
la chaperone DnaK. Figure tirée de Frydman 
and Hbhfeld, 1997. 



1.14.3.1 Les DnaJ 

On retrouve des homologues des DnaJ chez la levure et aussi chez l'humain. Chez la 
levure, il existe 16 homologues dont les fonctions pour certains d'entre eux restent à être 
démontrées: Ssalp, Ssa2p, Ssa3p, Ssa4p, Ssblp, Ssb2p, Sej1p, Xdjlp, Caip, Caj1p, Mdjlp, 
Mdj2p, Jemlp, Sis lp, Sec63p et Ydj lp/Mas5p. Par exemple, le gène SEC63 chez S. cerevisiae 
médie l'entrée des protéines dans le réticulum endoplasmique (Rothblatt et al., 1989). La 
protéine Sis lp est essentielle et lorsque délétée rend les cellules inviables (Luke et al., 1991). 
Pour les besoins du mémoire, je concentrerai mes informations sur la chaperone Ydjlp. 

La chaperone Ydjlp est située dans le cytosol et est attachée aux membranes par un 
groupe farnésyl situé en C-teiiiiinal de la protéine (Cyr et al., 1992). Ce groupement provient 
d'une modification post-traductionnelle qui est nécessaire au bon fonctionnement de la 
chaperone (Caplan et al., 1992). Cette farnésylation médierait sa localisation cellulaire ou 
encore spécifierait son action en situation de stress. Ydjlp transporte les protéines jusqu' au 
réticulum endoplasmique et à la mitochondrie. Sa présence est également nécessaire pour la 
survie de la cellule à 37°C (Caplan et al., 1992). Ydjlp interagit avec les chaperones Ssalp/2p 
et Ssblp/2p; elle régule leur fonction ATPase ainsi que leur activité de liaison au polypeptide 
(Cyr and Douglas, 1994; Cyr et al., 1992). Ces complexes voient à la régulation de la formation 
des microtubules (Oka et al., 1998). 

Au niveau du cycle cellulaire, la chaperone Ydj1p est nécessaire à la phosphorylation de 
la cycline C1n3, requise pour la synthèse de d' autres cyclines puis pour la transition G1-S 
(Yaglom et al., 1996). Lors d'une grande production de Ydjlp, la cycline C1n3 est rapidement 
phosphorylée menant à sa dégradation ce qui aura pour conséquence un arrêt du cycle cellulaire 
en G,. Un tel phénomène peut survenir lors de choc thermique (Yaglom et al., 1996). En ce qui 
concerne la dégradation des protéines, Ydjlp est essentielle pour la voie de dégradation 
dépendante à l'ubiquitination. La chaperone peut y jouer deux rôles: i) elle facilite la 
reconnaissance des protéines ayant un problème conformationnel ou ii) elle sert de cofacteur 
pour des enzymes liant l'ubiquitine (Lee et al., 1996). 
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Du côté des chaperones humaines, notons, Hsjlp qui est exprimée dans les neurones 
(Cheetham et al., 1992). Également, Hdj2p est une protéine du cytoplasme qui n'est pas induite 
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1.14.4 Les chaperones et la réparation d'ADN 

Les chaperones DnaK et DnaJ sont connues pour interagir avec la sous-unité UvrA du 
NER procaryotique. L'équipe de Van Houten (1998) a démontré que UvrA est stabilisée par la 
chaperone DnaK ou par une combinaison de DnaK et DnaJ et ce, dans des conditions in vitro. 
La présence des chaperones permet à UvrA d'interagir à plusieurs reprises avec UvrB, allant 
jusqu' à améliorer l'efficacité d'incision. Enfin, un mutant délété en dnak démontre une 
sensibilité aux UV et une baisse de l'enlèvement des dommages laissés par les UV, témoignant 
d'un rôle important pour la chaperone dans le NER (Zou et al., 1998). 

1.15 Problématique et objectifs de ce travail 

Le 4-NQO est une drogue utilisée depuis longtemps pour son aspect "simulant" les 
ultraviolets de type C. En effet, les dommages occasionnés par le 4-NQO sont en majorité 
l'apposition d' adduits encombrants sur l'ADN en la présence d'additions de groupement 
quinoline sur la guanine ou encore sur l'adénine. En moindre proportion, le 4-NQO forme 
également des dommages oxydatifs à l'ADN comme par exemple des 8-oxo-guanines. 

L'intérêt du laboratoire pour le gène yPTPA1 provient de la présence de celui-ci sur le 
brin complémentaire de la région promotrice du gène IMP2 ("independent of mitochondrial 
partical"). Le gène IMP2 est un gène dont l'étude est en vigueur dans le laboratoire étant donné 
son implication dans la résistance des cellules contre un agent anti-tumoral, la bléomycine 
(Masson and Ramotar, 1996). La proximité de ces deux gènes, dont l'un est déjà connu dans la 
réparation de l'ADN, peut amener l'identification d'un opéron concernant la réparation de 
l'ADN. C'est en testant différentes drogues que l'on s'est aperçu que le gène yPTPA1 était 
nécessaire à la protection des cellules exposées à un traitement au 4-NQO (Bélanger, 1997). 

Puisque l'on sait que le 4-NQO provoque deux types de dommages complètement 
différents, étant réparés par deux types de mécanismes également différents, nous avons été 
tentés de savoir dans laquelle des deux voies lésionnelles yPTPA1 était impliqué. En voulant 
vérifier la voie des dommages encombrants, le mutant Ayptpal fut irradié aux UVC (254nm) et 
il n'en résulta aucune différence de sensibilité par rapport à la souche parentale. C'est donc 
avec de forts soupçons que l'on émit l'hypothèse que yPTPA1 était impliqué dans la protection 
des cellules contre les dommages oxydatifs causés par le 4-NQ0. C'est alors que d'autres 
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sources d'oxydants ont été essayé contre le mutant pour caractériser plus amplement son rôle 
dans la réparation de l'ADN ainsi que ses interactions avec d'autres protéines. Les résultats de 
ces travaux et l'évolution de ceux-ci sont présentés dans ce mémoire. 



II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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2.1 Souches de bactéries et de levures utilisées 

Organisme Souche Génotype 
Escherichia coli DH5 la supE 44 A/acU169 080 lacz 

AMIS hsdR17 recAl endAl 
gyrA96 thi-1 relAl 

Saccharomyces cerevisiae 

DBY747 MATa; gal2; can% leu2-3, 
112; 	his3-A1; 	t7p1-289a; 
ura3-52 

P.HY3 isogénique 	à 	DBY747 
excepté yptpalA::LEU2 

FY86 MATa; 	his3-A200; 	ura3- 
52; /eu2A1; GAL2+; 

EBY1 isogénique à FY86 excepté 
yptpalA::LEU2 

y433 x DRY212 (diploïde) y433: 	MATa; 	ura3-52; 
/ys2-801; 	ade2-101; 
his3A200; leu2 A98 
DRY212: 	isogénique 	à 
DBY747 	 excepté 
imp2A::LEU2 

PJ69-4A MATa; 	t7p1-901; 	leu2-3, 
112; 	ura3-52; 	his3-200; 
gal4A; 	 ga/80A; 
LYS2::GAL1-1171S3 	GAL2- 
ADE2; met2::GAL7-/acZ 

2.2 Les milieux de culture 

La croissance des bactéries a été effectuée dans un milieu Luria-Bertani (LB) (par litre: 
lOg de bacto-tryptone, 5g de "yeast extract" et lOg de NaCl; autoclavé, pour le milieu solide, 
contenant 15g de bacto-agar). Lorsque les bactéries contenaient des plasmides portant une 
résistance à l'ampicilline, la sélection était opérée par un ajout de 100 ptg/m1 dans le milieu 
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solide et 2001.tg/rnl dans un milieu liquide d'ampicilline. La croissance des levures s'est faite 
soit dans le YPD un milieu riche et complet (par litre: lOg "yeast extract", 20g peptone et 20g 
dextrose; autoclavé, pour le milieu solide on ajoutera 20g de bacto-agar), ou dans des milieux 
synthétiques minimaux (par litre: 6,5g "yeast nitrogene base" sans acides aminés, 20g de 
dextrose et 1,73g d'un mixte d'omission tel que décrit par Sherman et al., (1983) le milieu 
solide contenant 20g de bacto-agar). Pour la croissance des levures contenant les plasmides 
exprimant la "green fluorescent protein" (GFP) à l'aide du vecteur pYES2.0 (Invitrogen), les 
milieux riches et d'omission sont les mêmes exceptés que la quantité de dextrose est remplacée 
par 0,2% de galactose afin d'activer le promoteur GAL1 et de permettre l'expression du gène 
d intérêt. 

2.3 Plasmides utilisés lors de l'étude 

Le premier plasmide de l'étude est le plasmide récupéré du double-hybride avec 
yPtpalp. Il s'agit du vecteur pGAD-C1 (James et al., 1996) contenant une partie du cadre de 
lecture YN1,077W (Saccharomyces cerevisiae genetic database (SGD)) nommé YDJ2 par son 
homologie à la chaperone de levure YDJ1. La portion du gène inclus dans le vecteur s'étend du 
3e nucléotide jusqu'au nucléotide 1308 soit 80% de la séquence codante appelé pGAD-Ydj212_ 

436' Le plasmide pGAD-C3 ayant 100% du gène YDJ2, a été construit avec un produit PCR 
(voir section 2.12) contenant le cadre de lecture de YNL077W coupé avec les enzymes E,coRI et 
XbaI, introduit dans le vecteur YEp352 (Hill et al., 1986) clivé par les mêmes enzymes. De ce 
nouveau plasmide, le gène fut extrait par les enzymes EcoRI/PstI pour être introduit dans le 
vecteur pGAD-C3 (James et al., 1996) par les mêmes enzymes (le cadre de lecture étant 
maintenu par l'enzyme EcoRI) générant ainsi pliB9. 

Afin d'obtenir des mutants du gène yPTPA1, une mutagénèse aléatoire a été effectuée 
sur le plasmide pGBDU-yPTPA (section 2.15) construit par le Dr_Dindial Ramotar. Le gène 
yPTPA1 muté de façon aléatoire a été coupé par les enzymes EcoRI/Bamill et réinséré dans un 
vecteur pGBDU-C2 (James et al., 1996) non mutagénéisé. De cette façon nous avons obtenu 
les plasmides pIB12, pIB15 et pIB16. Les deux mutations contenues dans pIB12 ont été 
isolées de la façon suivante: le plasmide pl-312 fut digéré EcoRI/RcaI et la portion de 548nt fut 
isolée (contenant la 1 ère mutation E149K). Ensuite, le plasmide pGBDU-yPTPA/ intact a été 
clivé par RcaI/HindIII pour en retirer un fragment de 634nt. Nous avons ligué ces deux 
fragments de yPTPA1 pour ensuite les liguer au vecteur natif pGBDU-C3 EcoRI/HindIII. Ce 
plasmide contenant la première mutation isolée est appelé pIB13. Pour isoler la 2'ème mutation, 
G200D: le plasmide p[1312 fut digéré RcaI/HindIII et la portion de 634nt a été isolée. Après, le 
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plasmide intact pGBDU-yPTPA/ fut clivé par les enzymes EcoRI/RcaI pour extraire un 
fragment de 548nt. Ces deux derniers fragments ont été ligués ensemble avant d'être ligués 
dans le vecteur pGBDU-C3 natif coupé EcoRI/HindIII. Ce plasmide a été désigné pIB14. 

Le gène encodant pour la protéine de fluorescence verte (GI-,P) provenant du Dr Dennis 
J. Thiele, a été clonée en aval du promoteur GAL1 du vecteur pYES2.0 (Invitrogen) par les 
enzymes KpnI/EcoRI, générant pYES-GFP, construit par M. Jocelyn David. En clonant par 
E,coRI, les protéines se retrouvent en phase avec la GFP et on peut donc observer la présence 
des protéines de fusion par ce marqueur. Le gène IMP2 fut inséré dans le plasmide pYES-GFP 
par les enzymes EcoRI/XhoI, créant ainsi pYES-GFP-/MP2 contruit par Dr Jean-Christophe 
Hoflack. De la même façon, le gène yPTPA1 coupé par les enzymes EcoRI/SalI, fonte pYES-
GFP-yPTPAI construit par M. Jocelyn David et finalement le produit PCR de YDJ2, coupé 
EcoRI/XbaI fut également inséré dans pYES-GFP pour produire le plasmide pIB6. 

Afin d'obtenir des mutants de délétions Aydj2, la construction du plasmide pIB11 a été 

nécessaire. Le plasmide YIPlac211 portant un marqueur de sélection pour l'uracile (Gietz and 
Sugino, 1988), a été clivé par les enzymes HindIII/EcoRI. Par la suite, une réaction catalysée 
par la polymérase Klenow a permis de remplir les extrémités protubérantes laissées par les 
enzymes pour créer des extrémités franches. Le plasmide pGAD-Ydj212_436  a été coupé 
HindIII/EcoRV afin de retirer un fragment de 500nt du gène YDJ2. Les extrémités de cet insert 
ont aussi été mises franches par la Klenow. Enfin, il y eut ligation de l'insert au vecteur pour 
fouiner pliB11. La figure 17 illustre les plasmides utilisés. 



I M P 2 

A A D 1 1 c o R 1 A DI 1 c  	 % b el. % h ol - S al Ec o R 1 

5 8 

/2 1 l< Pi And 1 1 I G F P 

[ )  

X1381./11101 - Sal I E c o RI c o RI 

p Y E S- G F P-I P 1 P 2 

7. 8 5 K b 

2 u O R' e 
U R A 3 

A m p R 

B a m h 1 1. S el 1 . P 3 U. B g 1 1 1 

P stl . B gll I G all 
C ol E I 

p nl 
y P T P A I 

G F P 

G e 1 1 
C ol E I 

p Y E S- G F P- y P T P A 1 

7. 8 5 K b 

A m p R 
2 u 0 1 1 1 

U R A 3 

G F P Y D J 2 

G el I 

p Y E S- G F P- Y D J 2 ( p 1 B 6 1 

C ol E 1 	
8. 4 5 K b 

2 u O R LI 

Ar n p R 

U FI A 3 

— Jli n dlil-i n a ctif 

-... K p n 1 

\ E c o R 1 -I n a ctif 

Fi g u r e 1 7: Pl a s mi d e s utili s é s l o r s d e c ett e ét u d e. A ) p I B 9, B ) p G B D U - y P T P A/, C ) 

p Y E S- G F P-/ M P 2, D) p Y E S- G F P- y P T P A/, E) 0 3 6, F) pl B 1 1, L a s e cti o n 2. 3 d é crit pl u s 

a m pl e m e nt l e s p arti c ul arit é s d e s c o n str u cti o n s cit é e s. 

2. 4 C o n str u cti o n d e s m ut a nt s d e d él éti o n d e Y D J 2 

L e pl a s mi d e pI B 1 1 a ét é di g ér é a v e c l' e n z y m e d e r e stri cti o n K p nI p o ur l e li n é ari s er t o ut 

e n a y a nt d e s e xtr é mit é s a p p art e n a nt a u g è n e Y D J 2. A pr è s a v oir pr é ci pit é l a di g e sti o n afi n d e 

d é s a cti v er l e s e n z y m e s, l e pl a s mi d e a ét é tr a n sf or m é d a n s l a s o u c h e di pl oï d e y 4 3 3 x D B Y 2 1 2 

s el o n l a m ét h o d e d e tr a n sf or m ati o n d é crit e à l a s e cti o n 2. 8. L e g è n e Y D J 2 e st i n a cti v é c h e z l e s 

tr a n sf or m a nt s a y a nt s u bi u n e r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e e ntr e l e s e xtr é mit é s a p p art e n a nt s à 

Y D J 2 d e pI B 9 et l a c o pi e c hr o m o s o mi q u e d u g è n e. L e s tr a n sf or m a nt s s er o nt s él e cti o n n é s s ur 

u n mili e u s a n s ur a cil e. U n b u v ar d a g e S o ut h er n ( d é crit à l a s e cti o n 2. 1 3) p er m et d'i d e ntifi er l e s 

tr a n sf or m a nt s a y a nt bi e n i nt é gr é l e pl a s mi d e YI P c o nt e n a nt l a c a s s ett e U R A a u s ei n d u g è n e 

Y D J 2. L e m ut a nt d e d él éti o n d a n s l a s o u c h e di pl oï d e a d o n c u n g é n ot y p e y dj 2'. • 

2. 5 Pr é p ar ati o n d e s c ell ul e s c o m p ét e nt e s et tr a n sf or m ati o n d e E. c oli 

L a pr o c h ai n e pr o c é d ur e e st b a s é e s ur l e pr ot o c ol e d é crit d a n s S a m br o o k et al., ( 1 9 8 9). 

P o ur eff e ct u er l a pr é p ar ati o n d e c ell ul e s c o m p ét e nt e s d' E. c o/i, u n e s o u c h e pr é al a bl e m e nt 

c o n g el é e d e D H 5 a e st stri é e s ur p étri L B, l ai s s é à 3 7 ° C t o ut e l a n uit ( o/ n). U n e c ol o ni e i s ol é e 



59 

est alors piquée et inoculée dans 5m1 de LB contenant 6mM de MgSO4  o/n. Le lendemain, la 
culture est diluée dans 200m1 de LB + 6mM de MgSO4  préalablement chauffé, puis laissée à 
37°C jusqu'à ce que la densité optique atteigne 0.48 à 550nm. Une fois rendue à densité 
voulue, les cellules sont refroidies sur glace 5 minutes puis centrifugées à 4000 rpm pendant 10 
minutes à 4°C dans des tubes (falcons) de 50m1. Le surnageant est décanté et chaque culot est 
resuspendu dans 20 ml de TFB I froid (30 mM de KOAc, 10mM de CaC12* 2F120, 50mM de 
MnC12* 4H20, 100mM de KC1, 15% volume/volume (v/v) glycérol-eau). Les cellules sont 
laissées sur glace pendant 10 minutes et sont centrifugées à 4000 rpm, pendant 10 minutes à 
4°C. Une fois le surnageant enlevé, chaque culot est resuspendu avec 2m1 de TFB II froid 
(10mM de MOPS (3[N-morpholino] propane sulfonic acid), 75m_M de CaC12e 2H20, lOrnlVI 
de KC1, 15% v/v glycérol-eau). Les cellules maintenant compétentes sont laissées sur glace 
sèche pendant 15 minutes après avoir été aliquotées à 200111 par eppendorf. Les cellules sont 
congelées sur glace sèche et conservées à -80°C. 

Pour la transformation, un aliquot de cellules (200µ1) est tout d'abord décongelées puis 
mise sur glace pour une période de 10 minutes. L'ADN à transformer est ajouté à raison 
d'environ 50 ng (au plus 1/10 v/v des cellules) et le tout est laissé sur glace pour 30 minutes. 
Ensuite, on applique un choc thermique, de 90 secondes à 42°C ou 5 minutes à 37°C, puis lml 
de LB est ajouté dans l'eppendorf et les cellules sont incubées pour 1 heure à 37°C. Suite à ce 
délai, les cellules sont centrifugées et resuspendues dans 1001.1l de milieu pour être finalement 
étalées sur un pétri LB-agar contenant l'antibiotique requis. Les transformants seront obtenus 
au bout de 15 heures, après incubation à 37°C. 

2.6 Préparation d'ADN plasmidique d'E. coli 

La préparation d'ADN plasmidique d'E. co/i est réalisée par la méthode de la lyse 
alcaline décrite par Sambrook et al., (1989). 

2.7 Préparation d'ADN chromosomique de S. cerevisiae 

La méthode pour obtenir de l'ADN chromosomique de levure est celle décrite par 
Ramotar et al., (1991a). Une souche désirée est inoculée dans 5m1 de YPD ou milieu minimal 
et incubée à 30°C o/n. Les cellules sont ensuite centrifugées à 3600 rpm pendant 5 minutes. 

