Amlli 2949, 7

Université de Montréal

Meécanismes de résistance cellulaires de Saccharomyces cerevisiae face a la

bléomycine, un agent antitumoral; implication du géne IMP2.

Par
Anick Leduc

Programme de Microbiologie-immunologie

Faculté de médacine de I'université de Montréal

Mémoire présenté 2 la Faculté des Etudes Supérieures
en vue de l'obtention du grade de Maitre €s Science (M. Sc.)

en Microbiologie-immunologie

Décembre 2001

© Anick Leduc, 2001







Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Ce mémoire intitulé :
Mécanismes de résistance cellulaires de Saccharomyces cerevisiae face & la

bléomycine, un agent antitumoral; implication du géne IMP2.

présenté par :
Anick Leduc

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Elliot Drobetsky
Président-rapporteur

Dindial Ramotar
directeur de recherche

Eric Milot
membre du jury



i
Résumé en frangais

La protéine Imp2 de la levure Saccharomyces cerevisiae est un activateur de
transcription qui est requis pour initier une réponse protectrice contre les stress salins
et oxydants. Un mutant imp2A4 est sensible aux ions monovalents sodium et lithium,
et aux ions divalents calcium, cuivre, zinc et manganése. De plus, un mutant imp2A4
est hypersensible aux agents oxydants incluant le peroxyde d'hydrogéne et l'agent
antitumoral, bléomycine.

Cet agent xénobiotique est activé par une liaison simultanée au fer et a 'O, et
provoque une situation de stress oxydant dans la cellule en produisant des dérivés
oxygeénés réactifs dor. La bléomycine attaque directement I'ADN, mais peut aussi
endommager I'ARN et la paroi cellulaire.

Afin de caractériser le mode de détection du stress oxydant par Imp2, nous
avons compar€ la structure/fonction d’Imp2 avec celle de I'activateur de transcription
Yapl, bien connu pour son implication en réponse au stress oxydant. Une
mutagenese dirigée sur les 5 résidus cystéines d’Imp2 a été effectuée. Les résultats
ont démontré que contrairement & Yapl, les cystéines contenues dans Imp2 ne sont
pas nécessaires & sa fonction antioxydante.

Puisque la bléomycine endommage la paroi cellulaire, nous avons investigué
la possibilit¢ d'un réle potentiel d'Imp2 au niveau de la paroi cellulaire ou de
protéines impliquées a ce niveau. Nous avons d'abord comparé phénotypiquement
un mutant gas/A (défaut dans l'organisation de la paroi cellulaire) avec un mutant
imp2A face a des agents nécessitant une paroi cellulaire fonctionnelle pour la survie
cellulaire. Les résultats ont démontré qu’lmp2 pourrait jouer un rdle mineur au
niveau de la paroi cellulaire, mais dans une voie de signalisation différente de celle
de Gasl. La recherche de cibles transcriptionnelles d’Imp2 nous a menée a la
découverte de l'activateur de transcription Yapl. La surexpression de Yapl
complémente un mutant imp2A4 face & la bléomycine, cependant, il semble que la
complémentation de imp24 par Yap! nécessite la présence de Gasl.

Mots clés :
Stress oxydant, Bléomycine, Imp2, cystéines, paroi cellulaire,

Gasl, transcription, Yapl, voie de signalisation.



Résumé en anglais

The yeast Saccharomyces cerevisiae Imp2 protein is a transcritpionall
activator required to initiate response against salt and oxidative stress. /mp2 null
mutants are sensitive to monovalent ions, Na* and Li", but also to the divalent ioné
Ca®*, Cu®*, Zn** and Mn*". imp24 null mutants are also hypersensitive to oxidant
including hydrogen peroxide and the antitumor drug bleomycin.

Bleomycin is activated by linking simultaneously oxygen and iron and can
cause oxidative stress by producing reactive oxygen species (ros). Bleomycin can
break DNA but can also attack RNA and damage cell wall.

To further characterise Imp2 function in response to oxidative stress, we
compared Imp2 structure/function with the well-known yeast transcriptional
activator Yapl. By site directed mutagenesis, we changed all 5 cysteine residues in’
Imp2 into alanine. Results show that unlikely Yapl, the cysteine residues of Imp2 do
not play a role in oxidative stress response.

Since bleomycin can also damage cell wall, we ask if imp2 could play a role
at the level of cell wall. We first compared gas/4 mutant (defective in the proper
assembly of the cell wall) with an imp24 mutant against several drugs that require
functional cell wall. Result show that Imp2 could play a minor role at the level of
cell wall, but in a different pathway than Gasl. We then looked for muticopy
suppressor of IMP2 and this result in the isolation of the Yapl transcriptional
activator. Yapl overexpression can complement an imp24 mutant against

bleomycin, but complementation seems to need both Yapl and Gasl gene.

Key words:
Oxidative stress, Bleomycin, Imp2, Cysteine, Cell wall, Gasl,

Transcription, Yapl, Signalling pathway.
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I. Introduction



1.1  Le stress oxydant

Au courant de sa vie, la cellule fait face a plusieurs types de stress ;
osmotique, thermique, ionique, etc.... Cependant, il y existe une situation de stress-
qui risque d'affecter la cellule plus fréquemment puisque le stress peut provenir de
sources endogénes ou exogenes ; il s'agit du stress oxydant. Une situation de stress
oxydant dans la cellule, survient lorsqu'il y a une augmentation de dérivés oxygénés
réactifs (dor) générés par des sources endogénes ou exogénes (Friddvich, 1999).
Les dor, anions superoxydes et les radicaux hydroxyles OHe, peuvent endommager
une grande variété de molécules cellulaires tels : I'ADN, les protéines et les lipides

(Henle et Linn, 1997).

1.1.1 Production des dérivés oxvgénés réactifs

Les dérivés oxygénés réactifs peuvent provenir de deux sources, endogénes
et exogénes. Lors de la respiration cellulaire, l'oxygéne est métaboliser produisant

des dor avant de former le produit final ; 'eau (Gutteridge, 1994).

0, » 0, - H,0, » OH* - H,0




(95

Bien que l'enzyme cytochrome oxydase puisse en général catalyser
efficacement cette série de réactions afin de produire I'eau, il se peut que quelques
molécules d'O, soient réduites de fagon monovalente et produisent des dor qui
peuvent endommager la cellule. Ainsi, les dor peuvent étre formés par deux
réactions. La réaction de Haber-Weiss consiste en la combinaison du peroxyde

d'hydrogéne avec l'anion superoxyde pour produire le radical hydroxyl.

H,0,+0, > OHe + OH+ O,

(trés réactif ) (Gutteridge, 1994).

Une autre réaction possible est la réaction de Fenton qui consiste en la
formation ici aussi de radicaux hydroxyles, cependant par l'association fer/peroxyde

d'hydrogéne. (Blakely et al., 1990)

Fe?*+ H,0, > OHe + OH+ Fe*

Cette réaction peut-étre amorcée par la présence d'agents chélateurs, d'ott la
pertinence d'étudier la production et les effets des dor puisque méme la faible
quantité d'ions contenus dans la chromatine est suffisant pour activer la réaction de
Fenton et produire des dor. Un dernier produit réactif de l'oxygene est le '0,
(oxygéne singulier). Bien que moins réactif que celui-ci, sa durée de vie est

relativement plus longue que celle du OHe (Muller-Breitkreutz et al., 1995).



1.1.2 Les dor de source endogéne

En plus de la respiration cellulaire mentionnée précédemment, les dérivés
oxygénés réactifs peuvent aussi provenir d'autres sources endogenes tels ; des
produits de réactions enzymatiques cellulaires (Reid et Loeb. 1992). La
myéloperoxydase des neutrophiles convertis le peroxyde d'hydrogéne en acide
hypochloreux, un composé oxydant. Les lymphocytes B quant a eux, catalysent la
réaction de O, par le NADPH et peuvent former des réactifs '0,. De nombreuses
autres réactions enzymatiques sont & l'origine de la production de dor et ont ét¢
caractérisées et associées a certaines maladies humaines. En exemple, nous pouvons
citer la production d'oxyde nitrique ; un produit semblable au OHe provenant de
I'enzyme synthase d'oxyde nitrique et qui semble étre impliquées dans I'apparition de
plaques athérosclérotiques (Beckman et al., 1990). Une derniére enzyme bien
caractérisée, produit des dor lors de la conversion de la xanthine en acide urique, il
s'agit de la xanthine oxydase. Un mauvais fonctionnement de cette enzyme est

associé a I'apparition de l'arthrite (Aruoma et al., 1989).

1.1.3 Les dor exogénes

En plus des sources endogénes de dor, il arrive que les cellules soient
exposées & des produits exogénes causant la production de dor. La source la mieux
caractérisée est la radiation ionisante qui, par la radiolyse de l'eau, produit des
radicaux hydroxyles hautement réactifs (Hutchinson, 1985). Aussi, la médecine
moderne nous a confronté & de nouvelles sources de dor exogenes. En effet, certains
agents xénobiotiques tels la bléomycine et la mitomycine C utilisées dans le

traitement de certains cancers, peuvent réagir avec le fer endogéne et produire des

dor (Linn et al., 1988 B).



1.2 Dommages causés par les dor

Les dérivés oxygénés réactifs provenant de chacune des sources ; endogene
et exogeéne, peuvent endommager irrémédiablement les cellules. En effet, les dor
sont susceptibles d'endommager plusieurs constituants cellulaires dont : I'ADN, les

mitochondries, les protéines et les lipides.

1.2.1 Endommagement de ' ADN.

Il existe plus de 100 variétés de dommages caus€s a I'ADN par les dor
(Radicella et al., 1997). La plupart des lésions sont réparées dans les cellules par
des enzymes de type ADN glycosylase (Takao et al., 1998). L'enzyme endonucléase
III de la bactérie Escherichia coli est la principale ADN glycosylase (enléve les
pyrimidines oxydées) et est trés bien conservée de la bactérie a 'humain. (Hilbert et
al., 1997)

Les dor peuvent causer des dommages aux bases (Ward, 1988), aux sucres
(Demple et Harrison 1994), créer des bris simple brin de I'ADN et aussi causer la
formation de sites abasiques (sites-AP, Apurinique/apyrimidique) (Takao et al.,
1998). Les dommages & I'ADN provoqués par les dor les plus fréquents sont les 8-
hydroxyguanines et les 8-oxoguanines (8 0x0-G) qui sont réparés par les protéines
produites par les génes Mut T et Mut M/Fpg. Lorsqu'il y a une adénine mésappariée
3 une lésion 8-0x0-G, c'est le produit de MutY qui s'en charge. Il existe des
homologues de MutT et Mut Y chez I'humain, il n'existe cependant qu'un homologue
fonctionnel de Mut M/Fpg chez l'humain appelé OGGI. Les enzymes ADN
glycosylases elles-mémes, dans le processus de réparation engendrent un nouveau
type de dommage que celui qu'elles tentent de réparer. Par exemple, lorsquiil y a
enlévement d'une base endommagée par l'enzyme endonucléase 1L, il en résulte un

site abasique, site AP qui doit aussi étre réparé car celui-ci bloque la réplication de



'ADN (Kozarich et al., 1993). Ces lésions sont donc réparées par les AP
endonucléases, des enzymes trés bien caractérisées chez la levure Saccharomyces
cerevisiae et également bien conservées dans I'évolution (humain, HAPI ) (Barzilay

etal.,, 1995).

1.2.2 Dommages mitochondriaux

Les mitochondries sont le si¢ge de la respiration cellulaire et donc, de se fait,
constamment en contact avec des dor (Takao et al., 1998). L'ADN mitochondrial
est donc la cible de ces dor et des altérations de 'ADN mitochondrial seraient
responsables du vieillissement et de certaines maladies associées au vieillissement
telles : la maladie de Parkinson et I'Alzheimer (Zorov, 1996). Ainsi, les
mitochondries ont besoin de bons enzymes de réparation de 'ADN. En effet, il
existe dix fois plus de lésions 8 oxo-G dans I'ADN mitochondrial que dans I'ADN
nucléaire (Richter et al., 1995). On retrouve donc des enzymes tels endonucléase I11,
et Ap- endonucléase dans les mitochondries (Linn et al., 1988). On a aussi observé
de l'activité de recombinaison dans les mitochondries (Thyagarajan et al.,1996). La
majorité des dommages causés aux mitochondries sont des mutations dans I'ADN
mitochondrial: celles-ci peuvent avoir pour effet, d'inhiber ['utilisation de la
respiration comme sources d'énergie par la cellule. Il existe deux types de mutations
fréquemment observées, le premier nommé mit qui affecte une seule fonction et le
deuxiéme nommé Rho™ qui consiste en une large délétion éliminant d'un coup la
synthése protéique provocant la formation de colonies appelées "petites ou Rho™ "

Les Rho™ peuvent étre facilement induites par un grand nombre d'agents. (Fox et al,,

1991)



1.2.3 Dommages causés aux acides aminés et aux protéines

Les dor peuvent endommager les protéines en causant des modifications aux
chaines latérales d'acides aminés, cela cré par la suite, la formation de liens croisés ( A
cross-linking ) entre deux protéines de méme que la fragmentation du support du
polypeptide ( backbone). (Berlett et Stadtman, 1997)

D'abord, on retrouve l'oxydation du "backbone" de la protéine générant des
radicaux a carbone central qui peuvent ensuite réagir avec d'autre pour former des
protéines lies par leurs carbones centraux. De plus, il peut y avoir bris du lien
peptidique de la protéine causé par une attaque de la chaine d'acides aminés latérale
des composés glutamyls, aspartyls et prolyls. (Berlett et Stadtman, 1997). * Les
dommages causés aux protéines peuvent aussi étre la conséquence des modifications

que les dor exercent sur les acides aminés. (tableau I) (Berlett et Stadtman, 1997)

Tableau I : Acides aminés les plus susceptibles d'étre oxydés

Acides aminés Produit de I'oxydation des acides aminés
Cystéine Pont dissulfure, acide cystéique
Meéthionine Sulfoxyde et sulfone de méthionine,
Nitrotryptophan , formylkynurinine, 3-hydroxykynurinine,
Tryptophane ]
Kynurénine, , 2-,4-,5-,6-,et 7-hydroxytryptophane
Phénylalanine 2-,3-, et 4-hydroxyphénylalanine, 2,3-dihydroxyphénylalanine
Nitrotyrosine croisées, Tyr-O-Tyr, croisement Tyr-Tyr, 3,4-
Tyrosine ) .
Dihydroxyphénylalanine
Histidine Acide aspartique, asparagine, 2-Oxohistidine
Arginine Semialdéhyde glutamique
Lysine Semialdéhyde a- aminoadipique
2- pyrolidone, acide 4 et 5- hydroxyproline pyroglutamique,
Proline )
semialdéhyde glutamique
Thréonine Acide 2-Amino-3-kétobutirique
Glutamyl Acide oxalique, acide pyruvique




Les protéines oxydées ou endommagées ont tendance a étre plus rapidement
éliminées par les protéases que des protéines endommagees par un autre stress.
(Stadtman, 1990). Les dommages causés aux protéines sont le résultat d'une
oxydation de certains acides aminés empéchant la protéine d'atteindre la bonne
conformation. (Dean et al., 1993). Une protéine ayant un mauvais repliement, peut
ne pas étre en mesure deffectuer sa fonction, mais aussi interagir avec d'autres
protéines et les endommager. Les protéines les plus susceptibles d'étre endommageés
par le stress oxydant chez la bactérie E.coli de méme que chez la levure
Saccharomyces cerevisiae (Cabiscole et al, 2000) sont ; l'enzyme alcool
déshydrogénase E ( croissance anaérobique ), le facteur d'élongation G, la protéine
de choc thermique ( heat shock ) ADN K, la protéine A liant I'oligopeptide, la sous

unité B de I'ATPase F¢F, I'énolase et la protéine de la membrane externe A. (Tamarit

et al., 1998).

1.2.4 Dommages lipidiques

Les dérivés oxygénés réactifs peuvent également endommager les macromolécules
cellulaires avec une création de dommages presque aussi importante que ceux causés
a I'ADN. (Marnett, 2000) Les résidus d'acides gras polyinsaturés des
phospholipides sont extrémement sensibles au stress oxydant.

Ainsi, lors de stress oxydant, les membranes cellulaires, composés de lipides,
sont assujetties a subir des dommages. Comme plusieurs de ces phospholipides sont
polyinsaturés, la présence de groupes méthylés entre deux liens d'acide gras les
rendent trés sensible aux oxydants (Porter et al., 1995). De plus, il a été démontré
que la forte concentration d'acide gras polyinsaturés n'est pas uniquement la cible des
agents oxydants, mais peut aussi renforcer leurs actions. En effet, les acides gras
polyinsaturés, permettent la création de plusieurs autres dérivés oxygénés réactifs
susceptibles d'endommager d'autres éléments cellulaires tels ; 'ADN. Par exemple,
pour une seule réaction d'oxydation, on peut observer la disparition de jusqu'a 60
molécules d'acide linoléique (le plus commun des acides gras polyinsaturés cellulaire

) de méme que jusqu'a 200 molécules d'acide arachidonique (Marnett., 2000).



La cellule peut heureusement compter sur un bon systéme antioxydant pour protéger
ses constituants de l'oxydation. Ce systéme est composé de petites molécules
antioxydantes telles : la vitamine C et E et des enzymes comme la superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathione peroxydase (Grant., 2001).

Puisque la production de dérivés oxygénés réactifs est un processus constant,
il se peut que les systémes antioxydants soient défaillants et que la peroxydation des
lipides ait lieu. Ainsi, lorsque le premier oxydant réagit avec les lipides, le premier
produit formé est I'hydroxyde de lipide. Ces composés ont une durée de vie assez
courte pouvant €tre réduit par la glutathione peroxydase en alcool gras non-réactifs.
Les hydroxydes de lipide peuvent cependant réagir avec des ions métalliques pour
former d'autres dérivés toxiques (réactifs ) tels ; les époxydes et aldéhydes. Le
malodialdéhyde (MDA) qui est mutagéne pour I'ADN et le 4-hydr0xyndnénaie
(HNE) qui est toxique et impliqué dans la signalisation, sont les plus communs

(Marnett., 2000).

1.3 Meécanismes de détection et de protection face au stress oxvdant

Comme vue précédemment, les dor peuvent engendrer beaucoup de
dommages aux différents éléments cellulaires. Ces dommages peuvent mener a
l'apparition de mutation dans I'ADN pouvant causer le cancer et méme la mort
cellulaire. De plus, d'autres maladies sont aujourd'hui associées a une accumulation
de dommages et/ou de mutations causés par les dor dans la cellule : la sclérose
amyotrophique latérale, I'Alzheimer, le syndrome de détresse respiratoire, la
dystrophie musculaire et le syndrome de Werner (Berlett et al., 1997). De plus, les

dommages causés par les dérivés oxygénés réactifs, sont aussi associés au

vieillissement.
Puisque les dor peuvent engendrer autant de dommages, la cellule possede

plusieurs mécanismes pour détecter le stress oxydant, pour I'éliminer et bien sur,

pour réparer les dommages déja causés.
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1.3.1 Pour contrer les stress oxydant et ses effets

Les cellules posseédent des mécanismes de défense contre le stress oxydant
qui peuvent étre classés dans deux catégories, les systémes enzymatiques et non-

enzymatiques.

1.3.1.1 Systémes de défense non-enzymatiques

Les systémes de défense non-enzymatiques sont de petites molécules
solubles soit dans ['eau ou selon les circonstances, dans les lipides, Ils agissent en
général comme agrippeurs de dor. Etant oxydés par les dor libres, les molécules
débarrassent la cellule de ceux-ci. Plusieurs de ces mécanismes non-enzymatiques

sont énumérés dans le tableau II.
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Tableau II : Mécanismes de défense non-enzymatiques chez S. cerevisiae.

Description des molécules

Fonction et/ou caractéristiques spécifiques

Glutathione (GSH) :
un tripeptide (y-L-glutamyl-L-cystinylglycine)
codé par GSHI

GSH agit avec les dor et devient réduite.

(GSH:GSSGréduite)

impliqué dans la protection des mitochondries

Acide ascorbique ( vitamine C)

Important antioxydant conservé dans I'évolution

Polyamine
-Spermine

-Spermidine

Essentielles pour la croissance aérobique, un mutant

spe24 est hypersensible 4 'O,

Antioxydant liposoluble

La composition lipidique des membranes de levure
est importante dans la résistance aux stress oxydants ;
une membrane ayant plus de gras saturés est plus
résistante que celle contenant plus de gras

polyinsaturés. ( Steels et al., 1994)

Meétallothionéines
Petites protéines riches en cystéines pouvant lier
plusieurs différents ions métalliques.

Codé par CUPI et CRSS

La liaison de ces métallothionéines avec les ions
métalliques empéche ceux-ci d'étre impliqués dans

les réactions de production de dor

Thiorédoxine
Petite protéine riche en sulfydryl
Codé par TRX /et TRX2

Agissent comme réducteurs des enzymes

thiorédoxine peroxydase et ribonucléotide réductase.

Glutarédoxine
Petite protéine dont le site actif est composé de deux
cystéines redox-sensible.

Codé par GRX/et GRX2

Ces molécules agissent de la méme fagon que la
thiorédoxine, mais peuvent aussi fournir des électrons
a la ribonucléotide réductase.

GRX1 protége contre le H,O,

GRX?2 protége contre les anions superoxydes.

Informations recueillies dans (Jamieson. , 1998)
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1.3.1.2 Systémes de défense enzymatiques chez S.cerevisiae.

La cellule posséde également un systéme de défense enzymatique capable de

capter les dor., leurs produits et/ou de réparer les dommages causés par les dor. Ces

systémes enzymatiques interagissent avec les systémes non-enzymatiques énoncés

précédemment tels la thiorédoxine. Plusieurs de ces mécanismes enzymatiques sont

énumérés dans le tableau I11.

Tableau 111 : Mécanismes de défense enzymatiques chez S. cerevisiae.

Enzymes

Fonction et/ou caractéristiques

spécifiques

Catalases

Catalase A Localisé dans le peroxysome
Codé par CT41

Catalase T Localisé au cytosol

Codé par CTT!

Impliqués dans la détoxification du H,O,

H,0, - 0, + H,0

Superoxyde dismutase

SOD Localisé dans les mitochondries
Codé par SOD2

CuZn SOD Localisé dans le cytoplasme
Codé par SODI

Impliqué dans la transformation des anions

superoxydes.
0, P 0, + Hy0,

La voie enzymatique des Penthoses phosphates
-6-phosphate déhydrogénase (Codé par ZWF1)
-Transkétolase (Codé par TKL1)

-5-phosphate épimérase (Codé par RPEY)

Enzymes nécessaires & la production du NADPH,
essentiel pour la réduction d'enzymes
antioxydantes tels : Glutathione réductase et

thiorédoxine réductase.

Glutathione réductase (Codé par GLRI)

Impliquée dans le maintien d'un bon statu réduit-
oxydé dans la cellule, réduction de la glutathione.

(GSH=Gs5Greauite)

Glutathione peroxydase

Utilise la glutathione comme donneur d'électrons

pour réduire le hydroxyperoxyde et le H;0;

Thiorédoxine réductase

Thiorédoxine peroxydase

Agissent de pair avec la thiorédoxine et le
NADPH pour réduire le alkyl hydroxyperoxide et

le peroxyde.

Endonucléase Apnl
Codé par APNI

Impliqué dans la réparation des dommages causés

a I'ADN. Site A/P.

Informations recueillies dans (Jamieson., 1998)
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1.3.2 Détection de stress oxydant et mécanismes de régulation génétique

chez E.coli.

Chez la bactérie Escherichia coli, les régulateurs de transcription OxyR et
SoxR sont impliqués dans la réponse au stress oxydant (Demple et al., 1991).

OxyR est activé par la formation de liens dissulfures entre ces cystéines 199 et 208.