Le culot est ensuite lavé avec de l'eau stérile puis du IL 1X (0.1M Tris-HC1 pH 8.0, 0.01M 
EDTA, pH 7.5) et centrifugé à chaque fois. 11 est finalement resuspendu dans 500111 de tampon 
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sphéroplaste (1M sorbitol, 10mM NaPi (pH 7.0), 10mM EDTA pH 8.0) et transféré dans un 
eppendorf. Après avoir ajouté 101.11 de zymolyase (Sigma) (5mg/m1) et 4,1 de 13-

mercaptoéthanol (Sigma), les cellules sont incubées à 37°C pendant 20 minutes puis 
centrifugées. Le culot cellulaire est resuspendu dans 500µ1 d'une solution de lyse de (50mM 
d'EDTA pH 8.0, 0.3% SDS, 100mg de protéinase K (Sigma)) puis la solution est incubée 30 
minutes à 65°C. Les cellules lysées sont alors refroidies sur glace et on ajoutera 200111 
d'acétate de potassium 5M pendant 20 minutes afin de précipiter l'ADN. A partir d'ici, les 
embouts utilisés seront sectionnés dans l'extrémité pour ne pas briser l'ADN. Afin de 
récupérer le surnageant, on centrifuge à 4°C à 12000 rpm pendant 10 minutes. Un même 
volume de phénol que de surnageant est rajouté, on mélange les deux solutions par inversion 
puis on centrifuge 10 minutes, 12000 rpm à 4°C. L'ADN contenu dans le surnageant est 
précipité par deux volumes d'éthanol 95% o/n à -80°C. Le lendemain, les eppendorfs sont 
centrifugés 15 minutes, puis le culot est lavé avec de l'éthanol 70% et resuspendu dans 30µ1 de 
TE (10mNI Tris-HC1 pH 8.0, 1mM EDTA pH 7.5) contenant de la RNAse A à 10µ,g/ml. Il faut 
permettre à la RNase A de digérer au moins 4 heures avant d'utiliser l'ADN. 

2.8 Transformation de cellules de S. cerevisiae 

Les cellules de levure sont transformées selon la méthode de génération de 
sphéroplastes décrite par Ito et al., (1983). Les cellules sont inoculées dans un ml de milieu 
YPD ou minimal o/n à 30°C. Le lendemain, les cellules sont diluées 1:5 dans du milieu frais et 
incubées pour 4 heures à 30°C. La culture est ensuite centrifugée à 3600 rpm pendant 5 

minutes, lavée avec un ml d'eau puis avec 1 ml d'une solution de TE/LiAc 1X (pour 1 ml: 
100µ1 de It 10X, 1000 LiAc 1M pH 7.5, 800j.tl eau stérile). Les cellules sont finalement 
resuspendues dans 1501.11 de la dernière solution et distribuées à raison de 50µ1 par eppendorf. 
A ce volume sera rajouté liug d'ADN à transformer et 501.1g d'ADN de sperme de saumon 
soniqué puis 30411 d'une solution de (PEG 3350 40% (fait à partir d'une solution de PEG 
3350 50% stérile), TE 1X et LiAc 1X). Le tout est incubé à 30°C pendant 1h30. Ensuite, les 
cellules sont soumises à un choc thermique à 42°C pendant 15 minutes et sont centrifugées 1 

minute à 12000 rpm. Elles sont resuspendues dans 751_11 d'eau stérile et étalées sur le milieu de 
sélection correspondant, puis incubées à 30°C. Les transformants sont obtenus au bout de 2 
jours. 
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2.9 Préparation d'ADN plasmidique de S. cerevisiae 

Il s'agit du même protocole que pour extraire l'ADN chromosomique (décrit à la 
section 2.7) avec une modification. Après l'extraction au phénol, 30µ1 du surnageant est pris 
pour faire une transformation de E. coli tel que décrit à la section 2.5. Une lyse alcaline (section 
2.6) sur les transformants bactériens periiiet de récupérer les plasmides. 

2.10 Exécution du double-hybride chez S. cerevisiae 

La technique du double-hybride sert à trouver des interactions protéines-protéines dans 
la levure. La technique ci-dessous est adaptée de la méthode décrite dans James et al., (1996). 
La souche de levure PJ69-4A est transformée avec le plasmide pGBDU-contenant l'appât (dans 
notre cas la yPTPAI) fusionné au domaine de liaison à l'ADN du promoteur GAL4 et une 
librairie génomique de levure contenue dans les plasmides pGAD portant le domaine 
d'activation de GAL4 (James et al., 1996). La sélection se fait sur milieu d'omission -leucine, - 
uracile, -adénine (-LAU) (sélectionnant l'interaction). Les transformants sont obtenus entre 2 et 
7 jours après avoir fait la transformation. Pour ne sélectionner que des interactions positives et 
éliminer les faux-positifs, il faudra tester les premiers transformants sur milieu -leucine, -uracile, 
-histidine (-LUH) + 15mIVI de 3-aminotriazole, puis —leucine, -uracile, X-gal (-LU-X-gal). Les 
transfoimants étant positifs pour les trois tests sont alors séquencés. 

2.11 Pétris de gradient 

La méthode pour les tests sur pétris de gradient au 4-NQO est basée sur celle décrite 
par Cunningham et al., (1986) avec quelques modifications. À 30m1 de YPD-agar autoclavé 
puis maintenu à 55°C, 1.50 de 4-NQO (10mg/m1) est ajouté. Une fois mélangé, l'agar est 
versé dans un pétri carré de 9cm X 9cm. Ce dernier est ensuite maintenu incliné sur une pipette 
de 5m1 en plastique couchée sur la paillasse, à la hauteur de la première division (soit environ 
lcm du bord) avec un angle de 45°. Après que l' agar ait figé, le pétri est remis à l'horizontale 
et recouvert avec 35m1 de YPD-agar liquéfié sans drogue cette fois. Après la prise de l'agar, le 
pétri est séché dans un incubateur à 37°C pendant 1 heure, couvercle enlevé. Un aliquot de 
10111 d'une culture stationnaire de S. cerevisiae est dilué dans un ml de YPD mou (à 0,7% 
d' agar, maintenu à 55°C. Le tout est transféré sur la surface d'une lame de microscope stérile. 
Le long rebord d'une autre lame de microscope, est ensuite trempé dans la suspension de 
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cellules, puis mis délicatement en contact avec la surface de l'agar, de façon parallèle au 
gradient. Les pétris sont ensuite incubés à 30°C jusqu'à l'apparition de croissance cellulaire. 

2.12 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Les produits PCR nécessaires afin de construire le plasmide contenant le gène YDJ2 ont 
été réalisés sur de l'ADN chromosomique. Pour ce faire, litg de l'amorce synthétique 
YDJ2: 2-F (5' -TAAGAATTC(EcoRDATGCAACAAAACACGTC 	111A) et litg de l' amorce 
synthétique YDJ2:3-R (5'-CCCACGATCTCTAGA(Xbal)CAGGCACTAAGAAA) ont été 
utilisés. Le PCR a été effectué dans une réaction totalisant 100µ1 avec 10Ong d'ADN 
chromosomique, les amorces, 0.2m_M de dNTPs, 10% (v/v) de tampon 10X (Pharmacia), 
2.5mM MgC12  et 5 U de Taq ADN polymérase (Pharmacia). Afin de compléter une 
mutagénèse aléatoire sur le gène yPTPAI, les amorces suivantes ont été utilisées: GBDU-UP 
(5 -AAGAGAGTAGTAACAAAG) et GAD-DOWN (5' -TGAAGTGAACTTGCGGGG). 
Les conditions de PCR sont les suivantes: un cycle de dénaturation de 95°C pendant 90 
secondes, suivi d'un appariement à 53°C pour YDJ2 et 50°C pour yPTPA1 pendant 45 
secondes et enfin un cycle de polymérisation de 72°C pour 2 minutes; le tout répété 35 fois. 

2.13 Buvardage Southern 

Pour vérifier si le gène YDJ2 de S. cerevisiae contenait l'insertion du plasmide pIB11 
soit 4.3kb, une hybridation moléculaire de type Southem a été réalisée. Cette analyse est faite 
sur de l'ADN génomique. L'ADN exempt d'ARN est préalablement digéré (10µg) avec une 
enzyme de restriction (dans notre cas EcoRI, puisque cette enzyme délimite le gène YDJ2 dans 
un fragment de 3,1kb), o/n à 37°C. Le lendemain, un ajout de 10 unités d'enzyme est fait pour 
une période de 2 heures. Ensuite, la digestion est séparée sur un gel d' agarose 0,8% (Sigma) 
puis le gel est trempé dans une solution de 0.25M de HC1 pour deux fois 15 minutes. Ensuite 
le gel est trempé dans une solution de dénaturation (1.5M NaC1, 0.5M NaOH) pour 30 
minutes. Le transfert sur membrane de nitrocellulose Hybond N (Amersham) est effectué dans 
un tampon de 0.25M NaOH, 1.5M NaC1 o/n. La membrane est ensuite mise sous les UVC 
pendant 5 minutes afin de lier irréversiblement l'ADN. La membrane est séchée puis 
préhybridée dans 10m1 d'une solution de church (0.5M NaPO4, 7% SDS et 0.5mM EDTA) 
pendant 2 heures à 52°C. La sonde est ajoutée directement au tampon de pré-hybridation à une 
concentration de 1 x 106cpm/ml. Dans le cas échéant, la sonde utilisée est dérivée du fragment 
HindIII/PstI de 1.2kb du gène YDJ2 du plasmide pGAD-Ydj2,2 _436  et préalablement marquée 
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au [32P] par T7 quick priming (Pharmacia). L'hybridation radioactive est faite à 52°C o/n. Le 
lendemain, la membrane est lavée avec une solution solution de SSC 1X (150mM NaC1, 15mM 
citrate de sodium), 0.1% SDS, pour 15 minutes, deux fois à température de la pièce. Ensuite, on 
abaisse la concentration de SSC et de SDS tout en montant la température jusqu'à ce que la 
membrane n'émette plus que 800 cpm. Un film Biomax (Kodak) est exposé à la membrane à - 
80°C en présence d'un écran jusqu'au signal désiré. 

2.14 Analyse informatique des séquences d'ADN 

L'analyse des phases de lecture ouvertes aux bases de données Swissprot, Genebank ou 
Saccharomyces cerevisiae genetic database s'est effectuée à l'aide des programmes BES'11-11, 
BLAST, FASTA, II-ASTA et PILEUP du UWGCG Package. 

2.15 Préparation des mutants aléatoires de yptpal 

La mutagénèse aléatoire a été faite à partir du protocole décrit par Diaz et al., (1991) avec 
quelques modifications. La quantité d'ADN mutagénéisée est de 5µg dans 100 µI d'une 
solution contenant 100mM (pour pIB12) ou 50mM de nitrite de sodium (pour pIB15 et 16) et 
250m1v1 de Na0Ac pH 4.3. Le temps de mutagénèse a été de 30 minutes, ensuite les 
échantillons sont aliquotés en 1µg, additionnés de 801.11 de '1E pH 7.5, de 80111 de Na0Ac 
2,5mM pH 7.0 et d 1µ,g d'ARN de transfert (ARNt). L'ADN est ensuite précipité selon la 
méthode habituelle et un PCR peut ensuite être réalisé tel que décrit à la section 2.12. Suite au 
PCR, les fragments sont coupés avec les enzymes EcoRI/BamEll, insérés dans le vecteur natif 
pGBDU-C2. Les plasmides obtenus, pIB12, pIB15 et pIB16, ont été générés de cette façon. 

2.16 Séquençage automatique 

Le séquençage automatique des mutants de yptpal a été effectué à l'aide d'un 
séquenceur automatique ABI377 selon les indications du manufacturier. 

2.17 Préparation des cellules pour visualisation au microscope 

Les cellules transformées avec les plasmides pYES-G1.1"-/MP2, pYES-GFP-yPTPA/ et 
1)1136 sont cultivées o/n dans un milieu minimal contenant 0,2% de galactose. Elles sont ensuite 
fixées par l'ajout au milieu de 4% de faimaldéhyde pour une période de 3 heures. Les cellules 
sont lavées deux fois avec un tampon Tris-HC1 pH 7.5, resuspendues dans 50µ1 de 11, pH 8.0 
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additionnées de RNAse A à lmg/m1 final. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C pour 3 
heures. L'ADN est coloré à l'iodure de propidium (PI) à une concentration de 51..tgina1 pour 
une période de 15 minutes puis les levures sont visualisées sous microscope à fluorescence. 

2.18 Courbes de survie 

Un ml de cultures de levure en phase exponentielle est mis en présence de 4-NQO ou 
de diamide à différentes concentrations pour une période d'une heure. Après le délai, les 
différentes cultures sont diluées (10-4) avec de l'eau et un aliquot de 50 à 1000 est étalé sur 
pétri. La courbe de survie est déterminée après avoir compté les colonies présentes suite à deux 
jours d'incubation à 30°C, comparée à une souche témoin n'ayant reçu aucun traitement. 

Pour les courbes de survie aux différents types d'ultraviolet, les cellules en phase 
exponentielle sont irradiées dans des pétris de 35mm avec agitation constante pour éviter la 
formation de couches. Les lampes utilisées possèdent des fluorescents émettant soit des UVA 
— 300nm et plus (GE modèle F25T8-BL), UVB — 280 à 320nm (Spectroline modèle XX25B) 
ou UVC, 254nm (GE modèle G25T8). Le filtre WG 345 est utilisé pour les UVA, afin 
d'éliminer les rayons en deça de 320nm. Le filtre WG 305 est employé pour les UVB, afin de 
couper les rayons de moins de 290nm. Chacune des doses d'ultraviolet est mesurée avec un 
radiomètre de type Spectroline DRC 100X équipé de détecteur à UVA: DIX 365, UVB: DIX 
300 et UVC: DIX 254. 



III. RÉSULTATS 
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3.1 yPtpal est important pour la survie de la cellule face au 4-NO0 et aux UVA. 

En étudiant la région promotrice du gène IMP2 (Masson and Ramotar, 1996; Masson 
1997; Masson and Ramotar, 1998), gène impliqué dans la réparation des lésions à l ADN 
causées par la drogue antitumorale bléomycine, on a découvert la présence d'un cadre de lecture 
ouvert (ORF) en amont de ce gène. Un fois séquencé, il s'est avéré que la protéine codée par ce 
gène était 41% homologue au gène humain hPTPA. 	Celui-ci est un activateur de 
phosphotyrosyl phosphatase stimulant l'activité PTPase de PP2A (Cayla et al., 1990). En 
raison de cette forte homologie, on a nommé yPTPA1 l'ORF adjacent à IMP2. En ayant l'idée 
que yPTPA1 pouvait constituer un opéron impliqué dans la réparation de l'ADN avec IMP2, 
Édith Bélanger a débuté l'étude de ce gène et a démontré que des mutants délétés en yptpal 
sont sensibles à la drogue 4-NQ0, sensibles à la diamide tout en étant résistants aux UVC 
(254nm). Elle a aussi démontré que la sensibilité des mutants au 4-NQO était due à une 
accumulation de lésions dans l'ADN. De plus, elle a montré que les mutants ont une 
progression de la phase Cri  retardée et que l'expression du gène n'est pas induite en réponse 
aux dommages à l'ADN (Bélanger, 1997). 

Puisque le mutant est sensible à l'action du 4-NQO et ne l'est pas pour les UVC 
(254nm), nous avons émis l'hypothèse que les dommages affectant le mutant délété en yptpal 
ne sont pas des lésions encombrantes (semblables à celles des UVC (254nm)), mais bien des 
dommages oxydatifs. Pour distinguer cette possibilité, nous avons soumis le mutant yptpal 
aux ultraviolets de type A, B et C qui causent des dommages oxydatifs ou encombrants Les 
résultats de cette section sont également illustrés dans l'annexe I de ce mémoire intitulé "A 
yeast homologue of the human phosphotyrosyl phosphatase activator PTPA is implicated in 
protection against oxidative DNA damage induced by the model carcinogen 4-nitroquinoline-
1-oxide." Article paru dans le Journal of Biological Chemistiy, (1998) 273:34, 21489-21496. 

Tel qu'indiqué à la figure 18, nous avons donc effectué des courbes de survie avec 
différentes doses de 4-NQ0, de diamide, de rayons gamma et d'ultraviolets A, B ou C (254nm), 
avec une souche sauvage, DBY747 et le mutant yptpal nommé EBY3. Lorsque qu'un mutant 
est délété dans le gène yPTPA1, la levure devient plus sensible que la souche parentale à l'action 
du 4-NQO (figure 18A), des UVA (figure 18B), légèrement sensible à la diamide et aux UVB 
(figure 18C et D) et se comporte comme la souche sauvage face aux rayons gamma et aux UVC 
(254nm) (figure 18E et F). 
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Ramotar était de déterminer si les phosphatases connues chez la levure étaient une cible pour 
yPtpalp. Les mutants de délétion des phosphatase suivantes se sont avérées ne pas être 
sensibles au 4-NQO (Apph21, Aeph22, Apph23, Appgl , Ag1c7, Acnal , Acna2, Appzl , Appz2 et 
Asal6). Par conséquent, nous avons déduit que ces phosphatases n'agissaient pas dans la même 
voie que yPtpalp. Afin de trouver quelle phosphatase était la cible de yPtpalp, le test du double-
hybride a été réalisé par le Dr Ramotar. Le test du double-hybride a été effectué en ayant 
comme appât, la protéine yPtpalp (voir figure 19). 

Gag 
DNA-binding 
domain 

  

    

    

Reporter gene 

GAL4 UAS 	 TRANSCRIPTION 
COMPLEX 

Ga14 activation domain 

A 
Gal4 
DNA-binding 
domain 

Reporter gene 

GAL4 UAS TRANSCRIPTION 
COMPLEX 

Figure 19: Fonctionnement du test du double-hybride. Le premier plasmide (pGBDU) 
contient une fusion du domaine de liaison à l'ADN du facteur de transcription Ga14 et de la 
protéine qui sert d'appât (A) dans notre cas il s'agit de la protéine yPtpalp. Le second 
plasmide (pGAD) porte la fusion d'une librairie génomique (B) de levure avec le domaine 
d'activation de Ga14. Ces deux plasmides sont ensuite transformés dans la souche PJ69-4A 
contenant 3 gènes indépendants, rapporteurs de l'interaction soit la prototrophie pour l'adénine, 
l'histidine et la présence d'activité p-galactosidase. Il faut absolument qu'il y ait une 
interaction physique entre la protéine yPtpalp (A) et une portion de la librairie génomique (B) 
pour que le complexe de transcription soit fonctionnel et ainsi transcrive les gènes rapporteurs. 
La sélection des candidats se fait toujours sur un milieu déficient en leucine, adénine et uracil 
pour avoir un contexte stringent d'interaction. 
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Trois candidats ont été récupérés et une fois séquencés, ceux-ci ce sont avérés être pour 
un, la chaperone mitochondriale Mdjl et pour les deux autres, ils contenaient des bouts du cadre 
de lecture (ORF) appelé YNL077W. Le plus long fragment récupéré de YNL077W contenait 
les acides aminés 12 à 436 d'un ORF codant pour une protéine complète de 529 acides aminés 
ayant un poids approximatif de 63,4 lcDa. Par homologie de séquence, nous avons trouvé que 
ce cadre de lecture était 40% homologue à un gène de chaperone déjà connu dans la levure, soit 
YDJ1. L'homologie étant telle, il fut de mise d'appeler cet ORF YDJ2 et tel sera son 
appellation au cours de ce mémoire. YDJ2 contient également le domaine J commun à toutes 
les chaperones DnaJ tel que décrit dans SGD (voir figure 20). 
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Pour vérifier si la protéine complète interagissait avec yPtpalp, le plasmide pIB9 fut 
construit et essayé en double-hybride. Comme on peut le voir au tableau III l'interaction avec la 
protéine complète de Ydj2p avec yPtpalp est réelle puisque 100% de la protéine interagit tout 
comme Ydj2p12_436  que ce soit sur les pétris -LAU, -LUH ou —LU-X-gal qui sélectionnent pour 
l'interaction. On peut dore et déjà dire que l'interaction yPtpalp-Ydj2p se situe, pour Ydj2p, 
entre les acides aminés 12 et 436 récupérés par double-hybride. 

Tableau III: Interaction entre yPtpalp et Ydj2p et Ydj2p12.436  

Fusion au domaine 
de liaison à l'ADN 

de Ga14 

Fusion au domaine 
d'activation de Ga14 

Croissance sur 
milieu minimal 

—LAU ou —LUH 

Coloration sur 
milieu minimal 

(-LU) additionné de 
X-gal 

vecteur vecteur -1 blanche' 
yPtpalp vecteur - blanche 
vecteur Ydj2p blanche 
yPtpalp Yd.l2P12-436 ++++' bleue 
yPtpalp Ydj2p ++++ bleue 

- : aucune croissance après 3 jours; ++++2: croissance après 3 jours; blanche': coloration après 3 jours ± 

croissance; bleue': coloration après 3 jours de croissance. 

3.3 Acides aminés essentiels pour l'interaction yPtpal-Ydj2p 

Par mutagénèse aléatoire, nous avons voulu savoir quels étaient les acides aminés 
importants de yPtpalp dans son interaction avec Ydj2p et également pour la résistance que 
pratique yPtpalp face au 4-NQ0. Nous avons sélectionné les mutants par l'absence 
d'interaction entre le pGBDU-yptpal muté et pGAD-YDJ2. Le premier plasmide, obtenu par 
mutagénèse aléatoire contenant un gène yptpal muté a été nommé pIB12. Un séquençage du 
gène entier a permis de localiser deux mutations (E149K et G200D). Ces mutations font que la 
protéine yPtpalp n'interagit plus avec Ydj2p avec le test du double-hybride. De plus, ce 
plasmide lorsque transformé dans un mutant yptpal ne permet pas une protection des cellules 
au 4-NQO (voir figure 21). 
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D RY747 41.1000108.01111 
EBY3/pGBDU-C1 

EBY3/p1B1 3 9.01 0101.111111110e 

EBY3/p1B1 5 Li - 

EBY3/p1B1 6 millial..1.1001--

EBY3/pGBDU-YPTPA1 diegagi 

EBY3/p1B14 

4-NQO 

Figure 21: Sensibilité des différents mutants de yPtpalp au 4-NQO sur pétri de 
gradient. 

Afin d'évaluer l'importance de chaque mutation dans p1B12, nous voulu isoler les 
mutations séparément pour distinguer laquelle était responsable pour cette inactivation de la 
fonction de yPtpalp. Le premier plasmide dérivé de pIB12, pIB13, contient la l ère mutation 
E149K (GAA en AAA) Lorsque transformé dans une souche délétée pour yPtpalp, il parvient 
à complémenter la sensibilité du mutant au 4-NQ0. Le glutamate à la position 149 n'est donc 
pas important pour la fonction de yPtpalp face à la résistance au 4-NQ0. Par contre, en ce qui 
concerne l'interaction yPtpalp-Ydj2p, le changement de cet acide aminé abolit le contact entre 
les deux protéines n'étant plus capable d'interagir dans le test du double-hybride. Le plasmide 
pIB14 contient la 2ième mutation, G200D (GGC en GAC), du plasmide pIB12. Celui-ci, n'est 
pas capable de complémenter une levure déficiente en yptpal, mais garde son interaction avec 
Ydj2p. 11 en résulte donc que soit la glycine 200 est primordiale pour la bonne fonction de 
yPtpalp contre l'action néfaste du 4-NQO en permettant à la cellule de survivre après ce 
traitement. 

Indépendamment, les mutants pIB15 et pIB16 ont été générés de façon aléatoire. 
Malgré le fait que nous n'avons pas identifié la position exacte des mutations par séquençage, 
nous observons une dissociation des fonctions de yPtpalp. Ces deux mutants de yptpal 
n'interagissent plus avec la protéine native de Ydj2p, mais sont totalement efficaces pour 
protéger la cellule contre le 4-NQ0. La figure 21 et le tableau IV résument les acides aminés 
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mutés dans chaque plasmide, la survie au 4-NQO sur pétri de gradient et témoignent de 
l'interaction yPtpalp-Ydj2p. 

Tableau IV: Substitution d'acides aminés retrouvée dans yPtpalp 

Mutant Changement 
d' acide(s) aminé(s)a 

Complémentation au 
4-NQU' 

Interaction avec 
Ydj2p en double- 

hybride 
pIB12 E149K, 

G200D 
pIB13 E149K + - 
pIB 14 G200D - + 
pIB 15 NDe + 
pIB16 ND + - 

a: un séquençage du gène yPTPA1 natif provenant du plasmide pGBDU-yPTPA/ a révélé une différence avec la 

séquence reportée dans Genebank, soit la valine 275 changée en isoleucine. 

b: la complémentation a été effectuée sur un pétri de gradient avec 151.1g de 4-NQO dans la couche inférieure du 

gradient. 

C: le séquençage de ces mutants n'a pas été effectué. 

3.4 Localisation cellulaire des deux protéines (yPtpalp et Ydj2p) 

Puisque les protéines yPtpalp et Ydj2p sont capables d'interagir, nous avons voulu 
savoir si la localisation de ces protéines était coordonnée dans la cellule de façon physiologique. 
Les constructions plasmidiques pGFP-yPTPA1 et pIB6 (contenant yPTPA1 ainsi que YDJ2 
fusionnés à la protéine de fluorescence verte (GFP)) ont été utilisés pour la visualisation. Fait à 
noter que la fusion pGFP-yPTPA1 complémente la souche EBY3 (délétée en yptpal). La 
fonctionalité de la fusion pGFP-YDJ2 n'a par contre pas pu être démontrée. La GFP est 
extraite de la méduse Aequorea victoria et possède la particularité d'émettre de la fluorescence 
verte lorsqu'elle est excitée sous la lumière UV. Cette fusion permet de localiser les protéines 
d'intérêts dans les compartiments cellulaires sous microscopie à fluorescence (Prasher et al., 
1992). L'ajout de la GFP, malgré son poids moléculaire de 27 IcDa, ne modifie généralement 
pas la fonction des protéines marquées de plus, la GFP reste fluorescente après une fixation des 
cellules au formaldéhyde. La localisation de yPtpalp et Ydj2p a été observée et comparée à 



74 

celle d'Imp2p, une protéine présumément nucléaire (Masson and Ramotar, 1996). Nos 
résultats en figure 22 indiquent que Imp2p se retrouve majoritairement dans le noyau (A et B). 
Dans le cas de yPtpalp, elle se retrouve généralement au niveau du cytoplasme et peut-être dans 
la membrane ou près de la membrane (C et D). Ydj2p se retrouve en grande majorité dans le 
noyau. 

Figure 22: Localisation cellulaire des protéines Imp2p (A et B), yPtpalp (C et D) et 
Ydj2p (E et F). 

Nous avons également voulu savoir si dans des situations de stress la présence ou la 
distribution de yPtpalp et Ydj2p pouvait être modifiée. Pour ce faire, nous avons fait subir des 
traitements de 4-NQO soit 11.1g/m1 durant 15 minutes à 1 heure ainsi que des chocs thermiques 

à 37°C pendant 15 minutes à 1 heure, pour les fusions avec yPtpalp et Ydj2p. Aucune de ces 
fusions ne change de conformation ou encore de localisation après les traitements. 

3.5 Déletion du gène YDJ2 afin d'étudier sa fonction chez la levure 

Nous avons voulu faire un mutant de délétion pour YDJ2 afin de connaître un peu plus 
ses fonctions dans la cellule. La production des mutants fait appel à la recombinaison 
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homologue entre un gène de sélection (URA3) et le gène endogène à inactiver (YDJ2). Le 
plasmide utilisé, pIB11, est un plasmide intégratif portant un marqueur de sélection URA3 et 
également une section en 5 du gène YDJ2 afin d'assurer une recombinaison dans le locus 
désiré. En linéarisant ce plasmide, il y a donc remplacement par recombinaison de la copie 
chromosomique de YDJ2 par la cassette URA du plasmide intégratif, tel qu'indiqué à la figure 
23. La caractéristique principale du plasmide intégratif est de ne contenir aucune origine de 
réplication de levure ce qui oblige une recombinaison pour rendre les cellules prototrophes pour 
une base donnée, ici l'uracile. L'intégration du plasmide pffill au sein du gène YDJ2, chez les 
transformants sélectionnés sur un milieu minimal —URA, a été confirmée par un buvardage 
Southern. 



35nt 	180nt 320nt 
	

1052nt 

gène YDJ2 
	 chromosome 

11  

Pstl 
	

Kpnl 	 EcoRV 
5 	 3' 

Recombinaison homologue 

Kpnl 

76 

5' 

    

3' 

    

	IIIMMIMMIIIIIIIIIII. 

 

- 

    

 

URA I ...YIP 

 

    

     

1 -1111. Traduction du marqueur de sélection 

	01. Traduction de YDJ2 arrêtée par la traduction du facteur URA 
crée un mutant Aydj2 

Figure 23: Délétion du gène YDJ2 par le plasmide intégratif pIB11. Par recombinaison 
homologue, le plasmide intégratif linéarisé peut s'insérer dans le génome et ainsi créer un 
mutant de délétion pour le gène voulu (YDJ2). 
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Les premiers essais de délétion furent effectués dans une souche haploïde de levure. 
Préalablement au plasmide intégratif pB311, nous avons utilisé une construction portant une 
cassette URA3 insérée dans le gène YDJ2. Cette dernière, une fois linéarisée et transformée 
dans les souches sauvages DBY747 ou FY86, a donné que peu de transformants après 3 jours 
de croissance. Afin de vérifier si la cassette avait bel et bien été insérée dans le bon locus, un 
buvardage Southern ou un essai PCR sur le gène ont été effectués chacun ayant dix candidats à 
chaque fois, sans succès pour retrouver un mutant délété. Cette procédure a été répétée quatre 
fois de facon indépendante, résultant à chaque fois à la même conclusion: une intégration 
multiple dans le génome de la levure, et ce, dans un locus different de YDJ2. 

Changeant de cassette d'insertion, nous avons donc pris la cassette IRP1, insérée dans 
YDJ2. Plusieurs transformants ressortaient de ces transformations que ce soit avec DBY747 ou 
FY86. Sept buvardages Southern comprenant dix candidats potentiels chacun ont été réalisés. 
Similairement aux résultats observés avec la cassette URA3, les buvardages avaient un profil 
identique, soit une intégration multiple du plasmide dans un locus autre que YDJ2. Par 
homologie de séquences, nous n'avons pas pu identifier dans le génome de la levure des gènes 
qui pourraient permettre une intégration des cassettes URA3 ou TRP1. Des essais de 
transformations sur une souche ayant une chromatine moins condensée (délétée en une des 
histones) ont été essayés, toujours sans succès. Ce travail très fastidieux nous a permis de 
soupçonner un rôle essentiel joué par Ydj2p dans la cellule, et que peut-être la délétion du gène 
YDJ2 dans la cellule était tout simplement létale dans une levure haploïde. 

Ainsi, la délétion du gène fut plutôt réalisée dans une cellule diploïde en utilisant le 
plasmide intégratif pIB11. Si le gène est nécessaire à la survie de la levure, sa délétion dans une 
cellule diploïde permet tout de même une croissance de la cellule puisqu'elle conserve une copie 
chromosomique intacte du gène d'intérêt. Contrairement à la situation observée dans les 
cellules haploïdes, nous avons obtenu des transformants ayant une cassette intégrée dans le bon 
locus. Comme indiqué à la figure 24, le mutant Aydjrb  possède effectivement une copie 
conservée du gène à 3.1 kb et une copie ayant subi de la recombinaison homologue à 7.4 kb. 
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4.1 yPtpalp est nécessaire pour la protection des cellules contre les dommages 
oxydatifs causés par le 4-NQO et les UVA 

Le 4-NQO est un agent dit simulant les dommages créés par les ultraviolets de types C 
(254nm). Cependant, il est de plus en plus accepté que cette drogue, une fois intemalisée dans 
la cellule provoque des dommages oxydatifs. Nous avons ici une autre preuve comme quoi le 
4-NQO est responsable de la création de lésions oxydatives dans la cellule. En effet, un mutant 
de délétion Ayptpal est sensible aux effets du 4-NQO tout en présentant une résistance 

similaire à la souche sauvage face à un traitement aux UVC (254nm). Dans le cas où le 4-NQO 
ne faisait que des dommages provoquant des encombrements dans l'ADN tout comme le font 
les UVC (254nm), il est clair que le mutant Ayptpal serait également sensible à ces mêmes 

UVC (254nm). Une preuve additionnelle est que le mutant Ayptpal est très sensible à l'action 

des UVA qui produisent des dommages oxydatifs. Les UVB quant à eux, provoquent environ 
80% d' adduits encombrants l'ADN et 20% de dommages oxydatifs. Ainsi, le mutant Ayptpal 

est peu sensible aux UVB et on peut déduire qu'il n'est affecté que par le 20% de dommages 
oxydatifs ce qui expliquerait l'apparence de la courbe de survie comparativement à celle 
observée après un traitement aux UVA. 

Comme on peut le voir en annexe I, le mutant Ayptpal n'est pas sensible aux effets des 

radiations ionisantes, qui par des radicaux hydroxyls vont provoquer des bris de brins. Par ceci 
et par le fait que le mutant Ayptpal n'est pas sensible à la bléomycine (Ramotar et al., 1998), 
nous avons l'évidence que la lacune de réparation ne se situe pas dans la voie de réparation par 
recombinaison des bris doubles brin (Paques and Haber, 1997). Ainsi, il est possible de 
conclure que les lésions communes au 4-NQO et aux UVA ne se situent pas par les radicaux 
hydroxyls. Les UVA ajoutent un électron à l'oxygène (pour créer l'oxygène singulet) et c'est 
cette molécule excitée qui ira altérer les bases et ensuite entraîner des mutations. Le 4-NQO 
pourrait avoir une même action et ainsi, exciter l'oxygène pour créer des mutations. Les UVA 
par contre, forment préférentiellement des 8-0-G comme mutations. Des résultats non-publiés 
dans le laboratoire du Dr Ramotar démontrent que les lésions communes au 4-NQO et aux 
UVA ne seraient pas les 8-0-G puisque des mutants levuriens délétés au niveau des enzymes 
réparant ce type de lésion (soit la protéine Ogglp et Apnlp) ne sont pas sensibles ni à l'action 
du 4-NQO ou à l'action des UVA. Enfin, une preuve pour appuyer ces dires serait de faire des 
doubles mutants et de répéter les expériences afin d'éviter des phénomènes de redondance de 
fonction. Par contre, si ce n'est pas les 8-0-G qui sont les lésions communes aux deux agents, 
il est difficile d'identifier leur nature exacte. 



4.2 Quel serait le rôle de yPtpalp contre l'action du 4-NQO ou des UVA? 

Comme démontré en annexe I, la présence de yPtpalp est nécessaire pour la réparation 
de l'ADN suite à une agression par le 4-NQ0. La protéine humaine hPtpa est connue comme 
étant un activateur de phosphotyrosyl phosphatase (PP2A) (Cayla et al., 1990). Il serait logique 
de penser que l'homologue de levure détient également cette même fonction sans pour autant en 
avoir la preuve. D'une façon similaire, il est possible que la protéine humaine hPtpa tout 
comme yPtpalp ait une fonction dans la réparation de l'ADN. 

Il a été démontré que la fonction Ser/Thr phosphatase de la famille des PP2A était 
requise pour la modulation de l'étape de reconnaissance des dommages réparés par le NER. In 

vitro, lorsque des protéines phosphatases PP2A sont présentes, il appert que l'étape de 
reconnaissance et de première incision est à son efficacité maximum alors qu'en présence 
d'inhibiteur des PP2A, la réparation est arrêtée. La cible des phosphatases n'a pas été identifiée 
(Ariza et al., 1996). Cependant, cette action des PP2A dans le NER pourrait être indépendante 
de l'action d'un homologue humain de yPtpalp puisque celle-ci n'est pas impliquée dans le 
NER chez S. cerevisiae. 

Il a été établi que les UVA augmentaient le niveau de protéine PKC dans la cellule 
(Matsui et al., 1994). D'une façon indépendante, la PKC phosphoryle la polymérase 13 in vitro 

ce qui la rend inapte à son travail et par le fait même, inadéquate pour la polymérisation de 
l'ADN dans le BER (Tokui et al., 1991). Ces deux résultats pourraient nous faire penser que la 
présence d'une phosphatase est nécessaire afin d'enrayer l'inactivation pratiquée par la 
phosphorylation de la polymérase 13.  Nos résultats indiquent que l'absence d'un activateur de 

phosphotyrosyl phosphatase rend les levures sensibles à l'action des UVA. yPtpalp pourrait 
donc être l'activateur de la phosphatase allant à l'encontre de la phosphorylation par la PKC sur 
la polymérase 13 permettant le fonctionnement du BER. 

Une tyrosine/sérine phosphatase est maintenant connue comme étant impliquée dans la 
réponse cellulaire face au stress oxydant et aux chocs thermiques. Il s'agit de la protéine C1100 
humaine dont la fonction n'a pas été déterminée jusqu'à présent. L'ARN messager de cette 
protéine est fortement induit par le ménadione (générant du superoxyde), par les UVA ainsi que 
par les chocs thermiques (Keyse and Emslie, 1992). Une autre phosphatase a été trouvée 
comme étant induite par les radiations ionisantes de façon p53 dépendante et c'est la protéine 
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Wiplp, membre des phosphatases PP2C (Fiscella et al., 1997). L'ARN messager de WIP1 est 
induit rapidement en réponse aux radiations ionisantes et la protéine se retrouve au noyau 
(Fiscella et al., 1997). Le gène RTS de levure, lorsque joint au complexe AC pour former un 
membre de la famille des PP2A assemble une protéine qui réagit et qui est induite par plusieurs 
stress et ce, par l'élément STRE de son promoteur (Evangelista et al., 1996). 

Afin de déterminer si, tout comme les exemples précédents, yPTPA1 pouvait être activé 
transcriptionnellement suite à un stress oxydatif, le promoteur a été analysé. On y retrouve un 
élément STRE (CCCCT) à la position —289. Rappelons ici que l'élément STRE ("stress 
response element") est un site localisé sur le promoteur de certains gènes, sur lequel peut le lier 
des activateurs de transcription qui sont régulés positivement lors d'une situation de stress. La 
présence d'un tel élément dans le promoteur de yPTPA1 pourrait dire que ce gène peut être 
induit transcriptionnellement en situation de stress. Cependant, malgré la présence de l'élément 
STRE, lorsque le promoteur de yPTPA1 est fusionné au gène rapporteur de la 13-ga1actosidase, 

il n'y a aucune induction causée par des agents provocant du stress oxydatif dans la cellule 
(Bélanger, 1997). Ceci pourrait dire que l'activation de la fonction tyrosine phosphatase de la 
famille des PP2A, induite par yPtpalp, pourrait être accomplie suite à un changement de 
conformation ou à une modification post-traductionnelle de yPtpalp par le stress oxydatif. E 
est généralement admis que la présence de la fonction PTPA est presqu'ubiquitaire et que 
l'expression est constitutive (Cayla et al., 1990). 

4.3 yPtpalp interagit avec un membre de la famille des chaperones 

yPtpalp est l'homologue de l'activateur de phosphotyrosyl phosphatase hPtpa. 
Comme la déduction logique est de penser que yPtpalp est un activateur de phosphotyrosyl 
phosphatase également, nous avons voulu savoir quelle phosphatase était activée par yPtpalp. 
C'est par le test du double-hybride, qui récupère les interactions protéine-protéine que la 
stratégie a été élaborée. Contrairement à nos attentes, non pas une phosphatase, mais bien 
l'ORF YNL077W, ayant 40% d'homologie à la chaperone Ydjlp, a été repêché. Etant donné 
l'homologie unissant les deux gènes, il a été convenu de l'appeler YDJ2. Nous avons tenté de 
confirmer cette interaction à l'aide d'expériences biochimiques. Nous avons tenté en vain 
d'immunoprécipiter un complexe Gal4adyPtpalp-Ydj2pGal4ad  en utilisant des anticorps 
dirigées contre le domaine de liaison à l'ADN et d'activation de la transcription de Ga14. Une 
hypothèse formulée par le Dr Ramotar pour expliquer ce résultat serait que yPtpalp serait dans 
un complexe énorme et que celui-ci serait précipité lors de la centrifugation lors de l'extraction 
protéique. Plus simplement, de meilleurs anticorps contre yPtpalp ou Ydj2p pourraient faciliter 
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l'expérience, puisque le résultat d'une immunoprécipitation est toujours reliée à la qualité des 
anticorps de départ. Egalement, des colonnes d'affinité GST-yPtpalp ou GST-Ydj2p ou la co-
purification de yPtpalp ou de Ydj2p et leurs protéines associées, pourrait corroborer 
l'interaction de ceux-ci en double-hybride. 