CYS‘199C}I’S?;08
—S

Ces liens occasionnent présumément un changement dans la conformation de
la protéine ce qui accentuerait la liaison a I'ADN et l'activation de la transcription de
génes impliqués dans la réponse aux stress oxydant (Zeng et al. , 1998) tels : la
catalase, la thiorédoxine peroxydase, etc. (Prieto-Alamo et al., 2000). Un deuxiéme
facteur de transcription appelé SoxR/S réagit au stress oxydant en formant un
homodimeére contenant deux centres fer-souffre [2Fe-2S] actifs réducteurs qui sont
sensibles aux O;. L'activation de SoxR meéne & [lactivation d'enzymes de
détoxification (Zeng et al. , 1998) tel la superoxyde dismutase qui produit du H,O,.
Le H,O,, un autre oxydant, active ensuite OxyR et la détoxification se poursuit
comme décrit & la figure 1A. SoxR/S est aussi impliqué dans la production de

NADPH nécessaire aux enzymes de détoxification régulées par OxyR (figure 1A et

1B).
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SOD Catalase
(sodA) (katG)
SoxR | SoxR*S | OuR | OxyR* |——>
N ‘v
0, —*> Or —>  H)0, > H0
Figure 1A ,
ghre Thiol peroxydase
X,
Trx1 (trxd) A
Trx:Rase 7 RRase

(IrxB) ~,Trx2 (#xC) A nrdB
/ /'} i

Gl NADPH y
ucose “G%;]‘; \ / er]_ (gm)

627799 GRase 2 GSH — Omx2 (grxB)

. — A ~ » :
%i;ii ! Grx3 (grxc)
(gshA)

Figure 1B

FigurelA et B : Régulation enzymatique par OxyR et SoxR/S chez

E.coli en réponse au stress oxydant.

Les * signifie la forme oxydée des activateurs de transcription. La figure est inspirée

de (Prieto-Alamo et al., 2000).
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1.3.3 Détection de stress oxvdant et mécanismes de régulation sénétique

chez S.cerevisiae.

En ce qui concerne la levure Saccharomyces cerevisiae ou les eucaryotes, la
régulation de l'expression génétique en réponse au stress oxydant est plus complexe
qu'observée chez les procaryotes (Jamieson., 1998). De plus, on peut observer
plusieurs boucles de rétroaction entre les réponses aux stress oxydants et celles face
a4 d'autres stress tels : les chocs thermiques, osmotiques, ioniques etc. Plusieurs
activateurs de transcription répondants aux stress oxydants ont été identifics chez

S.cerevisiae.

1.3.3.1 Facteurs de transcription reliés au stress oxydant chez S.cerevisiae.

Les facteurs de transcription de la levure sont classés selon des familles ayant
des caractéristiques distinctes. On retrouve en premier lieu, des facteurs de
transcription liants le cuivre tel Ace. Ace possede un domaine riche en cystéines
(liant le cuivre) et un domaine de liaison a 'ADN. Ace est impliqué dans le maintien
de I'homéostasie du cuivre et régule l'expression de la protéine antioxydante
métallothionéine. Il a aussi été démontré in vitro que Ace peut lier le promoteur de
SODI activant la superoxyde dismutase (Gralla et al., 1991). La protéine Mac-1
quant a elle, est impliquée dans la réduction des ions ferreux et cuivreux et active le
géne CTTI (catalase).

I existe aussi des facteurs de transcriptions en doigts de zinc tel Hapl qui
régule I'expression d'isoformes du cytochrome C, de la catalase et de la superoxyde
dismutase mitochondriale. Msn2 et Msn4 sont aussi deux protéines en doigts de zinc
impliqués quant a elle dans la réponse dépendante de I'élément répondant aux stress
Stre (stress responsing element) (Martinez-Pastor et al., 1996). La derniére famille
est appelée b-zip et vous sera présenté a la section 1.3.4. 1l existe d'autres facteurs
de transcription impliqués dans l'activation de la transcription en réponse au stress

oxydant tels : Skn7, Gend, Imp2, cependant, seul Xbpl agit comme répresseur en se
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liant & ' ADN d'autres activateurs face a un stress oxydant. Xbp est aussi régulé par

plusieurs autres facteurs de stress (Marchler et al., 1993, Jamieson., 1998).

1.3.4 _Yapl de Saccharomyces cerevisiae est un activateur de transcription

membre de la famille b-Zip.

Un des activateurs de transcription impliqués dans la réponse au stress
oxydant les mieux caractérisés chez la levure Saccharomyces cerevisiae, est le géne
YAPI. 1l s'agit d'un activateur de transcription de la famille des b-Zip " leucine-
zipper" similaire a ceux rencontrés chez la famille C-Jun des cellules de mammifére.
Yaplp posséde un domaine de dimérisation de type "Leucine-zipper" qui est
adjacent a la région basique (B-Zip) d'interaction avec 'ADN (figure 2). La région
d'ADN reconnue par Yaplp se nomme ARE pour AP-1 response element
TGACTCA (Karin et al., 1997). La famille YAP comprend 8 membres chez
S.cerevisiae ; Yap 1 a 8. Ces protéines contiennent aussi deux domaines riches en
cystéines ; le domaine amino-terminal et le domaine carboxy-terminal (Yan et al
1998) qui contient aussi le signal d'exportation nucléaire (NES) L(X)2.3L(X)23LXL
(Bogerd et al., 1996).

YAP1

cCRD

L d

b-Zip nCRD NES

Figure2 : Représentation schématique du géne YAPI de Saccharomyces
cerevisiae.

Les X représentent un acide aminé quelconque. La figure est inspirée de (Jones et
al., 2001).
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Yaplp est reconnu pour son implication dans la résistance cellulaire de
S.cerevisiae au stress oxydant et & une grande variété d'agents cytotoxiques tels : la
cycloximide, le sulfométuron, le 4-nitroquinoline etc (Jones et al., 1999). Ces
phénotypes peuvent s'expliquer par le fait que Yaplp contrdle 3 membres des
transporteurs ABC (ATP-binding-cassette) : YCFI, SNQ2, PDR5 (Wemmie et al.,
1994, Miyahara et al., 1996) qui sont connus pour le transport (€nergie-dépendant
(ATP)) de substances a travers la membrane cellulaire. Yaplp induit aussi deux
protéines de la famille MF ( Major Facilitator) : Atrl et Flrl qui est une pompe
(Alarco et al.,, 1997, Coleman et al.,, 1997). Yaplp interagit aussi avec PDR/ et
PDR3 (Pleiotropic Drug Resistance) deux activateurs de transcription répondant &
différents agents (Wendler et al., 1997). Une étude démontre aussi que la protéine
Yaplp peut se lier & une séquence autre que le ARE ; le STRE, lorsque stimu}lée par
un stress thermique (Gounalaki et al., 1994).

Plusieurs autres génes sont contrdlés par Yaplp et certains d'entre eux sont
impliqués dans la réponse au stress oxydant. On retrouve dans cette catégorie,

GLRI, TWF, SOD1, GSHI, TRX2, SNK7 (Jamieson et al., 1998).

1.3.4.1 Régulation de YAPI en réponse au stress oxydant

La régulation du géne YAPI de la levure Saccharomyces cerevisiae face au
stress est assez bien caractérisée. Dans un model semblable a lactivation de
I'activateur de transcription OXYR de E.coli, la régulation de Yaplp se fait par la
formation de liens dissulfures entre deux cystéines conservées C598 et C620 (Yan et
al., 1998). En absence de stress, Yaplp se retrouve autant dans le noyau que dans le
cytoplasme de la cellule. Le domaine C-terminal (¢cCRD) riche en cystéines permet
I'exposition du NES qui lie le transporteur Crm] permettant I'exportation de Yaplp
hors du noyau. Lors qu'il y a une situation de stress oxydant (H:02), il y a la
formation de ponts dissulfures entre les cystéines de Yaplp. Ces ponts changent la
conformation de la protéine et le NES n'est plus accessible pour Crml. Comme la

liaison de Yaplp avec son exporteur n'est plus, Yapl est donc séquestré dans le
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noyau afin d'activer la transcription de génes en réponse au stress oxydant (Kuge et
al.,1998). La séquestration nucléaire de Yaplp s'observe aussi lorsqu'il y a
inactivation de la thiorédoxine, de la thiorédoxine réductase ou de la thiorédoxine
peroxydase. Ceci suggére que Yaplp, en plus d'étre un senseur du niveau rédox de
la cellule, peut aussi étre régulé par une boucle de rétroaction engendrée par d'autres
molécules ou enzymes réductrices de la cellule (Kuge et Jones., 1994) comme
démontré a la figure 3.

En terminant, il est important de mentionner que Dumond et al. (2000) ont
démontré que YAPI peut activer certains génes en réponse au H,O; dont des genes
codants pour des chaperonnes, des protéines impliquées dans la réponse spécifique
au stress oxydant, des protéines du métabolisme cellulaire et de la dégradation
protéique. Ce groupe a aussi démontré que YAP! contrdle négativement l'expression
de génes codants pour la biosynthése de nucléotides et inositols en absence de stress.
Finalement, aussi en absence de stress, Y4P] contréle I'expression de génes codants
pour des protéines impliquées dans la structure de la paroi cellulaire et dans le

trafique intracellulaire dont : OCHI, ERV25 et GASI (Dumond et al., 2000) .
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SCRD

b-Zip  CRD

N &2 & §1221
bZip HCRD
S
Sans stress oxvdant
Avec stress oxydant
b-Zip #CRD.
N
-
A
e Y2 1
Rean
GoH > Rétroaction (-)
SOD B

Figure3 : Schéma de la régulation de YAP]I lors de stress oxydant.
La figure est inspirée de (Jones et al., 1999, Kudo et al., 1999).
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1.3.5 Les facteurs de transcription de cellules de mammiféres et leur

régulation lors de stress oxvdant.

Comme chez la levure Saccharomyces cerevisiae, en plus de la respiration
cellulaire, chez les mammiféres, plusieurs cytokines, facteurs de croissance et
¢léments de la réponse immunitaire peuvent produire beaucoup de dor. De plus,
comme chez la levure et la bactérie, chez les cellules de mammifere, la régulation
des facteurs de transcription garde une bonne homologie a ces organismes inférieurs.

La régulation des facteurs de transcription Tels : NF1(Bandyopadhyay et al.,
1994), Sp-1 (Wu et al., 1996), c-Myb (Myrset et al., 1993), p53 (Rainwater et al.,
1995), Erg-1 (Huang et Adamson, 1993) et NF-x3 (Schreck et al., 1992) chez les
cellules de mammiferes s'effectue de fagon homologue a la levure Sacchardmyces
cerevisiae par une liaison a 'ADN dépendante du statu rédox de la cellule (Toone et
al., 2001). En effet, cette régulation semble dépendre dans la plupart des cas de la
présence de résidus cystéines critiques.

Les AP-1 de mammifére sont formés d'homo et d'hétérodimeres de protéines
de la famille Jun, Fos ou ATF. L'activité de liaison a 'ADN des AP-1 de
mammifére est affectée par I'oxydation réversible de résidus cystéines spécifiques
situés dans le domaine de liaison & I'ADN de protéines Fos et Jun. La réduction de
ces cystéines stimule la liaison a I'ADN in vitro de méme que lors d'une stimulation
par différents oxydants. En effet, on pense que in vivo, en réponse a certains stimuli
incluant le stress oxydant, la thiorédoxine serait transloquée au noyau facilitant ainsi
son interaction avec Ref-1 (AP-endonucléase) et Ref-1 réduirait la cystéine critique
du facteur de transcription AP-1 (Hirota et al., 1997).

Certains autres facteurs de transcription Ap-1 de mammifére sont régulés
comme Papl de S.pombe, par la voie d'une Map Kinase sensible au statu rédox de la
cellule. L'activation de la transcription de la protéine c-Jun est fortement augmentée
par la phosphorylation de deux résidus sérines dans son domaine d'activation N-
terminal (Tibbles et Woodgett, 1999). c-Jun kinase et p38 constituent les deux
familles majeures de map kinases activées par un stress, pouvant €tre activé par

différents stress tels : choc osmotique, choc thermique, dommages causés & 'ADN.
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Cependant, la fagon dont le statu rédox de la cellule active la map Kinase n'est

pas encore connue (Toones et Jones, 2001).