Les chaperones sont souvent nécessaires pour aider les protéines à adopter une 
conformation qui leur sera indispensable pour leur bonne fonction. L'interaction yPtpalp-
Ydj2p pourrait  sexpliquer comme suit: yPtpalp doit changer sa conformation afin d'être 
fonctionnelle dans la cellule. Tel est le cas pour les chaperones DnaK et DnaJ qui aident à la 
bonne conformation de UvrA, un composante du NER prokaryote. En effet, il s'agit d'un 
exemple par lequel une chaperone aide un membre d'un système de réparation afin de le 
stabiliser (Zou et al., 1998). On peut donc créer un parallèle entre cette situation et yPtpalp, 
aurait donc besoin d'une chaperone pour faciliter ou augmenter son activité soit dans la 
réparation de l'ADN ou dans une autre fonction connexe. Une autre façon par laquelle on peut 
expliquer l'interaction yPtpalp-Ydj2p est qu'après un changement de conformation opéré par 
Ydj2p, yPtpalp serait alors apte à interagir avec une phosphatase. Une autre fonction des 
chaperones est de transporter les protéines d'un organelle à un autre. Ydj2p agit peut-être 
comme moyen de transport entre le lieu où se retrouve yPtpalp et où il est requis dans une voie 
de signalisation. Nous reviendrons sur ce point à la section traitant sur la GI-P. 

Puisque le criblage d'une librairie génomique en double-hybride s'est avéré infructueux 
pour déterminer l'identité de la phosphatase activée par yPtpalp, d'autres expériences 
pourraient être envisagées. Premièrement, nous pourrions utiliser une autre version du test du 
double-hybride, soit celui caractérisant davantage la partie cytoplasmique des voies de 
signalisation. Par ceci, la portion cytoplasmique de la voie de signalisation dans laquelle 
yPtpalp est impliquée pourrait être déchiffrée et ceci en criblant une librairie génomique, mais 
en se servant du double-hybride ayant lieu dans le cytoplasme (Cytotrap, Stratagene). 
Deuxièmement, la co-purification de yPtpalp et de ses protéines associées, des expériences 
d'immunoprécipitation en utilisant un anticorps dirigé contre yPtpalp afin d'immunoprécipiter 
un complexe ou une colonne d' affinité avec yPtpalp purifiée pourrait nous permettre 
d'identifier cette phosphatase si elle est présente dans la levure. 

4.4 Acides aminés essentiels pour l'interaction entre yPtpalp et Ydj2p 

Pour avoir plus de données caractérisant l'interaction entre yPtpalp et Ydj2p, des 
mutants aléatoires sur yPtpalp ont été réalisés. La caractérisation des acides aminés importants 
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pour l'interaction est basée sur l'article de Van Hoof, paru dans Biochemistry tel qu'illustré à la 
figure 25 ci-dessous (Van Hoof et al., 1998). Etant donné que les domaines importants décrits 
dans cet article aient été trouvés chez rPtpalp du lapin selon la présence ou l'absence de 
fonction PTPase, nous nous en servirons pour caractériser l'interaction de yPtpalp et Ydj2p. 
Le groupe des PTPA possède quatre boîtes très conservées à travers l'évolution. Comme 
indiqué par Van Hoof (1998), la délétion de la première région cause une abolition de l'activité 
PTPAse chez le lapin. La délétion de la première moitié de la région 2 diminue l'activité de sept 
fois et l'enlèvement de la deuxième moitié réduit l'activité de 400 fois. Si la protéine est 
tronquée à partir de la troisième région conservée, plus aucune activité PTPAse n'est observée 
(Van Hoof et al., 1998). 
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sont identiques dans au moins 66% des séquences analysées. Les astérisques dénotent les 
mutations E149K et G200D des mutants de yptpal. 

Le séquençage du gène yptpal du plasmide pIB12 obtenu par mutagénèse aléatoire a 
révélé que la première mutation (E149K) rencontrée était dans la région conservée numéro 1. 
Cette mutation a été par la suite isolée dans le plasmide pIB13. Il s'agit du troisième avant-
dernier acide aminé (glutamate) changé en lysine, soit un acide aminé acide pour un basique. 
Ce seul changement prévient yPtpalp d'interagir avec Ydj2p, mais n'affecte en rien la capacité 
de yPtpalp d'agir contre les dommages causés par le 4-NQ0, situation également retrouvée 
chez les mutants pIB15 et pIB16. Il s'agit donc d'une partie essentielle pour le contact entre 
les deux protéines. Le contexte de cet acide aminé, lorsque retrouvé dans la séquence native de 
yPtpalp est de 4 acides aminés hydrophiles, un basique, un acide (le glutamate) suivi d'une 
série d'acides neutres. L'effet de repoussement que peuvent avoir deux acides aminés 
basiques, dans la séquence modifiée peut faire en sorte de changer la conformation de la 
protéine, assez pour l'empêcher d'interagir avec Ydj2p, mais sans pour autant changer sa 
fonction face à la défense cellulaire contre le 4-NQ0. Dès maintenant, et avec les autres 
preuves apportées ci-après, on peut dire que l'interaction liant l'activateur de phosphatase et la 
chaperone ne concerne pas la fonction de yPtpalp dans la réparation de l'ADN. - 

yptpal du plasmide pIB14 contient la deuxième mutation de pIB12, G200D. Cette 
mutation change une glycine (hydrophile) en aspartate (acide). Dans le contexte séquentiel, ce 
changement met côte-à-côte un acide aminé basique avec un acide. Cette déformation de la 
région conservée 2 maintient l'interaction yPtpalp-Ydj2p, mais prévient la fonction de yPtpalp 
qui n'est plus capable de complémenter un mutant Ayptpal soumis à un traitement au 4-NQ0. 

Cette région aurait donc une importance au niveau du rôle qu'a yPtpalp dans la cellule, soit au 
niveau de la réparation de l'ADN. 

La différence que prend yPtpalp dans sa fonction contre le 4-NQO ou encore son 
interaction avec Ydj2p nous porte à croire que yPtpalp aurait plus d'une fonction dans la 
cellule. Une des fonctions connues serait sa relation avec le 4-NQO et les UVA. Une autre 
fonction probable (ayant un lien ou non avec le rôle présumé d'activateur de phosphatase) 
requérerait une interaction avec Ydj2p. 
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4.5 Localisation cellulaire de yPtpalp et Ydj2p 

Par microscopie de fluorescence, nous avons pu établir la localisation des deux 
protéines d'intérêt et ainsi, cette même localisation peut nous donner des indications sur la 
fonction propre de ces protéines. L'activateur de phosphotyrosyl phosphatase yPtpalp se 
retrouve de façon diffuse dans le cytoplasme ou près de la membrane. Ceci corrobore ce 
qu'avait déjà trouvé l'équipe de Goris (1994), notant que hPtpa ne se retrouvait pas dans les 
extraits nucléaires de foie (Van Hoof et al., 1994). Ils dénotent, par contre, que puisque leurs 
cellules étaient complètement différenciées et stationnaires en phase Go, il pourrait être possible 
que dans d'autres phases du cycle cellulaire, dans d'autres tissus ou encore à d'autres stades de 
développement, hPtpal pourrait être nucléaire (Van Hoof et al., 1994). Malgré les traitements 
au 4-NQO ou encore suite à des chocs thermiques, la distribution cellulaire de yPtpalp ne 
change pas, ce qui nous laisse présager un rôle exclusivement de transmission de signal 
cytoplasmique. 

En ce qui concerne la chaperone Ydj2p, elle se retrouve majoritairement dans le noyau, 
mais peut-être un peu aussi au cytoplasme. L'interaction oeuvrant entre les protéines yPtpalp 
et Ydj2 se retrouverait donc dans le cytoplasme de façon physiologique et nous pouvont en 
déduire que Ydj2p n'aurait pas le rôle d'importer yPtpalp au noyau pour accomplir sa fonction, 
mais aurait plutôt un rôle dans la conformation qu'adopte yPtpalp dans le cytoplasme. Il est 
intéressant de voir qu'une interaction entre yPtpalp, une protéine potentiellement 
cytoplasmique, et Ydj2p, une protéine nucléaire, ait été observée en double-hybride. Nous 
croyons que yPtpalp a été importée au noyau grâce à la surexpression de la protéine et 
également au signal de localisation nucléaire de Gal4p facilitant une interaction yPtpalp-Ydj2p. 

Nous avons pu déterminer la localisation de ces protéines avec un système surexprimant 
les protéines Imp2p, yPtpalp et Ydj2p. En effet les gènes correspondants ont été placés sous le 
contrôle du promoteur Gall qui induit une transcription intense et également dans un plasmide 
à multiples copies. Dans tous les cas, la localisation observée n'est pas exclusive à un 
compartiment .cellulaire et ceci est sûrement dû à la surexpression des protéines d'intérêt. Par 
exemple, dans le cas de Ydj2p, on la retrouve majoritairement dans le noyau mais aussi au 
cytoplasme. Une meilleure approche pour avoir un effet plus représentatif de ce qui se passe 
dans la cellule serait de mettre ces gènes fusionnés à la GFP sous le contrôle de leur propre 
promoteur, dans un plasmide centromérique ou intégré dans le chromosome de la levure. 
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4.6 Délétion du gène ye pour voir ses fonctions chez la levure 

Les mutants de délétion de la chaperone Ydj2p ont tout d'abord été essayés dans des 
cellules haploïdes, sans succès, puis ensuite dans des cellules diploïdes. Les premiers essais ne 
se sont conclus que par des échecs n'ayant pas de transformant ou ayant de l'intégration 
multiple dans des locus inconnus. Il devient évident maintenant, à la lumière des ces résultats, 
d'analyser ces données et de conclure que le gène YDJ2 est essentiel à la survie des cellules. 
Lorsque le plasmide intégratif s'incorporait dans le bon gène, il en découlait une mortalité de 
cette même cellule et voilà donc pourquoi aucun transformant ne pouvait être récupéré. La 
preuve formelle du caractère essentiel du gène YDJ2 serait divulgué par la dissection de 
tétrades. 

Des 16 homologues des chaperones DnaJ de levure, un seul présente ce phénotype, soit 
de la létalité lorsque délété dans des cellules haploïdes. Il s' agit de la chaperone Sis lp (Luke et 
al., 1991). Comme on l'a vu dans la section sur la GFP, cette protéine fait de la translocation au 
noyau comme semblerait le faire Ydj2p suite aux conclusions amenées par la GFP. La raison 
expliquant pourquoi ce gène semble si essentiel pour la levure est encore inconnue. La 
chaperone interagit probablement avec des protéines du cycle cellulaire ou encore de la 
machinerie transcriptionnelle qu'il est vital de conserver en bon état pour maintenir la levure en 
vie. 

Le mutant ydj2 rw-  n'est pas un mutant dominant puisque la croissance de cette souche 
est parfaitement normale. Ce mutant n'est aucunement sensible aux effets du 4-NQO (résultat 
non-présenté). La question demeure ouverte à savoir si la chaperone pourrait avoir un rôle à 
jouer dans la survie des cellules face aux rayons UVA. Aucune publication n'a été faite dans la 
littérature comme quoi les chaperones pouvaient être stimulées par les UVA à l'exception d'une 
faible stimulation de HSP-70 et HSP-104 dans des fibroblastes de peau (Keyse and Tyrrell, 
1987; Ryter and Tyrrell, 1998). La fonction exacte de Ydj2p dans la cellule est énigmatique. 
Une des façons d'en connaître un peu plus serait de chercher des partenaires qui ont besoin du 
contact avec Ydj2p pour accomplir leur rôle cellulaire et ce, par double-hybride ou moyens 
biochimiques. Également la création d'un mutant conditionnel pourrait permettre de découvrir 
bien des voies menant à la compréhension du rôle joué par YDJ2 dans la cellule. 



V. CONCLUSION 
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Le but de cette étude était d'approfondir nos connaissance sur le gène yPTPA1 . Il s'agit 
de l'homologue du gène humain hPTPA qui est un activateur de phosphotyrosyl phosphatase de 
la famille des PP2A. Des données précédentes nous informaient que la délétion du gène 
conférait une sensibilité à la drogue 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQ0) agent préalablement 
connu comme mimant l'action des UVC (254nm). Sachant que le mutant Ayptpal n'était pas 

sensible à ce type d'ultraviolet, les recherches afin de connaître quelles lésions étaient nocives 
pour un tel mutant furent entreprises. 

Puisque le 4-NQO provoque également des dommages oxydatifs en plus des 
dommages encombrant l'ADN, d'autres sources d'oxydants furent vérifiés afin de distinguer 
cette possibilité. Il s'est avéré que seulement les ultraviolets de type A entraînent une sensibilité 
similaire au 4-NQO du mutant. Nos résultats suggèrent que la sensibilité au 4-NQO du mutant 
A yptpal est médiée par les dommages oxydatifs plutôt que les lésions encombrantes. Le 

mutant A yptpal est donc un outil intéressant pour la dissociation des deux types de lésions 
causés par le 4-NQ0. Les UVA sont une puissante source de dommages oxydatifs et ont un 
rôle important à jouer dans le développement des cancers de la peau dans la population 
caucasienne. En établissant que yPTPA1 est impliqué dans la résistance des cellules face aux 
UVA et que ces données peuvent être extrapolées aux cellules humaines, on ouvre la porte à une 
éventuelle protection de la peau contre les dommages nuisibles du bronzage. 

En se fiant au rôle de hPTPA chez l'humain et en supposant une homologie de fonction 
également, nous avons voulu savoir quelle phosphatase était activée par yPtpalp. Par double-
hybride, nous avons récupéré une chaperone fortement homologue à Ydjlp que nous avons 
appelé Ydj2p. Cette chaperone, inconnue jusqu alors est essentielle à la survie cellulaire 
puisqu'un mutant haploïde n'est pas viable. Par microscopie à fluorescence, nous avons pu 
déterminer la localisation cellulaire des deux protéines d'intérêt. yPtpalp se retrouve dans le 
cytoplasme tandis que Ydj2p est vu dans le noyau et un peu dans le cytoplasme. Pour nous 
indiquer si l'interaction entre yPtpalp et Ydj2p survient dans le but de résister aux agressions 
du 4-NQ0, une mutagénèse aléatoire fut entreprise. Les données recueillies nous disent que les 
deux prémices sont dissociables puisqu'un mutant yptpal confère la résistance au 4-NQ0, 
mais n'est plus capable d'interagir avec la chaperone. La fonction exacte de l'interaction 
yPtpalp-Ydj2p n'est pas claire et encore beaucoup de travail reste à faire pour comprendre de 
façon certaine les voies de signalisation. 

En résumé, illustré en figure 26, un modèle hypothétique basé sur notre connaissance 
présente des protéines yPtpalp et Ydj2p. yPtpalp est une protéine multifonctionnelle à la fois 
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impliquée dans la réparation de l'ADN endommagé au 4-NQO ou aux UVA ou dans une 
fonction cellulaire inconnue jusqu'à présent par son interaction avec Ydj2p. Le rôle de yPtpalp 
dans la réparation de l'ADN pourrait être effectué via l'activation d'une phosphatase ou 
directement via une fonction inconnue. yPtpalp peut également interagir avec Ydj2p dans le 
cytoplasme ce qui pourrait i) résulter en une fonction inconnue ii) permettre un changement de 
localisation cellulaire iii) permettre une activation d'une phosphatase, iv) permettre un 
changement de conformation. Les hypothèses résultent en une fonction inconnue. 

Réparation de l'ADN 	Autre fonction via son interaction avec Ydj2p  

4-NQO ou UVA 

membrane 
cellulaire 

Figure 26: yPtpalp, une protéine multifonctionnelle à la fois impliquée dans la 
réparation de l'ADN endommagé au 4-NQO ou aux UVA ou dans une fonction 
cellulaire inconnue jusqu'à présent par son interaction avec Ydj2p 
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T H E J O U R N A L O F BI O L O GI C A L C H E MI S T R Y 	 V ol. 2 7 3, N o. 3 4, I s s u e of A u g u st 2 1, p p. 2 1 4 8 9 - 2 1 4 9 6, 1 9 9 8 

C 1 9 9 8 b y T h e A m e ri c a n S o ci et y f o r Bi o c h e mi st r y a n d M ol e c ul a r Bi ol o g y, I n c. 
	 P ri nt e d i n U. S. A. 

A Y e a s t H o m ol o g u e o f t h e H u m a n P h o s p h o t y r o s yl P h o s p h a t a s e 
A c ti v a t o r P T P A I s I m pli c a t e d i n P r o t e c ti o n a g ai n s t 
O xi d a ti v e D N A D a m a g e I n d u c e d b y t h e M o d el 
C a r ci n o g e n 4- Ni t r o q ui n oli n e 1- O xi d e * 

( R e c ei v e d f o r p u bli c ati o n, J a n u a r y 1 3, 1 9 9 8, a n d i n r e vi s e d f o r m, M a y 1, 1 9 9 8) 

D i n d i al R a m o t a r t, E d i t h B el a n g e r, I s a b ell e B r o d e u r, J e a n - Y v e s M a s s o n, a n d Ell i o t A. D r o b e t s k y 

Fr o m t h e H ô pit al M ai s o n n e u v e- R o s e m o nt, C e ntr e d e R e c h er c h e, U ni v er sit é d e M o ntr é al, M o ntr é al, 
Q u é b e c H 1 T 2 M 4, C a n a d a 

T h e m o d el c a r ci n o g e n 4- ni t r o q ui n oli n e 1- o xi d e ( 4- N Q 0) 
h a s h i s t o r i c all y b e e n c h a r a c t e r i z e d a s " U V - m i m e t i c " 
wi t h r e s p e c t t o i t s g e n o t o xi c p r o p e r ti e s. H o w e v e r, r e-
c e n t e vi d e n c e i n di c a t e s t h a t 4- N Q 0, u nli k e 2 5 4- n m U V 
li g h t, m a y e x e r t si g nifi c a n t c y t o t o xi c a n d / o r m u t a g e ni c 
p o t e n ti al vi a t h e g e n e r a ti o n of r e a c ti v e o x y g e n s p e ci e s. 
T o el u ci d a t e t h e r e s p o n s e of e u k a r y o ti c c ell s t o 4- N Q 0-
i n d u c e d o xi d a ti v e s t r e s s, w e i s ol a t e d S a c c h a r o m y c e s 
c e r e vi si a e m u t a n t s e x hi bi ti n g h y p e r s e n si ti vi t y t o t h e c y-
t o t o xi c eff e c t s of t hi s m u t a g e n. O n e s u c h m u t a n t, E B Y 1, 
w a s c r o s s- s e n si ti v e t o t h e o xi d a ti v e a g e n t s U V A a n d di a-
mi d e w hil e r e t ai ni n g p a r e n t al s e n si ti vi ti e s t o 2 5 4- n m U V 
li g h t, m e t h yl m e t h a n e s ulf o n a t e, a n d i o ni zi n g r a di a ti o n. 
A c o m pl e m e n ti n g g e n e ( d e si g n a t e d y P T P A 1), r e s t o ri n g 
f ull U V A a n d 4- N Q O r e si s t a n c e t o E B Y 1 a n d e n c o di n g a 
p r o t ei n t h a t s h a r e s 4 0 % i d e n ti t y wi t h t h e h u m a n p h o s-
p h o t y r o s yl p h o s p h a t a s e a c ti v a t o r h P T P A, h a s b e e n i s o-
l a t e d. T a r g e t e d d el e ti o n o f y P T P A 1 i n wil d t y p e y e a s t 
e n g e n d e r e d t h e i d e n ti c al p a t t e r n of m u t a g e n h y p e r s e n-
si ti vi t y a s t h a t m a ni f e s t e d b y E B Y 1, i n a d di ti o n t o a 
s p o n t a n e o u s m u t a t o r p h e n o t y p e t h a t w a s m a r k e dl y e n-
h a n c e d u p o n e x p o s u r e t o ei t h e r U V A o r 4- N Q O b u t n o t 
t o 2 5 4- n m U V o r m e t h yl m e t h a n e s ul f o n a t e. M o r e o v e r, 
t h e y p t p al d el e ti o n m u t a n t e x hi bi t e d a m a r k e d d e fi-
ci e n c y i n t h e r e c o v e r y o f hi g h m ol e c ul a r w ei g h t D N A 
f oll o wi n g 4- N Q O e x p o s u r e, r e v e ali n g a d ef e c t a t t h e l e v el 
of D N A r e p ai r. T h e s e d a t a (i) s t r o n gl y s u p p o r t a r ol e f o r 
a c ti v e o x y g e n i n t e r m e di a t e s i n d e t e r mi ni n g t h e g e n o-
t o x i c o u t c o m e o f 4 - N Q O e x p o s u r e a n d ( i i) s u g g e s t a 
n o v el m e c h a ni s m i n y e a s t i n v ol vi n g y P t p al p- m e di a t e d 
a c ti v a ti o n of a p h o s p h a t a s e t h a t p a r ti ci p a t e s i n t h e r e-
p a i r o f o x i d a t i v e D N A d a m a g e, i m pl y i n g t h a t h P T P A 
m a y e x e r t a si mil a r f u n c ti o n i n h u m a n s. 

T r e a t m e n t wit h t h e a g e nt 4- nit r o q ui n oli n e 1- o xi d e ( 4- N Q 0) 1  

h a s b e e n wi d el y e m pl o y e d i n m a r a m ali a n s y st e m s a s a p a r a -
di g m f o r D N A d a m a g e -i n d u c e d c a r ci n o g e n e si s. T o e x e rt it s 

n e o pl a sti c eff e ct,. 4- N Q O m u st fi r st u n d e r g o m et a b oli c a cti v a-
ti o n t o t h e p r w d m at e c a r ci n o g e n 4 - h y d r o x y a mi n o q ui n oli n e 

1 - o xi d e, w hi c h, f oll o wi n g a c yl ati o n, r e a ct s wit h D N A t o f o r m 

* T h e c o st s of p u bli c ati o n of t hi s arti cl e w er e d efr a y e d i n p art b y t h e 
p a y m e nt of p a g e c h ar g e s. T hi s arti cl e m u st t h er ef or e b e h er e b y m ar k e d 
" a d v erti s e m e nt" i n a c c or d a n c e wit h 1 8 U. S. C. S e cti o n 1 7 3 4 s ol el y t o 
i n di c at e t hi s f a ct. 

T o w h o m c orr e s p o n d e n c e s h o ul d b e a d dr e s s e d: H ô pit al M ai s o n-
n e u v e- R o s e m o nt, C e ntr e d e R e c h er c h e, U ni v er sit é d e M o ntr é al, 5 4 1 5 
B o ul. d e r A s s o m pti o n, M o ntr é al, P Q H 1 T 2 M 4, C a n a d a. T el.: 5 1 4- 2 5 2-
3 4 0 0, E xt. 4 6 8 4; F a x: 5 1 4- 2 5 2- 3 4 3 0;  

T h e a b br e vi ati o n s u s e d ar e: 4- N Q 0, 4- nitr o q ui n oli n e 1- o xi d e; N E R, 
n u cl e oti d e e x ci si o n r e p air; A P, a p uri ni c; M M S, m et h yl m et h a n e s ulf o n-
at e; k b, kil o b a s e( s).  

st a bl e q ui n oli n e- p u ri n e m o n o a d d u ct s, i. e. at t h e e x o c y cli c N- 2 

a n d N- 6 p o siti o n s of g u a ni n e a n d a d e ni n e, r e s p e cti v el y ( 1, 2). I n 

b a ct e ri a, y e a st, a n d m a m m ali a n c ell s, t h e s e g e n ot o xi c " b ul k y" 

D N A l e si o n s a r e p r o c e s s e d l a r g el y b y t h e n u cl e oti d e e x ci si o n 

r e p ai r ( N E R) p a t h w a y i n a m a n n e r a n al o g o u s t o cl a s si c al 

di p y ri mi di n e p h ot o p r o d u ct s ( vi z. c y cl o b ut a n e p y ri mi di n e 

di m e r s a n d ( 6 - 4) p y ri mi di n e - p y ri mi d o n e p h ot o p r o d u ct s) g e n-

e r at e d b y t h e m o d el D N A- d a m a gi n g a g e nt 2 5 4- n m U V li g ht ( 3, 

4). A s s u c h, m ut a nt s t h at a r e d efi ci e nt i n N E R a r e h y p e r s e n -

siti v e t o t h e g e n ot o xi c eff e ct s of 2 5 4 - n m U V li g ht, a s w ell a s 

4 - N Q O ( 3 - 6). T h e a p p a r e n t s t r o n g si mil a ri t y i n m o d e s of 

c ell ul a r p r o c e s si n g f o r 2 5 4 - n m U V li g ht - a n d 4 - N Q 0 -i n d u c e d 

D N A d a m a g e i n di v e r s e p r o k a r y oti c a n d e u k a r y oti c s y st e m s 

h a s of t e n r e s ul t e d i n c a t e g o ri z a ti o n of t h e l a t t e r a g e n t a s 

" U V - mi m e ti c " ( 7). 

H o w e v e r, t hi s d e si g n ati o n m a y b e i n a p p r o p ri at e, b e c a u s e 

s e v e r al r e c e nt i n v e sti g ati o n s h a v e cl e a rl y d e m o n st r at e d t h at 

4 - N Q 0, u nli k e 2 5 4 - n m U V li g ht, c a n g e n e r at e a s u b st a nti al 

d e g r e e of i nt r a c ell ul a r o xi d ati v e st r e s s. T hi s m a y h e r al d si g nif-

i c a nt c o n s e q u e n c e s f o r 4- N Q 0- e x p o s e d c ell s at t h e l e v el of c ell 
killi n g  a n d m ut a g e n e si s. I n d e e d, it w a s s h o w n t h at 4- N Q O i s a 

p ot e nt i n d u c e r of t h e E s c h e ri c hi a c oli s o x R / S r e g ul o n t h at r e-

s p o n d s t o i nt r a c ell ul a r s u p e r o xi d e i m b al a n c e s ( 8). It i s b eli e v e d 

t h at 4 - N Q O u n. d e r g o e s r e d o x c y cli n g t o p r o d u c e s u p e r o xi d e 

a ni o n, w hi c h c a. n b e f u rt h e r c o n v e rt e d i nt o g e n ot o xi c r e a cti v e 

o x y g e n s p e ci e s ( e. g. si n gl et o x y g e n a n d h y d r o x yl r a di c al s) t h at 

e n g e n d e r m o difi e d b a s e s a n d D N A st r a n d b r e a k s ( 8, 9). I n f a ct, 

it h a s b e e n s h o w n i n vit r o t h at a cti v at e d 4- h y d r o x y a mi n o q ui n o-

li n e 1 - o xi d e c a n g e n e r at e t h e hi g hl y p r e m ut a g e ni c p r o d u ct 

8 - o x o - g u a ni n e, a s w ell a s st r a n d b r e Fi k s, i n t h e p r e s e n c e of 

C u(II) ( 9, 1 0). I n E. c oli, 8- o x o g u a ni n e i s r e m o v e d b y t h e f o r m-

a mi d o p y ri mi di n e- D N A gl y c o s yl a s e ( F p g), w hi c h i n t u r n g e n e r-

at e s a p u ri ni c ( A P) sit e s a s s e c o n d a r y l e si o n s ( 1 1). A P sit e s a r e 

al s o hi g hl y p r e m ut a g e ni c b ut c a n b e effi ci e ntl y r e m o v e d f r o m 

c ell ul a r D N A b y A P e n d o n u cl e a s e s ( 1 2, 1 3). It i s t h e r ef o r e n ot 

s u r p ri si n g t h a t b a c t e ri al m u t a n t s l a cl d n g ei t h e r F p g o r A P 

e n d o n u cl e a s e s a r e h y p e r s e n siti v e t o t h e m ut a g e ni c eff e ct s of 

4 - N Q O ( b ut n ot of 2 5 4 - n m U V li g ht) ( 8, 1 4). 

B a s e d o n t h e d e m o n st r at e d a bilit y of 4 - N Q O t o i n d u c e o xi -

d ati v e st r e s s t h at c o nt ri b ut e s t o c ell killi n g a n d m ut a g e n e si s i n 

b a ct e ri a, w e p o st ul at e d t h at t hi s a g e nt m a y a ct si mil a rl y i n 

e u k a r y oti c c ell s. A s s u c h, u si n g t h e m o d el o r g a ni s m S a c c h a r o-

m y c e s c er e vi si a e, t h e ai m of t h e p r e s e nt i n v e sti g ati o n w a s t o 

i d e ntif y n o v el e u k a r y oti c g e n e s i m pli c at e d i n t h e c ell ul a r r e -

s p o n s e t o 4- N Q 0-i n d u c e d o xi d ati v e D N A d a m a g e. O u r st r at e g y 

i n v ol v e d, s e q u e n ti all y (i) i s ol a ti o n of a l a r g e p a n el of y e a s t 

m ut a nt s e x hi biti n g h y p e r s e n siti vit y t o t h e c yt ot o xi c eff e ct s of 

4 - N Q 0, 	 c at e g o ri c al p r e cl u si o n f r o m f u rt h e r a n al y si s of a n y 

m ut a nt s s h o wi n g f ull c r o s s - s e n siti vit y t o 2 5 4 - n m U V li g ht, 

T hi s p a p e r i s a v ail a bl e o n li n e a t h t t p: / / w w w.j b c. o r g 	 2 1 4 8 9 
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2 1 4 9 0 	 Y e a st T ol e r a n c e t o 4- N Q O 

b e c a u s e t h e s e a r e li k el y t o c a r r y m ut ati o n s i n p r e vi o u sl y i d e n -

tifi e d D N A r e p ai r g e n e s, e. g. c o m p ri si n g t h e N E R p a t h w a y 

k n o w n t o p a rti ci p at e i n t h e p r o c e s si n g of U V -t y p e di p y ri mi di n e 

p h ot o p r o d u ct s, a s w ell a s cl a s si c al 4 - N Q 0 -i n d u c e d b ul k y D N A 

a d d u ct s, a n d 	 a p p r o p ri a t e c h a r a c t e ri z a ti o n of a n y r e m ai n - 

i n g m u t a n t s e x p r e s si n g p u t a ti v e d ef e c t s s p e cifi c all y i n t h e 

p r o c e s si n g of 4 - N Q 0 -i n d u c e d o xi d a ti v e D N A d a m a g e. I n t hi s 

m a n n e r, w e i d e n tifi e d a n o v el 4 - N Q 0 - s e n si ti v e y e a s t m u t a n t 

t h a t r e t ei n s p a r e n t al r e si s t a n c e t o 2 5 4 - n m U V li g h t, w hil e 

di s pl a yi n g c e rt ai n h all m a r k s c o n si st e nt wit h a d efi ci e n c y i n t h e 

r e p ai r of o xi d a ti v e D N A l e si o n s. A g e n e c o m pl e m e n ti n g t hi s 

d ef e cti v e p h e n ot y p e w a s i s ol at e d f r o m a y e a st g e n o mi c li b r a r y, 

a n d w a s s h o w n t o c o r r e s p o n d t o a p r e vi o u sl y i d e n tifi e d, b u t 

f u n c ti o n all y u n c h a r a c t e ri z e d, y e a s t g e n e wi t h a p r e di c t e d 

a mi n o a ci d s e q u e n c e t h a t m a nif e s t s si g nifi c a n t i d e n ti t y wi t h 

t h e h u m a n p h o s p h ot y r o s yl p h o s p h at a s e a cti v at o r h P T P A. O u r 

d a t a s t r o n gl y s u p p o r t a g e n o t o xi c r ol e f o r r e a c ti v e o x y g e n s p e -

ci e s i n 4 - N Q 0 - e x p o s e d y e a s t, a n d p r o vi d e n o v el i n vi v o e vi -

d e n c e f o r t h e p a r ti ci p a ti o n of c ell ul a r p h o s p h a t a s e s i n t h e r e -

p ai r of o xi d a ti v e D N A d a m a g e i n e u k a r y o ti c c ell s. 

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S 

Str ai n s, M e di a, G e n eti c A n al y si s, a n d Tr a n sf or m ati o n — T h e wil d 
t y p e S. c er e ui si a e st r ai n s u s e d i n t hi s st u d y w e r e D B Y 7 4 7 ( M A T a, 
l e u 2- 3, 1 1 2, hi s 3- Al, t r p 1- 2 8 9 a, u r a 3- 5 2, l a b o r at o r y st o c k), D B Y 7 4 7- 1 
(i s o g e ni c t o D B Y 7 4 7, e x c e pt tr p 1:: hi s G), W 3 0 3 a ( M A T a, a d e 2- 1, hi s 3- 1 1, 
l e u 2- 3, 1 1 2, tr p 1- 1, ur a 3- 1, p r o vi d e d b y ] J r. M. St a r k, U ni v e r sit y of 
D u n d e e, U K), F Y 8 6 ( M A T a; hi s 3 A 2 0 0, ur a 3- 5 2, l e u 2 à 1, p r o vi d e d b y 
D r. F r e d Wi n st o n, H a r v a r d U ni v e r sit y), a n d M K p- o ( M A T a, c a n 1- 1 0 0 0, 
a d e 2- 1, l y s 2- 1, ur a 3- 5 2, l e u 2- 3, 1 1 2, hi s 3 3, 2 0 0, tr pl- A 9 0 1, p r o vi d e d b y 
D r. B e r n a r d K u n z, D e a ki n U ni v e r sit y, A u st r ali e). T h e m ut a nt st r ai n 
E B Y 1 i s i s o g e ni c t o D B Y 7 4 7, e x c e pt t h at it b e a r s a r o ut at e d c o p y of t h e 
y P T P A 1 g e n e ( s e e b el o w). E B Y 2, E B Y 3, a n d E B Y 4 w e r e d e ri v e d, r e-
s p e cti v el y, f r o m D B Y 7 4 7- 1, M K p- o, a n d W 3 0 3 a b y d el eti n g a p o rti o n of 
t h e y P T P A 1 c o di n g r e gi o n a n d r e pl a ci n g it wit h t h e s el e cti v e m a r k e r 
L E U 2 ( s e e b el o w). Li k e wi s e, C H Y 2 6 a n d C H Y 2 7 w e r e d e ri v e d, r e s p e c-
ti v el y, f r o m D B Y 7 4 7- 1 a n d E B Y 2 b y d el eti n g a p o rti o n of t h e c o di n g 
r e gi o n of t h e y P T P A 2 g e n e a n d r e pl a ci n g it wit h t h e s el e cti v e m a r k e r 
T R P 1 ( s e e b el o w). T h e y e a st st r ai n s D E Y 1 0- 2 C (i s o g e ni c t o W 3 0 3 a, 
e x c e pt p p h 2 2 à 1:: U R A 3), D E Y 1 4 2- 4 D (i s o g e ni c t o W 3 0 3 a, e x c e pt M A T a, 
p p h 2. 1 A 1:: HI S 3), a n d D E Y 2 2 - 1 2 (i s o g e ni c t o W 3 0 3 a, e x c e p t 
p p h 2. 1 à 1:: HI S 3, p p h 2 2- 1 2) w e r e all g e n e r o u sl y p r o vi d e d b y D r. M. 
St a r k ( U ni v e r sit y of D u n d e e, U K). Y e a st c ell a w e r e g r o w n i n eit h e r 
c o m pl et e y e a st p e pt o n e d e xt r o s e ( Y P D) o r mi ni m al s y nt h eti c ( S C) m e-
di u m, t o w hi c h n ut riti o n al s u p pl e m e nt s w e r e a d d e d at 2 0 u gli nl ( 1 5). 
St a n d a r d g e n eti c a n al y si s a n d t r a n sf o r m ati o n w e r e c a r ri e d o ut a s d e-
s c ri b e d p r e vi o u sl y ( 1 6, 1 7). T h e E. c oli st r ai n u s e d f o r pl a s mi d m ai nt e-
n a n c e w a s H B 1 0 1. 

I s ol ati o n of M ut a nt s H y p er s e n siti v e t o 4- N Q 0 — E x p o n e nti all y g r o w-
i n g wil d t y p e y e a st ( st r ai n D B Y 7 4 7) w e r e t r e at e d wit h 0. 1 % M M S f o r 
1 h, a n d s u r vi vi n g c ol o ni e s w e r e st r e a k e d o nt o Y P D a g a r pl at e s c o n-
t ai ni n g 0. 4 p e ml of 4- N Q 0. T hi s d r u g c o n c e nt r ati o n p e r mit s 9 0- 9 5 % 
gr o wt h of wil d t y p e, a n d str ai n s t h at di d n ot s u st ai n gr o wt h at t hi s dr u g 
c o n c e nt r ati o n w e r e s c o r e d a s m ut a nt. 

C o n str u cti o n of t h e y pt p a 1 a n d y pt p a 2 D el eti o n M ut a nt s — A 1. 5- k b 
S m aI / Hi n dIII y e a st D N A f r a g m e nt b e a ri n g t h e y P T P A 1 c o di n g r e gi o n 
a n d fl a n ki n g 5' - a n d 3' - u n t r a n sl a t e d r e gi o n s w a s d e ri v e d f r o m 
p D R 1 0 2 2 ( s e e b el o w) a n d s u b cl o n e d i nt o t h e p Bl u e s c ri pt v e ct o r K / S t o 
p r o d u c e t h e pl a s mi d p T V 3. T hi s pl a s mi d w a s di g e st e d wit h S allI P stI t o 
r el e a s e a 1 2 5- b a s e p ai r f r a g m e nt f r o m wit hi n t h e c o di n g r e gi o n of t h e 
y P T P A 1 g e n e. T h e r el e a s e d f r a g m e nt w a s s u b stit ut e d wit h t h e S. c er-
e ui si a e L E U 2 s el e cti v e m a r k e r, w hi c h w a s o bt ai n e d a s a 2. 5- k b S alit 
P stl f r a g m e nt f r o m t h e pl a s mi d Y E p 1 3 ( 1 6), t o p r o d u c e pl a s mi d p T V 4. 
A li n e a r 3. 2- k b f r a g m e nt, y pt p a 1 &: L E U 2, w a s o bt ai n e d f r o m p T V 4 b y 
di g e sti o n wit h Hi n dIII a n d S c aI a n d t r a n sf o r m e d di r e ctl y i nt o t h e wil d 
t y p e h a pl oi d st r ai n s D B Y 7 4 7, F Y 8 6, a n d M K p- o u si n g t h e lit hi u m 
a c et at e p r o c e d u r e ( 1 7). L et * * t r a n sf o r m a nt s b e a ri n g a c h r o m o s o m al 
d el eti b n of t h e y P T P A 1 g e n e w e r e v e rifi e d b y S o ut h e r n bl ot a n al y si s 
( 1 6), u si n g a " P-l a b el e d 1. 0- k b f r a g m e nt of t h e y P T P A 1 c o di n g r e gi o n 
a s p r o b e. T o c o n st r u ct a y pt a p 2 d el eti o n m ut a nt, t h e e nti r e y P T P A 2 
g e n e w a s fi r st i s ol at e d f r o m st r ai n D B Y 7 4 7 b y p ol y m e r a s e c h ai n r e a c-
ti o n a m plifi c ati o n u si n g t h e u p st r e a m ( 5' - T C'I T T T A A A G C T T A A -
G A A A A T C G - 3') a n d d o w n st r e a m ( 5' - G G A A A A A G T A C G T A C C G - 3') 
p ri m e r a c o nt ai ni n g t h e r e st ri cti o n sit e s Hi n dIII a n d S n a BI ( 1 8). T h e s e  

p ri m e r s a m plifi e d a 1. 9- k b Hi n dIII / S n a BI D N A f r a g m e nt, w hi c h w a s 
t h e n s u b cl o n e d i nt o p Bl u e s c ri pt di g e st e d wit h Hi n dIII a n d S m aI t o 
p r o d u c e. p C H 1. p C H 1 w a s i n t u r n di g e st e d wit h E c o RI, w hi c h r e m o v e s 
1 6 0 n u cl e oti d e s f r o m t h e N-t e r mi n al e n d of t h e y P T P A 2 c o di n g r e gi o n, 
a n d a 1. 2- k b E c o RI f r a g m e nt c o nt ai ni n g t h e T R P 1 s el e cti v e m a r k e r 
g e n e w a s i n s e rt e d at t h e E c o RI sit e t o pr o d u c e p C H 2. Di g e sti o n of p C H 2 
wit h Hi n dIII a n d B a m HI p r o d u c e d t h e y pt p a 2 &: T R P 1 3. 0- k b D N A 
f r a g m e nt, w hi c h w a s t r a n sf o r m e cl i nt o st r ai n s D B Y 7 4 7 a n d E B Y 2. 
y pt p a 2 d el eti o n m ut a nt s w e r e c o nfi r m e d b y S o ut h e r n bl ot a n al y si s. 