1.4 La bléomvcine

En plus des sources endogénes de dérivés oxygénés réactifs qui peuvent
provoquer une situation de stress oxydant dans la cellule, certains agents
xénobiotiques utilisés en médecine provoquent aussi cette situation de stress oxydant

dans la cellule. Un bon exemple d'agents xénobiotiques causant un stress oxydant

est la bléomycine.

1.4.1 La bléomvcine, un agent oxyvdant et ses caractéristiques

La bléomycine est un antibiotique hydrosoluble découvert en 1966 par le
groupe de Umezawa et al. (1966) Cet agent se retrouve sous la forme de 11
isoméres qui différent les uns des autres par la partie amine terminale et la forme la
plus abondante est la bléomycine A, . La bléomycine a été isolée en complexe
cuivreux d'un milieu de culture de Streptomyces verticillis (Umezawa et al., 1966) et
il a été démontré que cette molécule peut lier directement 'ADN (Burger et al.,
1981). En tant que mutagéne de I'ADN, la bléomycine (BLM) est utilisée comme
agent thérapeutique sous forme de mélange appelé Blénoxane, qui contient 60% de
BLM A, 30% de BLM B; et 10% d'autres isoméres (Burger et al., 1994). Son
utilisation comme agent antitumoral se fait principalement contre des cancers du
cou, de la téte, du poumon et des testicules. Une propriété importante de la
bléomycine qui justifie son utilisation en médecine, malgré qu'elle doive étre
combinée & d'autres agents antinéoplasique, est qu'elle ne semble pas causer de
myélosuppression (Lanzo et al., 1996). De plus, son élimination systémique se fait
rapidement par le rein (la moitié est éliminée en 2 & 4 heures). Cependant, & trop

forte dose, la BLM (~235mg ) peut causer une fibrose pulmonaire (Lazo et al.,

1987).



1.4.1.1 La structure de la bléomvcine

La figure 4 nous représente schématiquement la structure de la bléomycine.
La BLM comprend 3 domaines fonctionnels : le domaine de liaison aux métaux en

partie N-terminale, le domaine de liaison & 'ADN en C-terminal et la partie

carbohydrate.

Domaine de liaison aux métaux

0O _NH;
He Domaine deliaison a "ADN
H\/ SN — ; !
H
RN
i Q

N 0
| H,/
HaN ’/) )k N NHHNT N
0 / |
H, N | ]\ jﬂ\ <5 ; U k/mz—zz

o107
? Corps de carbohydrate

Figured : Schéma de la structure de la bléomycine

La figure est inspirée de (Ramotar et al., non publié).



1.4.1.2 Mécanisme d'action de la bléomvcine et les dommages causés aux

sucres et aux bases.

Pour étre efficace, la bléomycine doit étre activée. Cette activation se fait
grace & sa capacité de lier simultanément l'oxygéne et les métaux de transition tels :
Fe?*, CO*, Zn**, Ni*" et/ou Cu®". Les ions facilitent le contact entre la bléomycine
et I'ADN et réagissent avec 1'0, pour former des dérivés oxygénés réactifs. Le
cobalt est lion qui forme le complexe le plus stable avec la BLM, cependant,
cliniquement, on retrouve surtout la BLM complexée avec le fer (Sausville et al.,
1978). La régénération du Fell permet & une seule molécule de BLM de briser de 8§

2 10 brins dADN (Mir et al., 1996 ) selon la réaction décrite a la figure 5.

Felll) + BLM
Fe(ll}-BLM Qe”
o
{Fefii~BLM] " {BLM-Feti-0 1~
HO
oHtze” {BLM-FelV)=0]" H,0
Figure5 : Me¢écanisme possible d'activation de la bléomycine

(régénérationdu fer)
La figure est inspirée de (Hecht S. M., 2000).



24

La bléomycine activée ( BLM-Fe(Il)-O,) agit comme oxydant, elle enléve un
atome d'hydrogéne du carbone 4' du déoxyribose pour produire un sucre (carbon-
radical) et un électron qui réduit la forme active de la BLM (BLM-Fe(II)-OH*) qui
attaque de multiple fois I'ADN (Burger et al., 1981). Le sucre instable restant est
ainsi réarrangé et peut former 4 types de dommages. Comme premier dommage, onA
peut mentionner les sites AP (abasiques ; perte d'une base entiére)(Kozarich et al.,
1993), puis les bris & 'ADN simple brin (ot la partie 3 se termine par une portion dlj
cercle déoxyribose 3' phosphoglycolate ( 3'PG)) qui bloque la synthése d'ADN
(Kozarich et al., 1993). Ensuite, lorsque la partie malondialdéhyde de la base réagit
avec la guanine, il se forme la pyrimidopurinone de déoxyguanosine (M;G) qui peut
étre aussi causée par le métabolisme aérobic (Marnett et al., 1998). F inalement, il
peut résulter des bris double-brins de I'ADN, sur certaines séquences précises
CGCC, lorsque le complexe Fe/BLM cause un site AP sur un brin et un bris simple

brin sur le brin directement opposé.

1.4.1.3 La bléomycine peut aussi endommager I'ARN.

1l a été démontré in vitro que la bléomycine pouvait aussi avoir comme cible
'ARN. En effet, la BLM peut couper différents types d ARN dont I'ARN messager
de la réverse transcriptase de Hiv-1, son ARN de transfert, ribosomale et méme
I'ARN présent en hétérodimére ARN/ADN (Carter et al., 1990). L'incision dans
I'ARN est produite par une voie oxydante résultant du mécanisme de clivage de
I'ADN (Holmes et al., 1997). De plus, la coupure se fait préférentiellement aux
séquences 5'-GU-3' retrouvées aussi dans I'ADN (Carter et al., 1990). I est postulé
que I'ARN ne soit coupée par la BLM que selon sa structure puisque certains ARN (
E coli ARNt™R et ARNt*S? de mitochondries de levure) (Carter et al., 1990) ne sont
pas affectés par la BLM. De plus, 'ARN double brins n'est pas coupé par la BLM
(Holmes et al., 1997). En dernier lieu, la réaction BLM/ARN est inhibée par le
magnésium (Carter et al., 1990). Puisque le Mg?®* est requis pour le maintien de la

structure/fonction de plusieurs ARNS, il est justifiable de penser que les altérations



causées & I'ARN par la bléomycine ne seraient dues qu'a une similitude de
conformation avec I'ADN et donc, il serait peu probable que I'ARN soit la cible

chémothérapeutique de la bléomycine (Mascharak et al., 1992).

1.4.1.4 Dommages causés a la paroi cellulaire par la bléomycine.

La bléomycine, en plus de couper I'ADN et I'ARN, endommage aussi la paroi
cellulaire. En effet, & de forte dose prolongée de bléomycine, de petits trous sont
formés a la surface de la paroi exposant le protoplaste qui, subissant un choc
osmotique, risque de mener & la rupture de la membrane plasmique et a la mort
cellulaire (Lipke et al., 1993). Les bris de la paroi semblent €tre dus a une coupure
des liens glycosyliques des polysaccharides & un site s'apparentant & celui ol coupe
la bléomycine sur la partie déoxyribose de I'ADN (Lipke et al., 1993). De plus, la
membrane plasmique est susceptible de subir un dommage oxydant ; la peroxydation
des lipides, ce qui pourrait étre l'initiation de la fibrose pulmonaire induite par la

bléomycine (Arndt et al., 2001).

1.4.2 Internalisation de la bléomycine.

La bléomycine est reconnue pour passer difficilement la membrane
plasmique de la cellule (poddevin et al., 1991) laissant voir une limite possible a la
cytotoxicité de la bléomycine. Cependant, il a été démontré que la BLM pourrait lier
la membrane plasmique (hamster chinois) jusque sur 400 000 sites (Pron et al. 1993)
ce qui laisse supposer que la BLM pourrait étre internalisée spécifiquement. Les
recherches sur le mode de transport de la bléomycine sont assez sommaires jusqu'a
maintenant cependant, il est démontré dans un article & l'aide de la BLM marquée
radioactivement, qu'une protéine de la membrane de 250 kDa pourrait de par son

activité étre responsable du transport spécifique de la BLM (Pron et al., 1993).



26

L'identité et la fonction précise de cette protéine n'ont jusqu'a présent pas encore €te

confirmées.

1.4.3 La résistance a la bléomvcine

La propriété de liaison a I'ADN de la bléomycine et sa mutagénicité

suggérent que les cellules doivent avoir développées plusieurs mécanismes de

défense contre cet agent. En effet, dans la littérature, on nous indique que plusieurs

éléments cellulaires sont impliqués dans la défense contre la bléomycine tels : la

paroi cellulaire, la membrane plasmique, des protéines de liaison (séquestration de la

BLM), des protéines de réparation des dommages a I'ADN (Pron et al., 1993, Lipke

et al., 1993 et Ramotar et al., 1997). Ainsi, on peut voir dans le tableau IV que la

cellule utilise certaines protéines pouvant lier irréversiblement la BLM pour se

protéger contre celle-ci (Gatignol et al., 1988).

Tableau IV : Protéines liant la bléomycine (défense et/ou résistance cellulaire a

la BLM ?)
Protéines Fonction Référence
Peut lier la bléomycine et peut lier
Sh ble I'ADN et la protéger contre la (Gatignol et al., 1988)

BLM.

ble (relié & S. verticillis)

Liaison de la bléomycine pour une
séquestration possible et/ou une

meilleure exportation.

(Calcutt et al., 1994)

Acétyl transférase

Codé par BLMB

Acétylation de I'amine primaire de

la BLM (inactivation)

(Sugiyama et al., 1994)

Bléomycine hydrolase

Convertir la bléomycine en
déamino-BLM (inactivation)
( responsable de la résistance de

certaines cellules face 8 BLM)

(Sebti et al., 1987, Xu
et Jonhston., 1994)




En plus des protéines liant la BLM, la cellule posséde plusieurs enzymes de
réparation de ' ADN pour contrer les dommages causés par la bléomycine lorsque les
mécanismes de défense précédants n'ont pas été efficaces. Elles sont présentées dans

le tableau V.
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Tableau V : Protéines (enzymes) impliquées dans la réparation de I'ADN

(défense et/ou résistance cellulaire a la BLM?)

Genes (enzymes) Organismes Description/fonction Références
Saccharomyces .
CDC9 o ADN ligase (Moore., 1982)
cerevisiae
Saccharomyces Impliquée dans
RADG 3% phq 7
cerevisiae I'ubiquitination (He et al.,, 1996)
Réparation des bris (Keszenman et
3 Saccharomyces
RAD52 o double brins dans al., 1992)
. cerevisiae
I'ADN.
RBP7 Saccharomyces Une sous unité de 'ARN | (He et Ramotar.,
cerevisiae polymérase II 1999)
Protéine de la membrane
Saccharomyces i . . (Masson et al.,
OXAl mitochondriale requise
cerevisiae ) 1996)
pour modifier CoxII
Protéine homologue a la
sous unité 70 kDa de
l'autoantigéne Ku
Saccharomyces ) ) (Mages et al.,
HDFI humain. ( régulation de
cerevisiae ) 1996)
I'ADN protéine kinase)
(réparation, réplication,
recombinaison)
Saccharomyces (Co) activateur de (Masson et al..
IMP?2 o
cerevisiae transcription 1996)
Exonucléase
Exo III Escherichia coli. ) .
(réparation des sites AP)
( Masson., 1997)
Endonucléase
Endo IV Escherichia coli.

(réparation des sites AP)




Le premier homologue des enzymes EndolV et Exolll de E.Coli & étre
identifié chez les eucaryotes (S.cerevisiae) est Apnl (Ramotar et al., 1991).
Cependant, bien que chez E.coli les mutants défectifs en EndoIV ou Exolll
démontrent une certaines sensibilité & la BLM, un mutant délété en apnl4 chez
S.cerevisiae n'est pas sensible & la BLM suggérant que la levure aurait développé
d'autres mécanismes de réparation/résistance compensatoire (Zheng et al., 1998).

Un article récent nous démontre cependant que la délétion double apn! Aapn2A chez
la levure rend celle-ci hypersensible & la BLM (Vance et al,, 2001). Ces résultats
suggérent un phénoméne de compétition entre ces deux protéines pour réparer les

dommages causés a I’ADN par la BLM.