S ur vi v al C ur u e s — T h e s e n siti viti e s of t h e v a ri o u s y e a st st r ai n s t o 
4- N Q 0, di a mi d e, a n d m et h yl m et h a n e s ulf o n at e ( all p u r c h a s e d f r o m 
Si g m a) w e r e m e a s u r e d u si n g e x p o n e nti el p h a s e c ult u r e s. O v e r ni g ht 
c ult u r e s g r o w n t o s at u r ati o n at 3 0 ° C i n Y P D w e r e dil ut e d i nt o f r e s h 
m e di u m at a n A G.. of 0. 2 ( - 2 X 1 06  c ell s / ml) a n d i n c u b at e d t o a n . 4 600  
of 1. 0. Ali q u ot s w e r e t h e n t r e at e d wit h v a ri o u s c o n c e nt r ati o n s of d r u g s 
at 3 0 ° C wit h s h al çi n g ( 2 5 0 r p m) f o r 1 h. R el ati v e s u r vi v al w a s d et e r-
mi n e d b y i m m e di at el y dil uti n g t h e s e m pl e s i n st e ril e 2 0 m m p ot a s si u m 
p h o s p h at e b uff e r ( p H 7. 0) a n d pl ati n g o nt o Y P D a g a r. C ol o ni e s w e r e 
c o u nt e d alt e r 3- 4 d a y s of g r o wt h at 3 0 ° C. I n t h e c a s e of y-i r r a di ati o n 
t r e at m e nt, e x p o n e nti el c ell a w e r e i r r a di at e d i n c ol d Y P D m e di u m u si n g 
a C o' s o u r c e at a d o s e r at e of 5 5. 5 r a di a n s /fi ( e x p e ri m e nt s c a r ri e d o ut 
i n t h e l a b o r at o r y of D r. Mi c h a el R e s ni c k, NI E H S, NI E). 

F o r e x p o s u r e t o d efi n e d r e gi o n s of t h e U V w a v el e n gt h s p e ct r u m, 
mi d-l o g p h a s e y e a st w e r e i r r a di at e d i n st e ril e di still e d w at e r u si n g 
fl u o r e s c e nt 2 5- W l a m p s e mitti n g eit h e r U V A ( G E m o d el F 2 5 T 8- B L), 
U V B ( S p e ct r oli n e m o d el X X 2 5 B), o r 2 5 4 - n m U V li g ht ( G E m o d el 
G 2 5 T 8). C ell a w e r e t r e at e d at r el ati v el y l o w d e n sit y 	 c ell s / m 1 i n 
3 5- m m P et ri di s h e s) a n d wit h c o n st a nt s h a ki n g t o a v oi d c ell ul a r s hi el d-
i n g. T h e i n ci d e nt li g ht w a s ri g o r o u sl y p u rifi e d u si n g 2- m m-t hi c k gl a s s 
filt e r s ( S c h ott, M ai n z, G e r m a n y) t o vi rt u all y eli mi n at e c o nt a mi n ati n g 
w a v el e n gt h s b el o w 2 9 0 n m i n t h e c a s e of U V B (filt er W G 3 0 5) a n d b el o w 
3 2 0 I n n f o r U V A (filt e r W G 3 4 5). T h e i n ci d e nt U V B ( À > 2 9 0 n m), U V A 
( À > 3 2 0 n m), a n d 2 5 4- n m U V li g ht d o s e r at e s w e r e m e a s u r e d u si n g a 
S p e ct r oli n e D R C 1 0 0 X di git al r a di o m et e r e q ui p p e d wit h DI X 3 0 0, Dl X 
3 6 5, a n d DI X 2 5 4 s e n s o r s, r e s p e cti v el y. 

Gr a di e nt Pl at e A s s a y — T hi s a s s a y w a s p e rf o r m e d a s d e s c ri b e d p r e-
vi o u sl y ( 1 9). B ri efl y, c ell s w e r e r e pli c at e d a s a t hi n li n e al o n g t h e d r u g 
g r a di e nt, a n d aft e r 2 d a y s of g r o wt h at 3 0 ° C t h e di st a n c e of g r o wt h of 
e a c h st r ai n i s e x p r e s s e d a s a p e r c e nt a g e of t h e wil d t y p e. G r o wt h all 
al o n g t h e g r a di e nt i s c o n si d e r e d t o b e 1 0 0 %. 

M ut ati o n R at e A s s a y — S p o nt a n e o u s m ut ati o n r at e s w e r e d et e r mi n e d 
u si n g a fl u ct u ati o n t e st a s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y ( 2 0). T h e m e a s u r e m e nt 
of t h e d r u g-i n d u c e d m ut ati o n r at e w a s d o n e b y di r e ctl y a d di n g t h e 
a p p r o p ri at e c o n c e nt r ati o n of d r u g t o t h e s el e cti v e m e di u m. F o r U V A 
t r e at m e nt, a 2 4- w ell pl at e c o nt ai ni n g t h e c ult u r e w a s i r r a di at e d wit h 
U V A 2 d a y s aft e r t h e c ell e w e r e e x h a u st e d of a d e ni n e, b y w hi c h ti m e 
t h e y h a d g r o w n f r o m a n i niti al i n o c ul u m of — 5, 0 0 0 t o a fi n al d e n sit y of 
— 1. 0 x 1 0 6  c ell s. 

Al k ali n e S u cr o s e D e n sit y G r a di e nt — C h r o m o s o m al D N A f r o m eit h e r 
u nt r e at e d o r 4- N Q 0-t r e at e d c ell s w e r e i s ol at e d a n d a n al y z e d a s d e-
s c ri b e d p r e vi o u sl y ( 2 1). 

Pl a s mi d s — T h e pl a s mi d s p E B 1 a n d p E B 2 w e r e c o n st r u ct e d b y s u b-
cl o ni n g t h e 1. 5- k b S m aI / Hi n dIII D N A f r a g m e nt c a r r yi n g t h e y P T P A 1 
g e n e i nt o t h e si n gl e c o p y v e ct o r Y C pl a c 3 3 a n d t h e 2 p, m ulti c o p y v e ct o r 
Y E pl a c 1 9 5, r e s p e cti v el y, c ut wit h S m aI a n d Hi n d r n ( 2 2). Si mil a rl y, t h e 
pl a s mi d s p E B 3 a n d p E B 4 w e r e c o n st r u ct e d b y s u b cl o ni n g t h e 1. 9- k b 
Hi n dlII / S n a BI p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n f r a g m e nt of t h e y P T P A 2 g e n e 
i nt o Y C pl a c 3 3 a n d Y E pl a c 1 9 5, r e s p e cti v el y, al s o c ut wit h Hi n dIII a n d 
S m aI. T h e m ulti c o p y pl a s mi d s p P P H 2 1 a n d p P P H 2 2, r e s p e cti v el y, 
b e a ri n g t h e e nti r e P P H 2 1 a n d P P H 2 2 g e n e s w e r e p r o vi d e d b y D r. M. 
St a r k. 

N ort h er n B / ot — T ot al R N A w a s p r e p a r e d b y t h e r a pi d gl a s s b e a d 
m et h o d ( 2 3). T h e nit r o c ell ul o s e bl ot w a s p r o b e d wit h a r a n d o m p ri m e d 
3 2 P-l a b el e d 1. 1- k b Hi n dlII / S n a BI f r a g m e nt d e ri v e d f r o m t h e c o di n g 
r e gi o n of t h e y P T P A 1 g e n e. 

C o n str u cti o n of y P T P A 1 Pr or n ot or F u si o n t o l a c Z — T h e p ri m e r s, 5'-
C C C T G T G G C C G A A' T T C C A T C T G C T C- 3' a n d 5'- A T C T A C A G G A T C C A-
G A G A C A T- 3' c o nt ai ni n g, r e s p e cti v el y, t h e r e st ri cti o n sit e s E c o RI a n d 
B a m HI ( u n d e rli n e d), w e r e u s e d t o a m plif y a 6 3 2- b a s e p ai r f r a g m e nt 
c o n si sti n g of t h e p r o m ot e r r e gi o n of y P T P A 1 g e n e f r o m — 6 1 5 t o + 1 7 
b a s e p ai r s. T h e E c o RlI B a m HI f r a g m e nt w a s s u b cl o n e d i nt o t h e m ulti-
c o p y v e ct o r Y E P 3 5 6 R ( p r o vi d e d b y D r. F r e d Wi n st o n, H a r v a r d M e di c al 
S c h o ol, B o st o n, M A), s u c h t h at t h e A T G st art c o d o n of t h e y P T P A 1 g e n e 
f o r m a t h e i niti ati o n c o d o n f o r t h e E. c oli r e p o rt e r l a c Z g e n e e n c o di n g 
p- g al a ct o si d a s e. 

D N A S e q u e n c e A n ctl y si s — T o d et e r mi n e t h e l o c ati o n of t h e m ut ati o n 
i n t h e y P T P A 1 g e n e d e ri v e d f r o m t h e m ut a nt E B Y 1, t h e p ri m e r s 5'-
C C C T G T G G C C G A A T T C C A T C T G C T C - 3 a n d 5' - T A A T G C'I T G G G A T - 
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Di a mi d e ( m M) 

1 0 0 0 	 2 0 0 0 

U V B ( J / m 2 )  

FI G. 1. S e n siti viti e s of S. c er e vi si a e 
wil d t y p e a n d m ut a nt st r ai n s t o v a r-
i o n s m ut a g e n s. P oi nt s r e p r e s e nt t h e 
m e a n of t w o i n d e p e n d e nt d et er mi n ati o n s. 
O p e n cir cl e, D B Y 7 4 7 ( wil d t y p e); cl o s e d 
cir cl e, E B Y 1 ( y pt p al m ut a nt). 
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y - r a y s ( K r a d) 

O 	 2 0 	 4 C1 	 6 0 	 8 0 

U V C at 2 5 4 n m ( J / m 2 ) 

C C A C A T T T A T A- 3 w e r e u s e d t o i s ol at e a L 5- k b D N A f r a g m e nt of t h e 
y P T P A 1 g e n e, wit h t h e u n d erli n e d E c o RI / B a m H 1 sit e s, r e s p e cti v el y, 
fr o m str ai n E B Y 1 c arr yi n g t h e m ut a nt all el e. T h e fr a g m e nt w a s s u b-
cl o n e d i nt o p El u e s cri pt, a n d o nl y o n e str a n d of t h e m ut a nt all el e of t h e 
y P T P A 1 g e n e w a s e ntir el y s e q u e n c e d b y t h e di d e o x y c h ai n t er mi n ati o n 
m et h o d ( 2 4). A 1 1 a d diti o n al D N A f r a g m e nt s i s ol at e d b y p ol y m e r a s e 
c h ai n r e a cti o n w er e al s o s e q u e n c e d b y t hi s m et h o d. 

R E S U L T S 

C h a r a ct e ri z ati o n of Y e a st M ut a nt s H y p e r s e n siti v e t o 
4- N Q 0--I n a n att e m pt t o i d e ntif y n o V el e u k a r y oti c g e n e s i m -

pli c at e d i n t h e r e p ai r of 4 - N Q 0 -i n d u c e d o xi d ati v e D N A d a m -
a g e, a p a n el of 5 5 S. c er e vi si a e m ut a nt s e x hi biti n g h y p e r s e n si-
ti vit y t o t h e c yt ot o xi c eff e ct s of t hi s a g e nt w a s i niti all y i s ol at e d. 
Fift y of t h e m ut a nt s a m o n g t hi s c oll e cti o n w e r e e x cl u d e d f r o m 

f mt h e r a n al y si s, b e c a u s e t h e y di s pl a y e d st r o n g c r o s s- s e n siti v-
it y t o 2 5 4- n m U V li g ht, i. e. r efl e cti n g t h e U V- mi m eti c c h a r a ct e r 

of 4- N Q 0, t h e r ef o r e i n cli c ati n g t h e i n v ol v e m e nt i n t h e o b s e r v e d 
4- N Q O h y p e r s e n siti vit y of p r e vi o u sl y i d e ntifi e d g e n e s c o m p ri s-
i n g, e. g. t h e N E R p at h w a y ( 3 - 5). T h e r e m ai ni n g fi v e 4 - N Q 0 -
s e n siti v e m ut a nt s all r et ai n e d p a r e nt al r e si st a n c e t o 2 5 4 - n m 

U V li g h t a n d M M S a n d w e r e t h e r ef o r e d e e m e d p o t e n ti all y 
d efi ci e nt i n t h e p r o c e s si n g of o xi d ati v e D N A d a m a g e. O n e of 

t h e s e 4 - N Q 0 - s e n siti v e, 2 5 4 - n m U V li g ht - r e si st a nt m ut a nt s,  

d e si g n at e d E B Y 1, w a s s h o w n t o b e hi g hl y c r o s s- s e n siti v e t o t h e 

o xi di zi n g a g e n t s U V A ( 3 2 0 - 4 0 0 n m) a n d di a mi d e ( Fi g. 1). 

M o r e o v e r, E B Y 1 di s pl a y e d o nl y m a r gi n al s e n siti vit y t o U V B 

( 2 9 0- 3 2 0 n m), w hi c h h a s a m u c h s m all e r o xi d ati v e c o m p o n e nt 

r el ati v e t o U V A ( Fi g. 1), a s w ell a s t o h y d r o g e n p e r o xi d e ( d at a 

n ot s h o w n). Fi n all y, E B Y 1 al s o r n a nif e st e d p a r e nt al r e si st a n c e 

t o i o ni zi n g r a di ati o n ( Fi g. 1) a n d bl e o m y ci n ( d at a n ot s h o w n), 

p r o vi di n g e vi d e n c e t h at it i s n ot d ef e cti v e i n t h e R a d 5 2 r e c o m-

bi n ati o n al / d o u bl e- st r a n d b r e a k r e p ai r p at h w a y ( 2 5). 

T h e m u t a ti o n c o nf e r ri n g 4 - N Q O a n d U V A s e n si ti vi t y t o 

E B Y 1 w a s r e c e s si v e, b e c a u s e a di pl oi d st r ai n c o n st r u ct e d b y 

c r o s si n g E B Y 1 ( M' A r a) wit h a wil d t y p e st r ai n F Y 8 6 ( M A T a) 

s h o w e d wil d t y p e r e si st a n c e t o 4 - N Q O ( d at a n ot s h o w n). Di s -

s e cti o n of ei g ht t et r a d s d e ri v e d b y s p o r ul ati n g t h e di pl oi d E B Y 1 

X F Y 8 6 p r o d u c e d 2: 2 s e g r e g ati o n of t h e 4 - N Q O s e n siti vit y i n 

t h e p r o g e n y, i n di c ati n g t h at E B Y 1 c a r ri e s a si n gl e m ut ati o n. 

T h e E B Y 1- c o m pl e m e nti n g G e n e, D e si g n at e d y P T P A 1, I s a 

Y e a st H o m ol o g u e of t h e H u m a n P h o s p h at a s e A cti v at o r 

h P T P A — B e c a u s e U V A, 4 - N Q 0, a n d di a mi d e all g e n e r at e f r e e 

r a di c al s, w e r e a s o n e d t h a t t h e h y p e r s e n si ti vi t y of E B Y 1 t o 

t h e s e a g e nt s m a y b e b e c a u s e of a d ef e ct i n a p at h w a y t h at 

si g n ai s t h e r e p ai r of, o r i t s elf r e p ai r s, o xi d a ti v el y d a m a g e d 
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F I G .  2. C o m p a ri s o n of t h e p r e di c t e d 
a mi n o a ci d s e q u e n c e b e t w e e n S. c er-
e vi si a e y P T P Al p a n d h u m a n P T P A. 
T h e f o u r hi g hl y c o n s e r v e d r e gi o n s (I, II, 
I I I, a n d I V) s h o w n i n b o x e s ar e al s o pr e s-
e nt i n y Pt p a 2 p a n d i n pr ot ei n s pr e di ct e d 
fr o m r el at e d g e n e s f o u n d i n ot h er s p e ci e s 
( s e e t e xt). 

9 1 R R Y G N L A C R E W H H K L D E R L P Q W L Q E M L S E Y H E V VI ,E L Q Y Y L G N S F G 8 S T 1 4 0 

1, 11 	 1 	 1 	 1 :  	 1 1 1 1  	 1 1 1 -  	 11 	 1 	 1 . 1 1  
9 8 S R F G N K A Y R T W Y A K L D E S A E N L V A T V V P T H L A A A V P E V A V Y L K E S V G M T 1 4 7 

R e gi o n I 

1 4 1 R L D Y G T G H E S F M A T V A A L D MI G M F. P H M R G A D V F L L F N K Y Y TI M R R LI L 1 8 9 

	

1 ' 1 1 1 1 1 1 1  	 . 1  	 1 	 - 	 I 	 ' I .  	 • 	 1 	 11 	 .1 1:1 
1 4 8 RI D Y G T G H E F A A F L C C L C KI G V L R V D D Q T AI V FI C V F N R Y L E V M RI C L O K 1 9 7 

R e gi o n H 
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R e gi o n III 

2 4 0 R E Y K D T N F Y C Q G I N F I N E V K M G P F E E H I L Y D I A V T V P R W S K V C K G L L K 2 8 9 

1 	 ,  	 1 	 11 	 1 - 1  	 1 1 1  	 1 1 1  	 1 , - 1 .  	 11 	 1 1 1 1  	 - 1 1 : :  
2 4 5 N E N H K D Y M F L E CI L FI T E  T G P F A E H S N Q L W NI S. A V P S W S K V N Q G LI R 2 9 3 

R e gi o n I V 

2 9 0 N Y S V V L ? X F P V V Q H F W F J r G F F P W V NI Q N G T D L P V F E E K E E E SI E Q À K A 3 3 9 

11 	 1 	 l •  	 • 	 1 	 -1 1 1 1 1 ' 1 1 1  	 11 
2 9 4 M Y K A E C L K F P VI Q H F K F G S 

1 9 0  T Y T L  

11 
1 9 8 T Y R E 

L L P T H P V T S G 	  3 2 4  

D N A. F u rt h e r m o r e, t h e f a ct t h at t h e m ut a g e n - h y p e r s e n siti v e 

p h e n o t y p e of E B Y 1 w a s cl e a rl y di s ti n c t f r o m t h a t of o t h e r 
k n o w n y e a st D N A r e p ai r- d efi ci e nt m ut a nt s s u g g e st e d t h at t hi s 
st r ai n m a y h a r b o r a m ut ati o n at a n u n c h a r a ct e ri z e d l o c u s. T o 

i s ol at e t h e c o m pl e m e nti n g g e n e, a y e a st g e n o mi c li b r a r y c o n -
s t r u c t e d i n t h e si n gl e c o p y v e c t o r Y C p 5 0, a n d b e a ri n g t h e 
U R A 3 s el e cti v e m a r k e r, w a s i nt r o d u c e d i nt o st r ai n E B Y 1. At 
l e a st 1 0, 0 0 0 U r a+  c ol o ni e s w e r e r e pli c a pl at e d o nt o Y P D a g a r 
c o nt ai ni n g 0. 4 il g / m 1 of 4- N Q 0, a d r u g c o n c e nt r ati o n t h at c o m-

pl et el y s u p p r e s s e d g r o wt h of t h e m ut a nt b ut n ot t h e p a r e nt al 
s t r ai n. T w o U r a +  c ol o ni e s, E B Yli p D R 1 0 2 2 a n d E B Y 1 / 
p D R 1 0 2 3, w e r e f o u n d t o b e r e si st a nt t o 4- N Q O a n d U V A ( d at a 
n ot s h o w n). T h e pl a s mi d s i s ol at e d f r o m t h e t w o i n d e p e n d e nt 
U r a +  c ol o ni e s w e r e i d e nti c al, b e c a u s e e a c h c o nt ai n e d a 1 2- k b 

D N A f r a g m e nt b e a ri n g t h e s a m e r e st ri cti o n e n z y m e p att e r n. 
T h e p o rti o n of t h e p D R 1 0 2 2 pl a s mi d t h at c o nf e r r e d 4- N Q O o r 

U V A r e si st a n c e t o st r ai n E B Y 1 w a s t r a c e d t o a 1. 5 - k b S m al / 

Hi n cli a D N A f r a g m e nt d e ri v e d f r o m c h r o m o s o m e T X. T h e f r a g-
m e n t c o n t ai n e d a si n gl e o p e n r e a di n g f r a m e ( d e si g n a t e d 
YI L 1 5 3 w i n a c c o r d a n c e wit h t h e S. c er e ui si a e g e n e d at a b a s e 
n o m e n cl at u r e) a n d p r e di ct e d t o e n c o d e a p ol y p e pti d e of 3 9 4 

a r ai n o a ci d s i n l e n gt h. C o m p a ri s o n wit h p r ot ei n s e q u e n c e s i n 
t h e Ge n B n n k T M d at a b a s e r e v e al e d t h at YI L 1 5 3 w e n c o d e s a 
p r ot ei n t h at s h a r e s 3 1, 5 4, 3 8, a n d 4 0 % i d e ntit y wit h p r ot ei n s 
e n c o d e d b y, r e s p e cti v el y, a S. c er e vi si a e g e n e y P L 1 5 2 w ( a c c e s-
si o n n u m b e r z 7 3 5 0 8), a fi s si o n S c hi z o s a c c h ar o m y c e s p o m b e 
g e n e ( a c c e s si o n n u m b e r z 9 8 9 8 0), a D r o s o p hil a g e n e ( a c c e s si o n 
n u m b e r x 9 8 4 0 1), a n d t h e h u m a n P T P A ( h P T P A) g e n e ( a c c e s -

si o n n u m b e r x 7 3 4 7 8) ( 2 6). T hi s l att e r g e n e e n c o d e s t h e h u m a n 

p h o s p h ot y r o s yl p h o s p h at a s e a cti v at o r P T P A t h at m o d ul at e s 

t h e w e a k t y r o s yl p h o s p h at a s e a cti vit y of P P 2 A ( 2 6, 2 7). F o r 
si m pli cit y, w e r ef e r t o t h e y e a st g e n e s YI L 1 5 3 w a n d Y P L 1 5 2 w 
a s y P T P A 1 a n d y P T P A 2 a n d t h e e n c o d e d p r ot ei n s a s y Pt p al p 
a n d y Pt p a 2 p, r e s p e cti v el y. N o h o m ol o g u e of y Pt p al p h a s y et 
b e e n i s ol at e d f r o m p r o k a r y oti c c ell s. A d et ail e d c o m p a ri s o n 
b et w e e n S. c er e ui si a e y Pt p al p a n d h u m a n h. P T P A 1 i s s h o w n i n 
Fi g. 2. T h e s e p r ot ei n s s h a r e f o u r hi g hl y c o n s e r v e d r e gi o n s (I, II, 

III, a n d I V) t h at a r e al s o p r e s e nt i n y Pt p a 2 p a n d i n t h e p r ot ei n s 

p r e di ct e d b y t h e S. p o m b e a n d D r o s o p hil a g e n e s, s u g g e sti n g 
t h a t t h e y pl a y a n i m p o r t a n t r ol e i n c ell ul a r m e t a b oli s m. A 

c o m p ut e r s e a r c h f o r f u n cti o n al m otif s r e v e al e d t h at o nl y r e gi o n 
1 1 c o nt ai n s t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e of a n A T P bi n di n g sit e ( 2 8). 

B e c a u s e y Pt p a 2 p s h a r e s si g nifi c a nt i d e ntit y wit h y Pt p al p, it 
i s p o s si bl e t h at t h e o b s e r v e d p h e n ot y p e of st r ai n E B Y 1 mi g ht 

al s o a ri s e f r o m a g e n eti c d ef e ct i n t h e y P T P A 2 g e n e. T o t e st 
t hi s, w e i s ol at e d t h e y P T P A 1 a n d y P T P A 2 g e n e s f r o m st r ai n 
E B Y 1 u si n g p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n a n d s u bj e ct e d b ot h t o 

D N A s e q u e n c e a n al y si s ( 1 8). N o alt e r ati o n w a s f o u n d i n t h e 
n u cl e oti d e s e q u e n c e of t h e y P T P A 2 g e n e, a s c o m p a r e d wit h 
D N A s e q u e n c e s i n t h e S. c e r e ui si a e d at a b a s e. I n c o nt r a st, a 
si n gl e b a s e p ai r s u b stit uti o n w a s f o u n d i n t h e y P T P A 1 g e n e 
d e ri v e d f r o m st r ai n E B Y 1. T h e m ut ati o n w a s l o c at e d at c o d o n 
6 0, w h e r e T A C w a s m ut at e d t o t h e T A A st o p c o d o n. T h u s, t h e 

p h e n ot y p e s a s s o ci at e d wit h. E B Y 1 a r e b e c a u s e of a d ef e cti v e 
y P T P A 1 g e n e a n d n ot it s h o m ol o g u e y P T P A 2. 

y pt p a 1 N ull M ut a nt s A r e H y p e r s e n siti v e t o U V A a n d 
4- N Q O — T o di. r e ctl y c o nfi r m t h at t h e y P T P A 1 g e n e i s r e s p o n-
si bl e f o r t h e o b s e r v e d p h e n ot y p e s i n st r ai n E B Y 1, w e r e pl a c e d 
a p o r ti o n of t h e y P T P A 1 c o di n g r e gi o n, wi t h t h e s el e c ti v e 
m a r k e r L E U 2 i n t h e p a r e nt al st r ai n D B Y 7 4 7. T h e r e s ulti n g 
m ut a nt E B Y 2 ( y pt p a 1 A: L E U 2) s h o w e d i d e nti c al s e n siti vit y t o 
U V A a n d 4 - N Q 0, a s c o m p a r e d wit h E B Y 1 ( Fi g. 3, A a n d B). 
D el eti o n of t h e y P T P A 1 g e n e i n t h r e e a d diti o n al p a r e nt st r ai n s 

F Y 8 6, M K p- o, a n d W 3 0 3 ai s o p r o d u c e d m ut a nt s wit h m a r k e d 
s e n siti viti e s t o U V A a n d 4- N Q O ( d at a n ot s h o w n), eli mi n ati n g 
t h e p o s si bilit y t h at t h e o b s e r v e d p h e n ot y p e s w e r e st r ai n - s p e -

cifi c. Li k e E B Y 1, n o n e of t h e d el eti o n m ut a nt s s h o w e d s e n si -
ti vi e s t o ot h e r D N A - d a m a gi n g a g e nt s i n cl u di n g M M S, y - r a y s, 

a n d 2 5 4 - n m U V li g ht. F ull p a r e nt al U V A a n d 4 - N Q O r e si st -

a n c e w a s r e s t o r e d t o E B Y 2 b y t h e si n gl e c o p y c e n t r o m e ri c 
pl a s mi d, p E B 1, c a r r yi n g t h e e nti r e y P T P A 1 g e n e ( p o siti o n s 
— 6 1 5 t o + 1 4 0 0), i n cl u di n g it s p ut ati v e p r o r n ot e r, t h e e nti r e 
c o di n g r e gi o n, a n d 2 0 0 n u cl e oti d e s d o w n st r e a m f r o m t h e st o p 
c o d o n ( Fi g. 3, A a n d B). I n c r e a si n g y P T P A 1 g e n e d o s a g e b y 
u si n g a m ulti c o p y pl a s mi d p E B 2 c o nf e r r e d n o f u rt h e r m ut a g e n 

r e si st a n c e, s u g g e sti n g t h at y Pt p al p i s n ot li miti n g i n t h e c ell 
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C H Y 2 7 / p E B 4 
C H Y 2 7 / p E B 2 
C H Y 2 7 / p E B 3 
C H Y 2 7 / Y C pl a c 3 3 
C H Y 2 6 / Y C pl a c 3 3 
E B Y 2 / p E B 1 
E B Y 2 / Y C pl a c 3 3 
E B Y 1 
D 3 Y 7 4 7 ( wil d-t y p e) 

% Gr o wt h o n gr a di e nt 

FI G. 3. R e si s t a n c e o f y e a s t s t r ai n s t o U V A a n d 4- N Q 0. A, U V A 
tr e at m e nt of t h e i n di c at e d str ai n s. B, 4- N Q O gr a di e nt pl at e a s s a y of t h e 
f oll o wi n g st r ai n s: D B Y 7 4 7 ( wil d t y p e), E B Y 1 ( m ut a nt), E B Y 2 
( y pt p a / A:: L E U 2) / Y C pl a c 3 3, E B Y 2 / p E B 1, H C Y 2 6 ( y pt p a 2 A:: T R P 1)I 
Y C pl a c 3 3, H C Y 2 7 ( y pt p a 1 &: L E U 2; y pt p a 2 A:: T R P /) / Y C pl a c 3 3, H C Y 2 7 / 
p E B 3, H C Y 2 7 / p E B 2, a n d H C Y 2 7 / p E B 4. T h e pl a s mi d s p E B 1 a n d p E B 3 
c o nt ai n e d, r e s p e cti v el y, t h e e ntir e y P T P A 1 a n d y P T P A 2 g e n e s i n s ert e d 
i nt o t h e si n gl e c o p y v e ct or Y C pl a c 3 3, a n d p E B 2 a n d p E B 4 c o nt ai n e d, 
r e s p e cti v el y, t h e e ntir e y P T P A 1 a n d y P T P A 2 g e n e s i n s ert e d i nt o t h e 
m ulti c o p y v e ct or Y E pl a c 1 9 5. Gr o wt h all al o n g t h e gr a di e nt i s t a k e n t o 
b e 1 0 0 % ( s e e " M at eri al s a n d M et h o d s"). T h e b ott o m l a y er of t h e gr a di-
e nt c o nt ai n e d 1 5 µ g of 4- N Q 0. 

( Fi g. 3 B). 

Alt h o u g h t h e a b o v e d at a c o nf .= t h a t y P t p al p i s e s s e n ti al 

f o r c ell ul a r r e si st a n c e t o U V A a n d 4 - N Q 0, t h e y d o n ot c o m -

pl e t el y e x cl u d e a r ol e f o r y P t p a 2 p. T o di r e c tl y t e s t t hi s, a 
m ut a nt w a s c o n st r u ct e d b y d el eti n g t h e y P T P A 2 g e n e f r o m t h e 
p a r e nt st r ai n D B Y 7 4 7 b y r e pl a ci n g it wit h t h e a u x ot h r o pi c 

m a r k e r g e n e T R P 1. T h e r e s ul ti n g m u t a n t C H Y 2 6 r e t ai n e d 
p a r e n t al r e si s t a n c e t o U V A, t o 4 - N Q 0, a n d t o o t h e r D N A -

d a m a gi n g a g e nt s s u c h a s M M S ( Fi g. 3 B; d at a s h o w n o nl y f o r 
4 - N Q 0). F u rt h e r m o r e, a y pt p a 1 y pt p a 2 d o u bl e m ut a nt C H Y 2 7 

w a s n o m o r e s e n siti v e t o 4- N Q O t h a n t h e si n gl e y pt p a 1 m ut a nt 
E B Y 2 ( Fi g. 3 B). T h e s e d a t a c o nfi r m t h a t y P T P A 1 a n d n ot 
y P T P A 2 i s r e q ui r e d f o r U V A a n d 4 - N Q O t ol e r a n c e. It s h o ul d 
al s o b e n ot e d t h at 4 - N Q O r e si st a n c e c o ul d n ot b e r e st o r e d t o 
st r ai n C H Y 2 7 b y t h e pl a s mi d p E B 3, w hi c h b e a r s a si n gl e c o p y 

of t h e y P T P A 2 g e n e ( Fi g. 3 B). I nt e r e sti n gl y, h o w e v e r, if t h e 

y P T P A 2 g e n e w a s i n s e r t e d i n t o t h e m ul ti c o p y v e c t o r Y E -
pl a c 1 9 5, a n d t h e r e s ulti n g pl a s mi d p E B 4 w a s i nt r o d u c e d i nt o 

st r ai n C H Y 2 7, f ull p a r e nt al 4 - N Q O r e si st a n c e w a s r e st o r e d 

( Fi g.' 3 B). T hi s l att e r o b s e r v ati o n m a y n ot b e s u r p ri si n g i n vi e w 

of t h e hi g h d e g r e e of h o m ol o g y b et w e e n y Pt p al p a n d y Pt p a 2 p, 
b ut n o n et h el e s s c o nfi r m s t h at t h e e n d o g e n o u s l e v el o r a cti vit y 
of y Pt p a 2 p i s i n s uffi ci e nt t o c o m p e n s at e f o r c o m pl et e l o s s of 

y P t p al p. 

y Pt p al p E x p r e s si o n I s N ot I n d u ci bl e — T o d et e r mi n e w h et h e r  

1 0 - 

o 
1. 0 	 0. 5 	 0. 0 

Fr a cti o n al di st a n c e s e di m e nt e d 

FI G. 4. A n al y si s o f el u. o m o s o m al D N A d a m a g e f r o m 4- N Q 0-
t r e a t e d S. c er e vi si a e o n a n al k eli n e s u e r o s e d e n si t y g r a di e n t. A, 
u ntr e at e d. B, tr e at e d wit h 2. 5 µ g / m 1 of 4- N Q O f or 1 h. C, tr e at e d wit h 
4- N Q 0, w a s h e d, a n d r e c o v er e d f or 8 h i n Y P D m e di u m. S e di m e nt ati o n 
p o siti o n s of b a ct eri o p h a g e T 7 D N A ar e s h o w n b y v erti c al arr o w s. T C A, 
tri c hl or o a c eti c a ci d. 

y Pt p al p i s i n d u ci bl e b y c ell ul a r st r e s s, t h e p ut ati v e y P T P A 1 
p r o m ot e r r e gi o n ( s p a n ni n g p o siti o n s — 6 1 5 t o + 1) w a s f u s e d t o 
t h e r e p o rt e r g e n e l a c Z, e n c o di n g p- g al a ct o si d a s e. U p o n i nt r o- 

d u cti o n of t h e f u si o n pl a s mi d c o n st r u ct i nt o eit h e r E B Y 2 o r t h e 
wi M t y p e st r ai n, e a c h e x p r e s s e d t h e s a m e b a s al l e v el of ( 3- g a-

l a ct o si d a s e a cti vit y ( 1 2 0 u nit s / m g p r ot ei n). T hi s a cti vit y c o ul d 
n ot b e i n d u c e d b y e x p o s u r e t o eit h e r U V A o r 4 - N Q O n o r b y 

st r e s s c o n diti o n s i n cl u di n g h e at a n d o s m oti c s h o c k. It w o ul d 
t h e r ef o r e a p p e a r t h at t h e e n d o g e n o u s l e v el of y Pt p al p i s s uf -

fi ci e nt f o r it s bi ol o gi c al f u n cti o n. 

T h e y pt p a 1 N ull M ut a nt I s D ef e cti v e i n t h e R e c o v e r y of Hi g h 

M ol e c ul a r W ei g ht D N A F oll o wi n g T r e at m e nt wit h 4- N Q 0 — 
M ut a nt s d efi ci e nt i n a n y of t h e t h r e e m aj o r D N A r e p ai r p at h -

w a y s, i. e. t h e n u cl e oti d e e x ci si o n, p o st- r e pli c ati o n al, a n d r e c o m- 

bi n ati o n al p at h w a y s, s h o w h y p e r m ut a bilit y i n r e s p o n s e t o a 
wi d e s p e ct r u m of D N A- d a m a gi n g a g e nt s i n cl u di n g 4- N Q 0. W e 

t h e r ef o r e t e s t e d w h e t h e r t h e h y p e r s e n si ti vi t y of E B Y 2 t o 

4 - N Q O mi g ht b e att ri b ut a bl e t o a d ef e ct i n D N A r e p ai r. T h e 

2 0 
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2 1 4 9 4 	 Y e a s t T ol e r a n c e t o 4- N Q O 

T A B L E I 
S p o nt a n e o u s a n d i n d u c e d m ut ati o n r at e s i n t h e p a r e nt a n d t h e 

y pt p al à m ut a nt 

S p o nt a n e o u s m ut ati o n r at e s w e r e m e a s u r e d at t h e a d e 2- 1 all el e a s 
d e s c ri b e d p r e vi o u sl y ( 2 0). T h e v al u e s a r e t h e a v e r a g e of t h r e e i n d e p e n d-
e nt d et e r mi n at o n s. 

Tr e at m e nt 1 1 1 1( p-o 	 E B Y 3 F ol d i n cr e a s e 

m u t a ti o n r a t e / 1 O °   

c ell I g e n e r a ti o n 

N o n e 3. 4 ± 0. 8 	 1 0. 9 ± 1. 6 3 
U V A ( 1 5 0 k J / m 2 )  4. 6 ± 0. 7 4 3. 8 ± 3. 1 9 
U V A ( 3 0 0 l e m') 6. 6 ± 0. 9 1 1 0. 8 ± 7. 1 1 7 
4- N Q O ( 0. 0 0 5 t g / m 1) 5. 1 ± 1. 1 3 9. 8 ± 3. 5 8 
4- N Q O ( 0. 0 1 p g / m 1) 7. 3 ± 1. 7 9 5. 2 ± 8. 5 1 3 
1 1 1 2 4 S ( 0. 0 0 1 %) 2. 4 ± 0. 5 8. 4 ± 1. 5 3 
M M S ( 0. 0 5 %) 5. 3 ± 0. 9 1 3. 4 ± 2. 8 2 
2 5 4 - n m U V li g ht ( 1 0 Ji m') 4. 1 ± 0. 7 7. 9 ± 1. 6 2 

p a r e nt al a n d m ut a nt st r ai n s w e r e c h all e n g e d, o r n ot, wit h 0. 5 
µ, g / m 1 of 4- N Q O f o r 1 h, f oll o w e d b y i s ol ati o n of c h r o m o s o m al 
D N A a n d q u a ntit ati o n of st r a n d b r e a k s b y al k ali n e s u c r o s e 

d e n sit y g r a di e nt a n al y si s ( 2 1). U n d a m a g e d D N A i s ol at e d f r o m 
eit h e r t h e p a r e nt o r t h e m ut a nt w e r e i n di sti n g ui s h a bl e wit h 
r e s p e ct t o si z e s e di m e nt ati o n ( Fi g. 4 A). I n r e s p o n s e t o 4 - N Q O 

t r e at m e nt, h o w e v e r, c h r o m o s œ n al D N A f r o m b ot h st r ai n s w e r e 

f r a g m e nt e d a n d i n e a c h c a s e a p p e a r e d t o s u st ai n t h e s a m e 
e xt e nt of i niti al d a m a g e ( Fi g. 4 B). W h e n t h e c ell s w e r e w a s h e d 

f r e e of 4 - N Q O a n d all o w e d t o r e c o v e r f o r 8 h i n f r e s h g r o wt h 
m e di u m, t h e p a r e nt al D N A w a s c o m pl et el y r e st o r e d t o hi g h 

m ol e c ul a r w ei g ht st at u s, w h e r e a s o nl y a p p r w d m at el y 4 0 % of 

t h e E B Y 2 - d e ri v e d D N A w a s f ull y r e s t o r e d t o i t s n a ti v e si z e 

( Fi g. 4 C). Hi g h e r d o s e s of 4- N Q O ( 1. 0 a. g / m 1 f o r 1 h) r e s ult e d i n 
f u rt h e r a c c u m ul ati o n of f r a g m e nt e d D N A o nl y i n t h e m ut a nt, 

a n d at 2 µ g / mi of 4- N Q O f o r 1 h, n o r e st o r ati o n of hi g h m ol e c-
ul a r w ei g ht D N A w a s o b s e r v e d i n t h e m ut a nt, w h e r e a s 5 5 % of 
t h e p a r e nt al D N A h a d r e c o v e r e d ( d at a n ot s h o w n). T h e s e d at a 

a r e c o n si st e nt wit h t h e n oti o n t h at 4- N Q O i n d u c e s t w o t y p e s of 
D N A l e si o n, o nl y o n e of w hi c h i s r e p ai r e d l e s s effi ci e ntl y b y t h e 
y pt p al m ut a nt. 