1.5 Le oéne IMP2 de Saccharomyces cerevisiae : un activateur de

transcription impliqué dans la résistance cellulaire 2 la bléomvcine et &

d'autres agents oxvdants.

La recherche de génes impliqués dans la résistance de S.cerevisiae a la
bléomycine a mené a la découverte principalement d'enzyme de réparation de
I'ADN. Cependant, il existe plusieurs autres genes dont la fonction demeure encore
inconnue (Moore., 1991). Afin de mieux caractériser comment la cellule peut se
défendre contre les 1ésions causées & 'ADN par la bléomycine, le docteur Ramotar et
son équipe ont isolé un mutant de S.cerevisiae hypersensible & la bléomycine et
différents des autres génes préalablement identifiés : le mutant est inactivé dans un

géne appelé IMP2 (Ramotar et Masson., 1996).

1.5.1 IMP2 pour "Independent of Mitochondrial Particle"

Le géne IMP2 a d'abord été identifié en 1992 par I'équipe de Donnini et nommg¢ ainsi
pour " Independent of Mitochondrial Particle". En effet, le géne IMP2 est impliqué

dans le métabolisme du galactose, du maltose et du raffinose ; il permet la croissance
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cellulaire en présence de ces sucres lors d'une défaillance mitochondriale
(inactivation & I'érythromycine) (Donnini et al., 1992). Imp2 serait responsable de la
transcription afin d'activer les génes codants pour les enzymes, maltase, maltose
perméase et la galactose perméase, en absence de glucose (Lodi et al., 1995). Ilya

bien d'autres phénotypes imputés a une délétion du géne IMP2 chez S.cerevisiaev
dont une faible croissance sur des milieux respiratoires et une sensibilité accrue aux

chocs thermiques, aussi, la sporulation est altérée (Donnini et al., 1992).

1.5.2 IMP?2 est impliqué dans la résistance aux agents oxydants.

En plus de la sensibilité impressionnante d'un mutant imp2A4 de S.cerevisiae
face a4 la bléomycine découverte en 1996 par Ramotar et al, des phénotypes de
sensibilité a plusieurs autres agents ont été recensés par cette équipe. En effet, un
mutant Jmp2A est aussi sensible a plusieurs agents oxydants tels : le peroxyde
d'hydrogeéne, le ter-butyl hydroxyperoxyde, le paraquat, le diamide, et la ménadione.
Ce mutant n'est cependant pas sensible aux agents endommageants I'ADN tels que :
les rayons U.V.(254nm), le MMS, le 4-NQO et les radiations ionisantes. Il a aussi
été démontré qu'un mutant délété en Imp2A4 éprouve de la difficulté & réparer 'ADN

(accumulation de bris d'’ADN simple-brin) (Ramotar et Masson., 1996).

1.5.3 IMP2 est impliqué dans le maintien de I'homéostasie ionique

Il a été démontré que IMP2 est impliqué dans le maintien de I'homéostasie
ionique. En effet, un mutant délété en imp2A4 est sensible aux ions monovalents Li*,
Na* et divalents : Cu**, Ca®*, Mn?" et Zn®* ; une accumulation de ces ions ayant été
observé chez un mutant délété en imp24 (Ramotar et Masson., 1998). La
surexpression du géne ENA/ codant pour une pompe ionique ou du géne HAL3 ;un

inhibiteur de la phosphatase Ppz1 arrivent & reconférer une résistance ionique a un



mutant imp24 (Nadal et al., 1998). La sensibilité ionique accrue du double mutant
enal A imp24 en comparaison avec chacun des simples mutants indique que LVMP2 et
ENAI seraient impliqués dans deux voies de signalisation différentes (Ramotar et
Masson., 1998). Puisque la surexpression de ENAI ou de HAL3 reconfere la
résistance ionique a un mutant délété en imp24, mais est incapable de reconférer la
résistance aux oxydants, il est suggéré que IMP2 pourrait réguler plusieurs génes en

réponse a différents stress.

1.5.4 La structure et les propriétés fonctionnelles de IMP2.

Imp2p est une petite protéine de 37 kDa qui peut activer la transcription d'un
géne rapporteur en vertu de son domaine acide (caractéristique de plusieurs
activateurs de transcription) (Ramotar et Masson 1996). De plus, Lodi et al. ont
démontré en 1995 que IMP2 régule positivement les genes MALS et MALT
impliqués dans l'utilisation du maltose.

Ainsi, malgré qu'il ne posséde pas de domaine de liaison & I'ADN, Imp2
serait un activateur (co activateur) de transcription. Les mécanismes par lesquels
Imp2 détecte les différents stress ne sont pas encore élucidés, de méme que ces
cibles transcriptionnelles ou son mode d'action. IMP2 n'influence cependant pas
I'expression de Rad6 ou de Rad52 ni aucunes autres protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN (Ramotar et Masson 1996B). 1l est aussi peu probable que
IMP?2 régule la transcription d'une pompe connue pour ¢liminer la BLM, puisqu'un
mutant imp2A4 est aussi hypersensible au H-0; qui diffuse librement dans la cellule.
De plus, il a aussi été démontré chez S. cerevisiae, que les pompes Snq2, Atrl, Firl et
Yorl, ne sont pas impliquées dans la résistance a la bléomycine (Alarco et al., 1997).

Dans un deuxiéme ordre d'idée, il est important de mentionner que la
sensibilit¢ d'un mutant imp24 & la BLM ou au HO» ne proviens pas dune
défaillance d'une fonction antioxydante. En effet, le double mutant trx24 gshid

n'est pas sensible ni & la BLM, ni au H,O2. De plus, un mutant défaillant en la



superoxyde dismutase ou en la catalase T ne sont pas sensible a la BLM (Ramotar et
Masson 1996B).

Il est cependant possible d'émettre des hypothéses quant au mode d'action
possible de IMP2. En effet, la protéine Imp2 posséde un domaine (R/S) riche en
arginines/sérines, un domaine connu chez d'autres protéines pour étre impliqué dans
la phosphorylation de la protéine. Ce qui laisse croire que Imp2 pourrait subir des
modifications post-traductionnelles en réponse aux stress (Rossi et al., 1996). De
plus, Imp2 posséde un domaine (LRR) riche en leucines qui comme vue chez
d'autres protéines, peut étre responsable d'une interaction protéine/protéine (ex :
Ccr4) (Benson et al., 1998). Aussi, l'interaction protéine/protéine de Imp2 (qui ne
posséde pas de domaine de liaison a I'ADN) permettrait l'activation de la
transcription. Un modéle de la structure de la protéine Imp2 est présenté a la figure

6.

Domaine
NLS R/S acide LRR
1 24 48 69 09 c® ™ 2901300 333
NES

Figure 6 : Schéma de la structure de la protéine Imp2

La figure est inspirée de (Ramotar et Masson., 1996).

Jusqu'a présent, aucune cible trancriptionnelle de Imp2 n'a encore été
identifiées et une seule protéine semble interagir avec Imp2 selon Pimplikar et al.,

1998 ;

2

il s'agit de la protéine Patl. Patl est une protéine interagissant avec les
microtubules et est responsable dans l'organisation des protéines de la paroi

cellulaire.



1.6 La paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une structure trés complexe (Mrsa et al., 1998). La
paroi de la levure Saccharomyces cerevisiae est organisée en deux feuillets,
composés de seulement 4 macromolécules : les protéines de la paroi, les Bl1,3-
glucans, les B1,6-glucans et la chitine qui interagissent de fagon covalente (Klis et
al., 1999). Le tableau VI décrit les types de liaisons connues entre les

macromolécules de la paroi cellulaire.

1.6.1 Les protéines de la paroi cellulaire

Les protéines de la paroi cellulaire sont aussi appelées Mannoprotéines et
sont de polypeptides fortement glycosylés et généralement formés de glycans liés a
leur partie N-terminale et dont le corps a la structure suivante : Man;o.;4GlcNAc,-
Asn (Lipke et al., 1998). Ces protéines peuvent étre divisées en trois groupes (Mrsa
et al., 1999).

Le premier contiens des protéines (majoritairement enzymatique) attachées
soit par des liens dissulfures ou non-covalemment liées aux composantes structurales
de la paroi (elles sont sensibles au SDS ) (Valentin et al., 1984).

Le deuxieme groupe comprends des protéines qui contiennent des signaux
d'ancrage GPI a leur partie C-terminale et sont présuméments liées aux 31,6-glucans
par cet ancrage GPI restant aprés le transfert des protéines de la membrane
plasmique a la paroi cellulaire (ex : Gasl), leur réle est inconnu (Mrsa et al., 1999).

Le troisiéme groupe comprends des protéines qui sont liées de fagon
covalente aux composantes structurelles de la paroi. Les protéines de ce groupe
identifiées jusqu'a présent semblent étre de la méme famille que Cewp ( Covalently
bound cell wall protein) dont une, Ccw11p est identique & Ccw5p qui contiens des

séquences répétitives a sa partie N-terminale et appelée Pirl (Mrsa et al., 1999).



1.6.2 Les B-Glucans.

Un deuxiéme type de macromolécules de la paroi cellulaire forme un réseau
fibreux amorphe et se nomme (-Glucan. Il y a les B1,3-glucans, localisés a la
membrane plasmique et liés a la chitine, puis les B1,6-glucans (possiblement
retrouvés en périphérie) qui sont trés ramifiés et lient entre elles, les autres
macromolécules. La plupart des B1,3-glucan ont une conformation hélicoidale
composée d'une chaine de polysaccharides et de trois autres chaines liées par des
liens hydrogénes. L'enzyme B1,3-glucan synthase est aussi localisée a la membrane

plasmique (Lipke et al., 1998).

1.6.3 La chitine

Le dernier groupe de macromolécules contient la chitine. La chitine est lie
glycosyliquement aux ramifications non-réductrices des glucans (B1,3 et $1,6). Elie
forme différents modules qui s'associent pour former des microdomaines d'a-chitine

cristalline. Ces microdomaines sont essentiels & l'insolubilité de la paroi et sont

responsables du transfert de matériel de la fraction soluble vers la fraction insoluble

de la paroi (Lipke et al., 1998).

Tableau VI : Liaisons connues entre les macromolécules de la paroi cellulaire

de levure.

Liaisons de la paroi cellulaire

CWP-GPI*---B1,6-glucan

B1,6-glucan---B1,3-glucan

Chitine---B1,3- glucan

Chitine---B1,6-glucan

* Dans le tableau VI, CWP-GPI* signifie protéine de paroi
ayant un ancrage GPI.




L'architecture de la paroi cellulzire est flexible et sujette a plusieurs
modifications dans sa composition et sa structure lorsque la cellule est mise en
diverses situations telles : les changements causés par le cycle cellulaire et les
changements environnementaux (disponibilité des nutriments et/ou de l'oxygéne, les
variations de pH et/ou de température) (Mrsa et al., 1999). De plus, si la paroi est
défaillante (mutations, dommages, etc.), il survient des changements architecturaux
dramatiques. En effet, on peut observer une augmentation du niveau de chitine chez

plusieurs mutants (décrit dans le tableau VII} ayant un défaut dans la paroi ceflulaire

(ex : gaslA), pour compenser ce manque (Klis et al., 1999).

Tableau VII : Caractérisation phénotypique de certains mutants réliés a la

paroi cellulaire de levure.

Mutants Phénotypes connus impliquant la paroi

Les protéines de la paroi portent des chaines
Cwhl/mnn9

N-terminale tronquées.

L'O-glycosylation dans les protéines de la
Pmtl/pmt2 )

paroi est affecté

Défaut dans l'incorporation des protéines de
Cwho/gpi3 ]

la paroi
kre6A Diminution du niveau de 1,6-glucans
fksiA Diminution du niveau de 1,3 glucans
knr44 Inconnu
GaslA Inconnu

*On peut observer une augmentation du niveau de chitine dans la plupart des
mutants suggérant qu'il s'agit 14 d'un moyen de compensation efficace. Les
références des phénotypes sont inscrites dans Klis et al., 1999.
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1.7 Gaslp, une protéine impliquées dans l'organisation de la paroi cellulaire.

Malgré que son rdle n'aie pas encore ét¢ identifié, la protéine Gaslp de
Saccharomyces cerevisiae est un exemple les mieux caractérisés des protéines de la

paroi cellulaire de classe II (possédant un signal d'ancrage GPI).