y pt p al N ull M ut a nt s E x hi bit a H y p e r m ut a bl e P h e n ot y p e-

B e c a u s e o u r d at a a r e c o n si st e nt wit h t h e n oti o n t h at y Pt p al p 
pl a y s a r ol e i n t h e r e p ai r of 4 - N Q 0 -i n d u c e d o xi d a ti v e D N A 

l e si o n s, t hi s p r ot ei n m a y b e e x p e ct e d t o a ct si mil a rl y f o r s p o n-

t a n e o u sl y o c c u r ri n g o xi d ati v e D N A l e si o n s g e n e r at e d d u ri n g 

a e r o bi c g r o wt h. W e t h e r ef o r e m e a s u r e d t h e r e v e r si o n m ut ati o n 
r at e at t h e a d e- 2 l o c u s i n a wil d t y p e st r ai n 1 V T K P- o, a n d i n t h e 
i s o g e ni c y pt p al n ull m ut a nt E B Y 3. T h e a d e- 2 all el e b e a r s a n 
o c h r e st o p c o d o n t h at r e s ult s i n a t r u n c at e d p r ot ei n u n a bl e t o 
s u p p o rt a d e ni n e bi o s y nt h e si s, i. e. t h e st r ai n d e p e n d s o n e x o g-
e n o u s a d e ni n e f o r g r o wt h. U n d e r n o r m al g r o wt h c o n diti o n s, 
E B Y 3 s h o w e d a 3 -f ol d i n c r e a s e d r at e of r e v e r si o n t o A d e + , a s 
c o m p a r e d wit h M K P- o ( T a bl e I). T hi s s u g g e st s t h at y Pt p al m a y 
p a rti ci p at e i n t h e r e p ai r of e n d o g e n o u sl y g e n e r at e d D N A l e -

si o n s. T h e r e v e r si o n r at e t o A d e' w a s i n c r e a s e d b y a s m u c h a s 
9-f ol d w h e n t h e m ut a nt w a s i r r a di at e d wit h 1 5 0 k J / m 2  of U V A 
li g ht a n d u p t o 1 7-f ol d wit h 3 0 0 k J / m2 , w h e r e a s t hi s r at e w a s 
i n c r e a s e d o nl y a p p r o xi m at el y 2 -f ol d i n wil d t y p e c ell s i r r a di -
at e d wit h 3 0 0 k J / m 2  U V A. E x p o s u r e t o s u bl e t h al d o s e s of 
4 - N Q 0, i. e. 0. 0 0 5 a n d 0. 0 1 g g / ml, al s o d r a m ati c all y i n c r e a s e d 
t h e m u t a ti o n r a t e i n t h e y pt p al m ut a nt b y 8 - a n d 1 3 -f ol d, 
r e s p e cti v el y, a s c o m p a r e d wit h a n i n c r e a s e of o nl y 2 -f ol d i n 

p a r e nt al c ell s t r e at e d wit h 0. 0 1 µ, g / m 1 of 4- N Q 0. T h e r e w a s n o 
st ri ki n g diff e r e n c e i n t h e m ut ati o n r at e b et w e e n M K P - o a n d 

E B Y 3 u p o n e x p o s u r e t o M M S o r 2 5 4 - n m U V li g ht, r el ati v e t o 
u nt r e at e d c ell s ( T a bl e I). 

y Pt p al p D o e s N ot M e di at e It s Eff e ct vi a t h e P p h 2l p o r 
P p h 2 2 p P h o s p h at a s e- T o e x pl o r e t h e r ol e of s p e cifi c y e a st p r o-

t ei n p h o s p h at a s e s i n t h e c ell ul a r r e s p o n s e t o 4 - N Q 0 -i n d u c e d 

D N A d a m a g e, w e e x a mi n e d w h et h e r y e a st m ut a nt s b e a ri n g 
m ut ati o n s i n t w o r e d u n d a nt P P 2 A p h o s p h at a s e g e n e s P P H 2 1 
a n d P P H 2 2 ( e n c o di n g p r ot ei n s t h at di s pl a y n e a rl y 8 0 % a r ai n o 
a ci d i d e ntit y t o t h e c at al yti c s u b u nit of m a m m ali e n P P 2 A) a r e 
h y p e r s e n siti v e t o 4 - N Q O ( 2 9, 3 0). Si n gl e m ut a nt s l a c ki n g ei -

t h e r P p h 2l p o r P p h 2 2 p p r ot ei n p h o s p h at a s e w e r e n ot s e n siti v e 
t o 4 - N Q O ( Fi g. 5). T h e a b s e n c e of d r u g s e n siti vit y i n eit h e r 
si n gl e m ut a nt c o ul d b e e x pl ai n e d if t h e r e i s f u n cti o n al r e d u n-

d a n c y b et w e e n P p h 2l p a n d P p h 2 2 p. H o w e v e r, it i s r mli k el y 
t h at o n e p h o s p h at a s e s u b stit ut e d f o r t h e ot h e r, b e c a u s e a 
p p h 2 1 p p h 2 2 d o u bl e m ut a nt w a s al s o f o u n d t o b e r e si st a nt t o 
4- N Q O ( Fi g. 5). F u rt h e r m o r e, o v e r p r o d u cti o n of eit h e r P p h 2l p 
o r P p h 2 2 p c o nf e r r e d n o 4- N Q O o r U V A r e si st a n c e t o t h e y pt p al 
m ut a nt ( Fi g. 5). T hi s fi n di n g s u g g e st s t h at y Pt p al p m a y n ot 
a cti v at e eit h e r P p h 2l p o r P p h 2 2 p. 

DI S C U S SI O N 

T h e r e s ult s p r e s e nt e d h e r e p r o vi d e n o v el e vi d e n c e t h at t h e 
p r e vi o u sl y i d e ntifi e d b ut f u n cti o n all y u n c h a r a ct e ri z e d S. c e r-
e vi si a e g e n e, h e r ei n d e si g n at e d y P T P A 1, pl a y s a si g nifi c a nt 
r ol e i n c ell ul a r p r ot e cti o n a g ai n st t h e m o d el D N A - d a m a gi n g 
a g e nt 4 - N Q 0. M o r e o v e r, y pt p al n ull m ut a nt s e x hi bit p r o mi -
n e nt p h e n ot y pi c c h a r a ct e ri sti c s t h at a r e c o n si st e nt wit h a d e-

f e c t i n t h e r e p ai r of 4 - N Q 0 -i n d u c e d o xi d a ti v e D N A l e si o n s 
r at h e r t h a n of cl a s si c al 4- N Q 0-i n d u c e d b ul k y a d d u ct s, i n cl u d-
i n g (i) wil d t y p e r e si st a n c e t o 2 5 4 - n m U V li g ht, w hi c h s h a r e s 

c o n si d e r a bl e g e n ot o xi c p r o p e rti e s wit h 4 - N Q O b ut d o e s n ot 
si g nifi c a ntl y alt e r t h e r e d o x st at e of t h e c ell wit h r e s p e ct t o 

c yt ot o xi cit y a n d m ut a g e n e si s ( 3 1); (ii) c r o s s - s e n siti vit y t o t h e 
c yt ot o xi c a n d m ut a g e ni c eff e ct s of U V A, a n a g e nt t h at a ct s 

vi rt u all y e x cl u si v el y t h r o u g h t h e g e n e r ati o n of r e a cti v e o x y g e n 
s p e ci e s ( 3 2, 3 3); (iii) o nl y m a r gi n al s e n si ti vi t y t o killi n g b y 
U V B, w hi c h h a s a n o xi d a ti v e c o m p o n e n t b u t n o n e t h el e s s 

cl o s el y r e s e m bl e s 2 5 4- n r a U V li g ht i n g e n ot o xi c p r o p e rti e s ( 3 4, 

3 5); (i v) a s p o nt a n e o u s m ut at o r p h e n ot y p e, w hi c h i s c h a r a ct e r-
i sti c of p r o k a r y oti c a n d e u k a r y oti c m ut a nt s d efi ci e nt i n t h e 
c ell ul a r r e s p o n s e t o o xi d ati v e D N A d a m a g e ( 3 6); a n d ( v) i r a -

p ai r e d r e c o v e r y of hi g h m ol e c ul a r w ei g h t D N A f oll o wi n g 
4 - N Q O e x p o s u r e, st r o n gl y i n di c ati n g a d ef e ct at t h e l e v el of 
D N A r e p ai r. W e n ot e t h at t h e y pt p al m ut a nt i s n ot s e n siti v e t o 
t h e p o w e rf ul œ d d a nt i o ni zi n g r a di ati o n, w hi c h a ct s p ri n ci p all y 
t h r o u g h t h e f o r m ati o n of h y d r o x yl r a di c al s, r at h e r t h a n vi a 

si n gl et o x y g e n t h at i s i m pli c at e d i n t h e g e n ot o xi c eff e ct of U V A 

( 3 2, 3 3). T h e o v e r all d a t a s t r o n gl y s u p p o r t t h e n o ti o n t h a t 

4- N Q 0-i n d u c e d o xi d ati v e D N A d a m a g e, i n a d diti o n t o t h e w ell 
c h a r a ct e ri z e d N - 2 a n d N - 6 a d d u ct s of g u a ni n e a n d a d e ni n e, 

r e s p e cti v el y, c a n e x e rt c o n si d e r a bl e c yt ot o xi c a n d p r e m ut a -
g e ni c p ot e nti al i n e u k a r y oti c c ell s. 

T h e f a ct t h at y pt p al m ut a nt s a r e c r o s s- s e n siti v e t o t h e c yt o-
t o xi c a n d m ut a g e ni c eff e ct s 4 - N Q O a n d U V A p r e s u m a bl y r e -

fi e ct s t h e p r o d u cti o n of a c o m m o n o xi d ati v e D N A l e si o n( s). T hi s 
l e si o n w o ul d n ot a p p e a r t o b e 8- o x o g u a ni n e o r A P sit e s, b e c a u s e 
u nli k e t h e c a s e f o r E. c oli, y e a st m ut a nt s l a c ki n g eit h e r t h e 
e n z y m e O g gl p ( c o r r e s p o n di n g t o t h e b a ct e ri al F p g p r ot ei n) o r 

t h e m aj o r A P e n d o n u cl e a s e A p nl, a r e n ot s e n siti v e t o eit h e r 
U V A o r 4 - N Q 0. 2  T hi s diff e r e n c e b et w e e n b a ct e ri a a n d y e a st 
m a y b e e x pl ai n e d if t h e l a t t e r r e t ai n s " b a c k u p " p r o t ei n s t o 

r e p ai r 4 - N Q 0 -i n d u c e d o xi d ati v e D N A l e si o n s. I n s u p p o rt of 

t hi s a s s u m pti o n, it h a s b e e n s h o w n t h at y e a st e x p r e s s e s t h e 

p r ot ei n O g g 2 p, w hi c h di s pl a y s si mil a r a cti viti e s t o O g gl, a s 
w ell a s a n ot h e r A P e n d o n u cl e a s e, P d el p ( 3 8, 3 9). I n a n y c a s e, 
t h e c ul p a bl e p r e m u t a g e ni c o xi d a ti v e l e si o n( s) c o m m o n t o 
4 - N Q 0 - a n d U V A - e x p o s e d c ell s a n d t h e y P t p al p - m e cli a t e d 

p at h w a y t h at all e vi at e s it s (t h ei r) g e n ot o xi c p ot e nti al r e m ai n t o 
b e c h a r a ct e ri z e d. 

2  D. R a m ot a r, u n p u bli s h e d d at a. 
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FI G. 5. R e si st a n c e of y e a st st r ai n s 
t o 4 - N Q 0. B ar s i n di c at e wil d t y p e 
( W 3 0 3 a) a n d t h e f oll o wi n g i s o g e ni c m u-
t a nt st r ai n s: E B Y 4 ( y pt p al &: L E U 2), 
D E Y 1 4 2- 4 D ( p p h 2. 1 3, 1:: HI S 3), D E Y 1 0- 2 C 
( p p h 2 2 A. 1:: U R A 3), D E Y 2 2- 1 2 ( p p h 2 1 à 1 
:: HI S 3, p p h 2 2- 1 2), a n d E B Y 4 c arr yi n g t h e 
m ulti c o p y pl a s mi d p P P H 2 1 o r p P P H 2 2. 
F or si m pli cit y, m ut a nt s ar e i n di c at e d b y 
t h eir d el et e d g e n e s. Gr o wt h all al o n g t h e 
gr a di e nt i s t a k e n t o b e 1 0 0 % ( s e e " M at e-
ri al s a n d M et h o d s"). T h e b ott or o l a y er of 
t h e gr a di e nt c o nt ai n e d 1 5 µ g of 4- N Q 0. 

Y e a st T ol e r a n c e t o 4- N Q O 

y p t p a 1 / p P P H 2 2 

y p t p a 1 / p P P H 2 1 

p p h 2 1 p p h 2 2 

p p h 2 2 

p p h 2 1 

Y Pt P al 

wil d- t y p e 

2 1 4 9 5 

0 
	

2 0 	 4 0 	 6 0 
	

8 0  
	

1 0 0  

% Gr o wt h o n gr a di e nt 

W e h a v e n ot e d, h o w e v e r, t h at y Pt p al p m a nif e st s si g nifi c a nt 
h o m ol o g y wit h h u r n a n h P T P A, w hi c h w a s s h o w n t o sti m ul at e 

t h e w e a k p h o s p h ot y r o si n e p h o s p h at a s e a cti vit y of P P 2 A i n a n 
A T P - a n d M e - d e p e n d e nt m a n n e r ( 2 6, 2 7). H o w e v e r, t h e bi o -

l o gi c al c o n s e q u e n c e s of t hi s p h o s p h at a s e a cti v ati o n st e p i n 
h u m a n c ell s r e m ai n u n cl e a r. B a s e d o n o u r p r e s e nt fi n. di n g s 

t h a t r e v e al a n o v el r ol e f o r y P t p al p i n t h e r e p ai r of 4 - N Q 0 -
i n d u c e d o xi d a ti v e D N A d a m a g e i n y e a s t, w e p r e di c t t h a t 
h P T P A c o ul d p e rf o r m a si mil a r f u n cti o n i n h u m a n c ell s. I n -

d e e d, c o n si d e ri n g t h e u bi q uit o u s p a rti ci p ati o n of r e v e r si bl e 
p r ot ei n p h o s p h o r yl ati o n i n di v e r s e c ell ul a r p r o c e s s e s ( 4 0, 4 1), 
i n cl u di n g t h e o v e r all r e s p o n s e t o g e n ot o xi c a g e nt s, e. g. c ell c y cl e 
a r r e st ( 4 2) a n d a p o pt o si s ( 4 3), it i s r e a s o n a bl e t o a nti ci p at e t h at 
p r ot ei n p h o s p h at a s e s al s o pl a y a n e s s e nti al r ol e i n D N A r e p ai r. 

P r eli mi n a r y e vi d e n c e f o r t h e i n v ol v e m e n t of c ell ul a r P P 2 A 
p h o s p h at a s e s i n N E R h a s b e e n o bt ai n e d i n h u m a n c ell s i n vit r o 
( 3 7). I n t hi s st u d y, s p e cifi c i n hi bit o r s of P P 2 A w e r e s h o w n t o 

i nt e rf e r e wit h t h e N E R a cti vit y of h u m a n H el a c ell e xt r a ct s, a n 

eff e ct t h at c o ul d b e f ull y r e v e r s e d b y t h e a d diti o n of m uifi e d 
P P 2 A p r ot ei n ( 3 7). H o w e v e r, t h e e x a ct c o m p o n e nt of t h e N E R 

p at h w a y t h at i s d e p h o s p h o r yl at e d b y P P 2 A t o all o w effi ci e nt 
r e p ai r i n vit r o i s t u a k n o w n, a n d c e rt ai nl y, a n y p r e ci s e i n vi v o 
r ol e s f o r s p e cifi c p r ot ei n p h o s p h at a s e s i n t h e D N A r e p ai r p r o c-
e s s r e m ai n t o b e el u ci d at e d. 

It will t h e r ef o r e b e c r u ci al t o i d e ntif y t h e c ell ul a r t a r g et s, 

p r e s u m a bl y ( b ut n ot n e c e s s a ril y) c o r r e s p o n di n g t o a p r ot ei n 
p h o s p h at a s e( s), t h at i nt e r a ct wit h y Pt p al p t o p r ot e ct a g ai n st 

t h e g e n ot o xi c eff e ct s of 4- N Q O / U V A e x p o s u r e. I n S. c er e vi si a e, 
t h e r e a r e t w o di sti n ct f a mill e s of s e ri n e /t h r e o ni n e p r ot ei n p h o s-

p h at a s e s, P P P a n d P P 2 C ( 3 0). T h e P P P f a mil y c o n si st s of at 

l e a st 1 2 m e m b e r s, G 1 c 7, P p h 2 1, P p h 2 2, C n al, C n a 2, P p zl, 
P p z 2, S a 1 6, P p h 3, Sit 4, P p gl, a n d P ptl ( 3 0), w hi c h a r e f u rt h e r 

s u b di vi d e d o n t h e b a si s of e n z y m a ti c p r o p e r ti e s i n t o t h r e e 
cl a s s e s, P P 2 A, P P 2 B, a n d P 13 1. T h e P P 2 A m e m b e r s, i n cl u di n g 
P p h 3, P p h 2 1, P p h 2 2, Sit 4, a n d P p gl, a r e t ri m e ri c h ol o e n z y m e s 
c o n si sti n g of a 3 5 - k D a c at al yti c s u b u nit, a 6 5 - k D a c o n st a nt 

r e g ul at o r y s u b u nit, a n d a v a ri a bl e r e g ul at o r y s u b u nit r a n gi n g 
f r o m 5 4 t o 7 4 k D a i n si z e ( 3 0). T h e c o n s t a n t a n d v a ri a bl e 

r e g ul at o r y s u b u nit s a r e i m p o rt a nt f o r c o nt r olli n g p h o s p h at a s e 
a cti vit y, s u b st r at e s p e cifi cit y, a n d c ell ul a r l o c ali z ati o n. 

I n vi e w of t h e af o r e m e n ti o n e d p u t a ti v e r ol e of P P 2 A - t y p e 

p h o s p h at a s e s i n h u m a n N E R a n d t h e f a ct t h at h P T P A i s c a -
p a bl e of a cti v ati n g t h e s e p h o s p h at a s e s i n vit r o ( 2 6 - 2 7), w e 
h y p o t h e si z e d t h a t c e r t ai n P P 2 A - r el a t e d e n z y m e s i n y e a s t  

mi g ht pl a y a r ol e i n t h e c ell ul a r r e s p o n s e t o 4 - N Q 0. H o w e v e r, 

i t i s u nli k el y t h a t y P t p al p m e di a t e s i t s bi ol o gi c al eff e c t vi a 

P p h 2 1 o r P p h 2 2, b e c a u s e m ut a nt s l a c ki n g t h e s e s e ri n e /t h r e o-

ni n e p h o s p h at a s e s di d n ot m a nif e st h y p e r s e n siti vit y t o eit h e r 

U V A o r 4 - N Q 0. F u rt h e r m o r e, o v e r p r o d u cti o n of t h e s e s a m e 
p h o s p h at a s e s i n t h e y pt p al m ut a nt di d n ot c o nf e r i n c r e a s e d 

r e si s t a n c e t o U V A o r 4 - N Q 0. F ull c h a r a c t e ri z a ti o n of a d di -

ti o n al 4 - N Q O / U V A - s e n siti v e m ut a nt s, c o u pl e d wit h di r e ct i n -

v e s ti g a ti o n of p r o t ei n s t h a t i n t e r a c t wi t h y P t p al p, m a y b e 
e x p e c t e d t o s h e d si g nifi c a n t li g h t o n t h e p r e ci s e p r o t e c ti v e 

p at h w a y m e di at e d b y t hi s p r ot ei n i n y e a st. 
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