1.7.1 Description de Gasl, une protéine a ancrage GPI

Gasl est une glycoprotéine ancrée dans le feuillet externe de la membrane
plasmique par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) et ayant subit quelque
modifications postraductionnelles & sa partie N-terminale (Popolo et Vai., 1999).
La fusion d'une protéine rapporteuse a un signal GPI potentiel démontre en effet que
le positionnement des protéines GPI sans modification est & la paroi cellulaire et non
4 la membrane plasmique (Kitada et al., 1998). Gaslp subit trois types de
modifications postraductionnelles durant sa maturation dans la voie sécrétrice. Elle
est glycosylée en N-terminal, trés o-mannosylée et regoit son ancre GPI lorsque la
chaine de polypeptides est compléte. De plus, son transport de réticulum
endoplasmique au golgi est dépendant de l'ancre glycosidique et de la protéine
Emp24; une protéine transmembranaire qui sélectionne les protéines a étre
excrétées. La bonne localisation de Gaslp a la membrane plasmique est essentielle a

sa fonction (Nuoffer et al., 1991).



1.7.2 Fonctions de la protéine Gaslp.

La fonction exacte de Gaslp n'est pas encore clairement établie, mais il a été
proposé que Gasl agirait comme assembleur des B1,3-glucan. Un mutant gas/4
résulte en plusieurs défauts morphogénétiques : les cellules deviennent plus larges, la
division celluiaire est altérée et il se produit un arréte du cycle cellulaire. De plus, il
y a formation d'un plus grand nombre de liens chitine/B1,6 glucan au détriment de la
liaison B1,3-glucan ce qui provoque un phénotype de résistance a la Zymolyase et
une sensibilité au calcofluor white (un agent perturbant la paroi cellulaire) (Popolo et

al., 1993 et 1997).

1.7.3 La famille des protéines Gas

Gas] est une protéine faisant partie de la famille Gas. Les membres de cette
famille possédent différents domaines et sont homologues aux protéines E13B de
Triticum aestivum et EA6 de Arabidopsis thaliana (Hird et al., 1993). Ainsi, ces
protéines (GAS) sont membre de la famille des [1,3-endoglucanase
(glycosylhydrolase). Ces protéines dont Gasl sont organisées en trois domaines
selon la figure 7. La premicére partie, la partie amino-terminale (domaine C ) est
catalytique et est divisée en 6 boites contenant des acides aminés conservés ; boites I
a4 VI. Le deuxiéme domaine est riche en cystéines et est appelé Cys-box.

Finalement, les protéines Gas sont composées d'un segment C-terminal riche en

sérines (Ser-box) (Popolo et Vai., 1999).
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Protéines de la famille GAS

Domaine
catalytique

N- ‘$\ 5’@ S [8ey | o

INMIODIV V VI 355 455 600
118 350 460 530

Figure7 : Schéma de la structure des protéines de la famille Gas



39

1.8 Problématique et objectif de ce travail

La bléomycine est un agent antitumoral utilisé dans le traiternent de certains
cancers tels les cancers de la téte, du poumon, du cou et des testicules. La
bléomycine s'active par une liaison simultanée du fer et de l'oxzgéne. Lorsque
activée, la bléomycine peut endommager 'ADN (liaison directe), mais aussi I'ARN
et la paroi cellulaire.

L'intérét pour cette molécule provient du fait q‘ue les cellules deviennent
résistantes a la bléomycine. Le docteur Ramotar et son équipe ont isolé des mutants
sensibles & la bléomycine chez la levure Saccharomyces cerevisiaze. La
caractérisation d'un mutant hypersensible & la bléomycine a mené 2 la découverte
d'une inactivation dans le géne IMP2. Il s'agit d'un activateur de transcription qui est
impliqué dans la réponse aux stress oxydants de méme que dans le maintien de
'homéostasie ionique.

Ainsi, afin de caractériser les mécanismes de résistance cellulaire a la
bléomycine, nous avons analysé dans cet ouvrage, la structure/fonction de Imp?2 face
a la bléomycine et a d'autres oxydants. Nous avons aussi investigué le réle potentiel
de la protéine Imp2 au niveau de la paroi cellulaire ; un des constituants cellulaires

endommagés par la bléomycine.



II. MATERIEL ET METHODES



2.1 Souches de bactéries et de levures utilisées

Tableau VIII: Souches de bactéries et de levures

41

Organisme Nom de la souche Génotype
supE 44

DHS AlacU169980laczAM15
.. . a :
Escherichia coli A2sdR17 recAl endAl gyrA96
thi-1 relAl
- MATa; his3-A200; wra3-52;
Fy86 . 5

leu2A; GAL2;
Isogénique a FY86 excepté
Dry 214 ' |

IMP22A::Leu2

Mat a; his3D1 leu2DO0
By 4741

Saccharomyces cerevisiae

met15D0 ura3D0

By 4741 GASIA

" Isogénique a By 4741 excepté

délété en GASIA::KanMx4

By 4741 IMP24

v Isogénique a By 4741 excepté

délété en IMP2A::LEU2

ALY-1

Isogénique a By 4741 excepté
délété en GASIA:KanMx4 et
IMP2A::LEU2
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2.2 Construction de plasmide

Le premier plasmide utilisé lors de cette étude a été construit par Jocelyn
David M.Sc. Le géne encodant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) provient du
Dr Dennis J.Thiale et a été cloné en aval du promoteur GAL-1 du vecteur pYES2.0
(invitrogen), par les enzymes Kpnl/EcoRI pour générer le plasmide pYES-GFP.
Une protéine clonée par la suite, EcoRl/(enz X) se retrouve en phase et peut étre
visualisée grace a cette fusion. Dr Jean-Christophe Hoflack a construit le plasmide
pYES-GFP-IMP2 en insérant le géne IMP2 (EcoRI/Xhol) dans le plasmide pYES-
GFP (EcoRI/Sall). Plusieurs autres plasmides sont analogues & ce dernier n'ayant
pour seule différence, les mutations effectuées par mutagénése dirigée (voir section
2.5) Chacuns des mutants ainsi obtenus dans pGFP-IMP2, a été sous-cloné dans un
plasmide simple copie.

Ainsi,le plasmide pYcplac22F-595/IMP2 a été construit. Pour y arriver, la
région promotrice du géne IMP2 (595 paires de bases en amont de 'ATG) a été
amplifiée en utilisant les amorces Jym-6 (Sall) et Jym-15 (EcoRI) pour étre cloné
dans le plasmide pBluescript.SK. (Sall/EcoRI). Ensuite,le géne /MP2 muté du
plasmide pGFP-IMP2 correspondant a été excisé (EcoRI/Xbal) afin de le cloner
(EcoRI/Xbal) en phase dans le plasmide pBluescript-595 (contenant déja la région
promotrice du géne IMP2). Ainsi, le plasmide pBluescript-595/IMP2 dont le géne
IMP2 est dissociable de son promoteur par EcoRI est obtenu. Pour introduire le
géne complet dans le plasmide pYcplac22 tout en conservant la possibilité de
ressortir le géne sans sa région promotrice, afin de le recloner dans pYES-GFP et de
faire d'autres analyses, le site EcoRI contenu dans le plasmide pYcplac22 a di étre
éliminé en utilisant l'enzyme Klenow pour remplir le site selon le protocole
établi par Gibco ( feuillet accompagnant I'enzyme). Le plasmide ainsi obtenu
aprés la  liguation est pYCPlacZZ'E. Ce dernier a donc été coupé (Sall/Xbal)
pour y insérerle géne -595/IMP2 qui avait été excisé (Sall/Xbal) de pBluescript-
595/IMP2 afin de créer le plasmide pYcplac22-595IMP2. Bien sur, les
mutations effectuées sur ce dernier plasmide en font plusieurs autres homologues a

ce dernier n'ayant pour seule différence, ces mémes mutations.



Ainsi, afin d'analyser les effets des mutations déja introduites dans le géne JMP2 (sur
le plasmide pGFP-IMP2) lorsque celles-ci se retrouvent dans un plasmide simple
copie, les géne mutés de pGFP-IMP2 correspondants ont été excisés (EcoRI/Xbal)
pour les mettre dans pYcplac22F-595/IMP2 (EcoRI/Xbal) en utilisant la portion
pYcplac22F-595 qui a été purifié par "gene-clean” (Gibco). Le contraire a aussi été
effectué pour remettre le mutant C5x (effectué dans pYcplac22E-595/IMP2) dans
pGFP-IMP2 (portion pGFP conservée), afin d'analyser la localisation cellulaire et le
patron de migration de la protéine.

Afin de construire le plasmide pYeplac195-GASI, le géne GAS/ (décrit dans
la section pcr) a été amplifié et coupé (Sphl/BamHI) pour l'insérer dans pYeplac195
coupé (Sphl/BamHI). Le plasmide utilisé pour complémenter le mutant JMP24,
provient généreusement de Dr Scott Moye-Rowley (Coleman et al., 1999), pSEYl 8-

Yapl.
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F1 ori
Xbal, Sphl, Xhol, Notl, BstX1 / T7 promoter
Kpnl
Xhol
Pvul Sall

Bgli pBluescript KS Xbal
-595/IVIP2
4779bp

Xbal Xpot -Sall el

PYES-GFP-IMP2
7.85Kb

YCplac22E-595/IMP2
6749bp

BamHI
Smal/Xmal, KpnI,
Sacl, EcoRI

YEplac195-GAS1
7541bp

Figure8 : Schéma des plasmides utilisés dans cette étude.



2.3 Polymerase chain réaction (PCR)

En ce qui concerne les réactions PCR effectuées pour obtenir les mutations pour
la mutagénese dirigée, elles sont expliquées dans la section portant ce nom. Afin de
construire le plasmide pYCpla022'E-595/IMP2, la région promotrice du gene IMP2
soit, -595 paires de base en amont de I'ATG a été amplifiée en utilisant les amorces
suivantes: Jym-6 (Sall) 5'-aagcttggtcgacgaacca-3' et Jym-15 (EcoRI) 5'-
ccetgtggeeccttaagatetgete-3'.  10ul de réaction PCR (PFU stratagene), 8ul de mixt
dNTP (2.5mM chaque), 1ul d'ADN provenant du plasmide pDR1046 (
généreusement donné par Dr Ramotar et contenant le géne IMP2 en entier), 0.5ul de
chaque amorce, 1pl d'enzyme PFU, compléter avec de I'eau jusqu'a 100ul et ajouter
100p! d'huile pour couvrir. Le thermo-cycleur a été réglé de la fagon suivante: " Hot
start" 85°C pour 5min, pendant lesquelles on ajoute la PFU, 4 cycles diminuant de
1°/cycle de 95°C 1min, 1.30min a 58°C pour terminer & 34°C (touch down), 2min a
72°C. Puis 29 cycles de 95°C 1min, 1.30min & 55°C, 2min & 72°C . puis 10 min a
72°C. Le produit PCR a été purifié par gene clean et digéré Sall/EcoRI pour ensuite

le sous cloner dans pBluescriptSK coupé (Sall/EcoRI).
Afin de créer le plasmide pYeplac195-GASI, le géne GASI1 a été amplifié en

utilisant les amorces suivantes: Gas!l up (Sphl) 5‘-caétgagﬁg_c_a_t_ggcgcaaacgtggaca%‘
et GaslDwnA ( BamHI ) 5'- ccggtggggateecgaatagaatctiataaacc-3'.  L'enzyme
utilisée est la PFU (Stratagéne) et le protocole est le suivant. 10ul de réaction PCR
(PFU), 2ul de mixt dNTP (10 mM chaque), 2pl d'ADN génomique (généreusement
donné par Pierre-Karl Fortier), provenant de la souche de levure By4741, 1pul de
chaque amorce, 1pl d'enzyme PFU, compléter avec de I'eau jusqu'a 100pl et ajouter
100p! d'huile pour couvrir. Les conditions de PCR sont les suivantes: " Hot start"
85°C pour 5min, pendant lesquelles on ajoute la PFU, Puis 33 cycles de 95°C Imin,
1.30min 4 55°C, 2min & 72°C , puis 10 min & 72°C. Pour finalement étre cloner dans

pYEplac195 ( Sphl/BamHI).
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2.4 Les milieux de cultures

La croissance des bactéries, s'est faite dans un milieu Luria-bertani (LB) dont
la compbsition est : par litre, 10g de bacto-tryptone, 3g de "yeast-extract" et 10g de
NaCl. Celui-ci est autoclavé et pour obtenir le milieu solide, 15g de tech-agar est
ajouté. Lorsque nous voulons faire pousser des bactéries contenant un plasmide,
I'ajout de l'antibiotique de sélection requis au milieu LB & raison de 200 pg/ml dans
le milieu liquide et de 150 pg/ml dans le milieu solide est effectué.

En ce qui concerne la croissance des levures, elle s'effectue soit dans un
milieu YPD (complet et riche) dont la composition par litre est: 10g de "yeast-
extract", 20g de peptone et 20g de dextrose. Le milieu est autoclavé et pour obtenir
le milieu solide, 20g d'agar est ajouté avant la stérilisation. Lorsque la levure
contient un plasmide, la croissance est faite dans un milieu synthétique minimal qui
consiste-en: par litre, 6.5¢ de "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),

pour le milieu solide, 20g d'agar sont ajoutés.

2.5 Mutagénése dirigée

La mutagénése dirigée s'est effectuée suivant les indications du protocole
fournis dans l'ensemble de mutagénése dirigée : "QuickChange Site directed
mutagenesis Kit "de Stratagene, # de catalogue: 200518. Ainsi, suivant les
directives du manuel, les oligos ont été dessinés et commandé. Suivant leur arrivés,
ils ont été purifiés tel qu'énoncé précédemment. La mutagénése s'effectue en
utilisant I'enzyme thermorésistante PFU Turbo ADN polymérase et un appareil PCR.
( thermo cycleur).

L'enzyme fait la réplication exacte des deux brins plasmidiques tout en
respectant les mutations induites par les oligonucléotides-amorces. Le principe
général utilise un vecteur a ADN double brins surenroulé possédant un insert
d'intéréts et les deux oligonucléotides servant & introduire la mutation.. Les

oligonucléotides-amorces, complémentaires, l'une de l'autre, subissent ['élongation



47

durant la réaction de polymérisation en chaine. Le plasmide maitre est ainsi
copi¢ en un plasmide muté contenant quelques trous. La solution (mixt des deux
plasmides) est ensuite digérée par I'enzyme Dpnl endonucléase ( 5'-Gm6ATC-3')
qui ne digere que le plasmide méthylé, soit, le plasmide maitre. Il ne reste donc que
le plasmide muté amplifié et troué dans la solution ( les trous correspondent  la non
liguation du plasmide amplifi€.)
On migre un aliquot de 10u! sur gel d'agarose pour visualiser 'amplification.
Un aliquot de 10p! ( bien enlever I'huile) est alors transformés dans des bactéries E.
coli DH5a, (bactéries compétentes qui réparent et religue le plasmide amplifié) qui
sont ensuite étalées sur un pétri LB-agar + ampicilline et incubées o/n. Par la suite,
les clones sont recueillis et séquencé. La réaction PCR utilisée provient du manuel
d'instruction et se lit comme suit. 5ul de tampon de réaction 10x, 50ng d’ADN
plasmidique, 125ng de chaque amorce, 1ul de mixt dNTP ( 2.5mM chaque),
compléter avec de I'eau jusqu'a 50ul, ajouter 1ul d'enzyme PFU et couvrir de 100yl
d'huile minérale.
Les paramétres du thermo-cycleur sont réglés comme suit: 1 cycle de 30sec.
a 95°C , 12 cycles de ( 30 sec @ 95°C+1Imin & 55°C+ 2min/Kb & 68°C)suivit de la

glace, pour un changement d'un seul acide aminé dans le plasmide.



2.6 Purification des oligonucléotides

Tableau IX : Oligonucléotides utilisés dans cette étude
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Oligonucléotides pour la mutagénése dirigée

Nom de ] .
I'oligonucléotide Séquence Purifié
53" GTGTTACCCAACTTTGCTACCAGCATAAATGAAG 3’
C119A up TGT=>GCT. oul
C119A dwn 5* CTTCATTTATGCTGGTAGCAAAGTTGGGTAACAC 3 oui
5> CATGCACCTGTTTGACGCCGTCGCGGGCGTGCTG 37
C239A up TGC=>GCC oui
C239A dwn 5 CAGCACGCCCGCGACGGCGTCAAACAGGTGCATG 3 oui
5" CAAGCCAGTCGCCCTGGCCTGCTCCCTCTCGGTC 3
C27§A up TGC=>GCC oul
C276A dwn 5 GACCGAGAGGGAGCAGGCCAGGGCGACTGGCTTG 3 oui
5> CAAGCCAGTCGCCCTGTGCGCCTCCCTCTCGGTC 3 ‘
C277A up TGC=>GCC oui
C277A dwn 3" GACCGAGAGGGAGGCGCACAGGGCGACTGGCTTG 3 oui
3" CCACTCTGCAGAACTTCGTCGCCTCTGTGCCCATCCTG 3’
C291A up TGC=>GCC oui
C291A dwn 3* GAGGATGGGCACAGAGGCGACGAAGTTCTGCAGAGTGG 3 oui
C276A/C277A up 5" CAAGCCAGTCGCCCTGGCCGCCTCCCTCTCGGTC 3 oui
TGC=>GCC
C276A/C277A dwn 5 GACCGAGAGGGAGGCGGCCAGGGCGACTGGCTTG 3 oui
Autres oligonucléotides
Nom de
Séquence site de restriction
I'oligonucléotide
Gas1DwnA 5' ccggtggggatecegaatagaatcttataaacc 3' BamHI
Gaslup 5' cactgagtttgcatgecgeaaacgtggaga 3' Sphl
Jym-6 5' aaagetiggtegacgaacca 3' Sall
Jym-15 5' cectgtggecccttaagatetgete 3' EcoRI
Actl :F1 3' gattctggtatgttctageg 3' X
Actl:R1 5' ggtgaacgatagatggac 3' X ;
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La purification des oligonucléotides s'est effectuée de la fagon suivante: A la
réception de I'oligo, resuspendre le culot de fagon  obtenir une concentration de
10pg/pl. Pour un oligo de 30-40 nucléotides, préparer un gel de polyacrylamide de
10%, format séquengage [ 25ml de bis-acrylamide (19:1, 30%), 7.5ml TBE 10x,
37.35g d'urée, compléter le volume & 75 ml avec de I'eau déionisée, ajouter 700p] de
persulfate d'amonium (APS)10%, ajouter en dernier 135-30ul de TEMED] .

Couler le gel, placer les peignes de séquengage en position (dents sortant du
gel), bien séparé de fagon a obtenir deux cavités distinctes pour y déposér les oligos.
Prendre 20pl de la solution de I'oligo & purifier, (200ug). ajouter Spl de colorant (6X
deux teintes) ainsi que 22,7ul de formamide (correspondant & 90% du volume du
25ul oligotcolorant). Chauffer I'échantillon & 90°C pendant 5 minutes et, par la
suite, laisser reposer au moins deux minutes sur glace.

| Déposer la totalité de I'échantillon en utilisant toute la longueur de la cavité,
ne pas replacer les peignes par la suite. Faire migrer & environ 60-70Watts, jusqu'a
ce que le colorant bleu foncé se positionne au 2/3 du gel (I'oligo devrait se situer
ainsi entre les deux lignes de colorant). Retirer la petite vitre en laissant le gel de
polyacrylamide adhéré & la grande vitre. Couvrir d'une pellicule de Saran-Wrap.

Dans une chambre noire, placer une feuille blanche sous la vitre, examiner le
gel a l'aide d'une lampe UV manuelle (faible longueur d'onde) pour détecter la
présence de l'oligo, (on voit une bande mauve, plus ou moins foncée). Découper la
bande et la placer dans un tube Falcon de 50 ml contenant 10ml d'acétate
d'ammonium (NHsAc) 0.5M (retirer le Cellophane de la bande et la découper en
morceaux). Vortexer le tube et incuber ia solution a 37°C, O/N.

Le matin suivant, centrifuger le tube pendant 10 minutes, conserver le
surnageant. Resuspendre le culot dans Sml de (NHsAc) 0.5M et incuber deux heures
a 37°C, recentrifuger, combiner les deux surnageants dans le méme tube (14-15ml)
et effectuer une extraction phénol-chloroforme-iscamyl alcool. Conserver le
surnageant aprés la centrifugation et y ajouter 2.5x éthanol 95%. Laisser précipiter &
-20°C durant au moins deux jours.

Afin de récupérer I'oligo, transférer le liquide ( 1 falcon de 50 ml ) dans deux

tubes a centrifugation nalgéne et centrifuger, & 15 000 rpm durant 30 minutes en
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utilisant le rotor SS34 et la centrifugeuse Sorval. Conserver le surnageant, laver le
culot avec 5ml d'éthanol 85%, centrifuger & nouveau pendant 30 minutes & 15000
rpm. Conserver le surnageant, laisser sécher le culot (tube inversé) pendant 10 & 20
minutes, pas plus. Resuspendre le culot dans 100 pl de Tris-HCI 10 mM ( pH 7.5).
Vérifier la concentration de [I'oligonucléotide sur gel d'agarose, ajuster la

concentration de I'oligonucléotide & environ 100 ng/ul.

2.7 Préparation des cellules compétentes et transformation de E.coli

La transformation de bactérie est effectuée selon le protocole décrit dans
(Sambrook et al., 1989). La préparation de cellules compétentes d'E. ‘co['i, une
souche conservée a -80°C de DH5w est utilisée, les cellules sont striées sur un pétri
LB, laissé o/n 4 37°C. Une colonie isolée est inoculée dans 5ml de LB contenant
6mM de MgSO4 o/n. Le lendemain, la culture est diluée dans 200 ml de LB + 6mM
de MgSOQO, préalablement chauffé, puis laissée 4 37°C jusqu'a l'obtention d'une
densité optique de 0.48 & 550nm. Lorsque la densité est atteinte, les cellules sont
refroidies sur glace 5 min puis centrifugées a 4°C dans des tubes ( falcons) de 50 m].
on resuspendre doucement chaque culot dans 20 ml de TFB I froid ( 30mM de
KOAc, 10mM de Caclye2H,0, 50 mM de MnCl,e4H,0, 100mM de KCl, 15%
volume/volume (v/v) glycérol-eau) et on laisse les cellules sur glace durant 10
minutes pour ensuite centrifuger a 4000rpm durant 10 minutes a 4°C. Le culot est
ensuite resuspendu dans 2ml de TFB II froids 10mM de MOPS ( 3-[N-morpholino]
propane sulfonic acid), 75SmM de CaCl,02H,0, 10 mM de KCl, 15 % v/v glycérol-
eau). Maintenant que les cellules sont compétentes, aliquoter & 200yl et laisser sur
glace séche durant 15 minutes avant de ranger a -80°C. Lors de transformation
bactérienne, les cellules compétentes déja congelées sont généralement utilisées. Un ‘
aliquot de cellules de 200l est décongelé et placé sur glace. L'ADN a transformer
(environ 50 ng ou au plus 1/10 v/v des cellules) est ensuite ajouté et on laisse reposer
sur glace pour 30 minutes. Par la suite, on fait subir aux cellules un choc thermique

a raison de 90 secondes dans le bain 4 42°C ou 5 minutes 4 37°C. Puis Imlde LB
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est ensuite ajouté et on laisse pousser & 37°C durant 1 heure. Les cellules sont
ensuite centrifugées et resupendues dans 100 ul de LB puis étalées sur un pétri LB-
agar contenant [l'antibiotique de sélection requis.  Les transformant sont

habimellement visible aprés 15 heures de croissance a 37°C.

2.8 Extraction de plasmides chez F.coli

La préparation d'ADN plasmidique d'E.coli est effectuée selon la méthode de

la Iyse alcaline retrouvée dans ( Sambrook et al., 1989).

2.9 Transformation de plasmides et délétion de génes dans Saccharomyces

cerevisiae

La méthodologie utilisée pour effectuer des transformations d'ADN
plasmique et pour la délétion de gene par recombinaison homologue est décrite par (
Ito et al., 1983). Les levures inoculées dans 1ml de milieu YPD ou minimal, sont
poussées pendant 24 heures a 30°C. Par la suite, les levures sont diluées 5 fois dans
du milieu frais et sont incubées & 30°C durant 3heures (phase exponentielle). Les
cultures sont ensuite centrifugées pour en recueillir les levures (3000 rpm, Imin.) qui
sont ensuite lavées une fois avec de I'eau déionisée stérile, puis une autre fois avec 1
ml de TE/LiAc¢ ( 10mM Tris-HCL, ImM EDTA, 100mM LiAc,pH 7.5. la solution
est centrifugée, 1 min & 12 000 rpm, puis le culot de levures est resuspendu dans
150u] de TE/LiAc. ( bon pour trois transformations). A 350 pl de levure, 50ug
d'ADN de sperme de saumon soniqué est ajouté, de méme que lpg d'ADN
plasmidique a transformé ( pas plus que 1/10 du volume) ou de cassette de délétion
imp2A::LEU2. Ensuite, 300ul de solution PEG/TE/LiAc ( TE/LiAc 1x 40%
PEGsssp ) sont ajoutés. Les levures sont ensuite incubdes & 30 °C durant 2 heures

puis subissent un choc thermique de 15 minutes & 42°C. Elles sont ensuite



centrifugées puis resuspendues dans 100pl d'eau stérile pour étre finalement étalées

sur un pétri de milieu sélectif.

2.10 Essais de dilution.

Les cellules sont poussées 2 heures dans 60 & 100 pl de YPD & une D.O. de

600. Les pétri coulés contiennent 20 ml de ~YPD-agaf avec ou sans la drogue

analysée selon la concentration indiquée dans le tableauX suivant. Une fois les

pétris coulé, ceux-ci sont séchés & 37°C dans un incubateur couvercle enlevé.

Lorsque les pétris sont secs, on y dépose les cellules selon les dilutions suivantes.

Sul du 100pl de culture initiale sont déposés sur le pétris, puis on dilue 1:5, 1:10 et

1:20 en déposant toujours 5pl de chaques dilutions sur le pétris.

Tableau X : Concentration des drogues utilisées pour les essais de dilution et les

pétris de gradients.

# de Figure Drogue utilisée Concentration [ ]

Figure:1 Bléomycine Ipg/ml
Figure:3 Bléomycine Ipg/ml

14l d'un stock de 10% dans
Figure:7 SDS

20 ml

Figure:7 Calcofluor white 18 pl d'un stock de 100pg /mi
Figure:7 Caféine 300ul de 0.66mM stock

Figure:10B

Bléomycine

1pg/ml
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2.11 courbe de survie

Puisque aucune variation de sensibilité entre les souches mutantes et
sauvages n'a pu €étre détectées sur des essais de dilutions & la bléomycine, Une
courbe de survie ( H;O, et bléomycine) avec ces souches a été effectuée. Les
cellules sont inoculées dans 1 ml de milieu sélectif et poussées o/n. Les cellules sont
ensuite diluées ( 400pl dans 2ml ) dans le méme milieu et poussées 3-4 heures
Jusqu'a une D.Ogoonm= 1.0. Les cellules sont ensuite centrifugées, lavées ( tampon
phosphate ) et resuspendue dans du tampon phosphate 50mM pH 7.0 ( 61.3ml
K;HPO, IM pH 7.0 + 38.5 ml KH,PO4 1M pH 7.0 pour faire le stock 1M qui est
ensuite dilué pour faire le tampon & 50mM) a une D.Ogoonm= 1.0. Les cellules sont
ainsi traitées avec du H,O, 3.08mM et bléomycine Img/ml, des aliquots ( 50u!)
sont pris & des temps donnés, et dilué 10™* avant d'étre étalés ( 100ul de dilution 107
) sur des pétris YPD. Les pétris sont incubés & 30°C deux jours et le décompte des

colonies s'effectue aprés deux jours de croissance.

2.12 Buvardage western

Pour vérifier le patron d'expression des protéines mutées, des essais de
buvardage western ont été effectués. Les levures ont été inoculées dans du milicu
sélectif
( -URA/Raffinose) auquel on a ajouté 0.65% de galactose ( induction du promoteur
GAL1) et laissé induire o/n, ou poussée o/n dans du milieu sélectif et induites durant
4 heures avant l'extraction. Par la suite, les cellules sont centrifugées a 4°C ( 4000
rpm, 2minutes), puis lavées avec de l'eau stérile et recentrifugées. Le culot est
ensuite resuspendu dans 200ul de tampon d'extraction ( 50mM Tris-HCL pH 8.0,
50mM NaCl, 5% glycérol, ImM EDTA et 0.5g/ml de pepsatine, aprotinine et
leupeptinine) puis, environ 200ul de billes de verre (500pum de diamétre) sont
ajoutées. L'extraction se fait par friction a I'aide d'un appareil appelé Bead Beater, (
5000 rotations/minutes pendant 20 secondes. 5 cycles sont alors effectués en

laissant une minute de repos sur glace entre chaques cycles. Les débris cellulaires et
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les billes sont enlevés par une centrifugation a basse vitesse ( 3000 rpm, 5 minutes)
puis, les extraits protéiques sont conservés a - 80°C. La concentration de chaques
échantillons a été déterminée par la méthode de Bradford ( 1976).

Pour ce qui est du buvardage western, les protéines ( 60 pg ) sont migrées sur
un gel de polyacrylamide SDS-page 15 % . Le transfert s'effectue généralement o/n
et les membranes utilisées sont faites de nitocellulose Hybound C ( Amersham).
Afin de visualiser la qualité du transfert, un rouge de Ponceau est effectué avant le
blocage de la membrane avec du TBSET-lait ( IOmMTris-HCl pH 7.5) 150mM
NaCl, 5% de lait en poudre écrémé, ImMEDTA et 1% tween ). Le protocole
standard est décrit par ( Gershoni et al ., 1983). Aprés le blocage de la membrane,
I'anticorps primaire, anti-GFP (Clontech) est dilué 1/5000 dans du TBSE 1X sans
Tween) et la membrane y est exposée o/n & 4°C. La membrane est ensuite lavée
avec le méme tampon de blocage puis le deuxieme anticorps (secondaire, anti -souris
couplé a la peroxydase, Amersham dilué 1/2500) est ajouté. La membrane y est
exposée une heure & la température de la piéce. Suivent le lavage avec le méme
tampon de blocage puis la révélation se fait par chemiluminescence ( Dupont-NEN)

tel que décrit par le manuel.

2.13 Induction et visualisation des cellules.

L'induction des cellules transformées avec le plasmide sauvage pYES-GFP-
IMP2 et mutant, pYES, GFP-IMP2-C5x, s'effectue de la méme fagon que décrite
précédemment dans la section buvardage western. Croissance o/n dans du milieu -
URA/raffinose + 0.65% galactose. Les cellules sont ensuite lavées et placées sur
une lame a microscope. Elles sont ainsi visualisées ( 1000X) avec le filtre I3-FITC
( Leica) et photographiées avec l'aide d'une caméra numérique ( CoolSnap ) attachée
au microscope a fluorescence ( Leitz) puis traité par le programme informatique

Cool Snap).
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2.14 Pétris de eradient

La méthodologie utilisée pour les tests sur pétris de gradient a la bléomycine est
basée sur celle décrite par ( Cunningham et al., 1986) avec quelques modifications.
A 30 ml de YPD agar stéril (55°C) est ajouté 10ul de bléomycine ( 10mg/ml). Le
mélange est versé dans un pétri carré ( 9cm/9cm). Le pétris est ensuite déposé sur la
paillasse, de fagon inclinée en le placant sur une pipette de Sml en plastique, & la
hauteur de la premiére division (environ 1.2 ¢cm du bord)'ce qui provoque un angle
d'environ 45°. Lorsque l'agar est bien figé, le pétris est déposé a plat sur la paillasse
et 37.5ml de YPD agar (55°C) sans drogue y est déposé en s'assurant de couvrir tout
le pétri. Quand celui-ci a bien durci, il est séché a 37°C, inversé, couvercle enlevé,
durant 1 heure. |

Les cultures sont poussées o/n dans 1 ml de milieu sélectif ou dans du YPD
jusqu'a l'atteinte de la phase stationnaire. Un aliquot de 100ul est alors prélevé et
dilué dans 500pl de YPD agar 1% (55°C}). aprés avoir bien mélangé, on étale sur une
lame de microscope stérile en utilisant toute la longueur. Le cadre d'une lame de
microscope est trempé dans la solution &talée, puis une délicate impression sur la
surface du pétri (paralléle au gradient) est effectuée. Le pétri est ensuite incubé &

30°C jusqu'a l'obtention de la croissance cellulaire.

2.15 Buvardage northern

La technique du buvardage northern est basée sur le protocole décrit dans Short
protocols in molecular biology (third edition.), (édition Wiley1999) avec quelque

modifications mineures



III. RESULTATS



3.1 IMP2 ne semble pas avoir recour 2 ses cystéines pour exercer sa fonction

antioxvdante.

Il a été démontré que la protéine Imp2 est un activateur de transcription (
Masson et al., 1996 ). Bien que certaines facettes de ce géne aient été analysées
jusqu’a ce jour, dont son implication au niveau des stress oxydants (introduction
section 1.5.), la fonction de ce géne demeure inconnue. Afin de caractériser le role
du géne IMP2 en réponse & la bléomycine et aux autres siress oxydants tel le
peroxyde d’hydrogéne, nous avons analvsé la structure du géne et découvert
plusieurs domaines d’intéréts (Masson et al., 1996). De plus, la comparaison de la
structure de [’activateur de transcription IMP2 avec celle de certains autres
activateurs de transcription tel Y4API de Saccharomyces cerevisiae (Jones et al,
1999) PAP-1 de Schysosaccharomyces pombe (Jones et al, 1999) et OXY-R de
Escherichia coli (Aslund et al, 1999) nous ont menés vers une nouvelle voie d’étude.

En effet, la bactérie E.coli utilise I’activateur de transcription OXY-R dont les
cystéines C199 et C208 forment des ponts dissulfides lors de la présence de stress
oxydants. La protéine Oxy-R ainsi activée, active la transcription de géne requis
pour la réponse a ces stress (Aslund et al, 1999). Plusieurs articles depuis 1997
tendent & démontrer que ’activateur de transcription de saccharomyces cerevisiae
YAPI, utiliserait le méme mode d’activation ( Kuge et al.,1997; Kudo et al., 1999 )
résumé dans (Toone et al., 2001). Dans cette étude, le géne IMP2 est investigé et
bien qu’aucun homologue du géne /MP2 n’a encore été identifié chez les cellules de
mammifere, on y retrouve plusieurs mécanismes cellulaires homologues a ceux
observés chez la levure : Le géne RAD2 de Saccharomyces cerevisiae correspond a
une endonucléase et son absence résulte en un phénotype de photosensibilité et de
prédispositions au cancer, alors que chez I’humain, le géne homologue est XP-G et
son absence ou mauvais fonctionnement cause la maladie Xenoderma Pigmentosum.
(Foury., 1997). Puisque la protéine Imp2 est un activateur de transcription impliqué
dans la résistance aux stress oxydants et qu’elle posséde cinq cystéines dans sa
structure, nous avons comme premier objectif décidé de vérifier si Imp2 exerce sa
fonction antioxydante par ’entremise de ses cystéines comparativement aux autres

activateurs de transcriptions mentionnés ci-haut.



Aucun anticorps dirigé contre Imp2 n’a encore été produit, nous avons utilisé
une fusion de la protéine GFP (Green fluorescent protein) avec la protéine Imp2 afin
de pouvoir identifier la protéine sur buvardage western (la GFP a un poids
moléculaire considérable, 27 kDa, mais ne modifie généralement pas la fonction des
protéines fusionnées). De plus, la GFP, extraite de Aequuorea victoria a la propriété
d'émettre de la fluorescence verte lorsqu'elle est excitée sous la lumiére UV. (
Prasher et al., 1992). Ainsi, nous avons muté chacune des cing cystéines de la fusion
GFP-Imp2 séparément pour des alanines, (acide aminé pdlaire pour un hydrophobe)
afin de déterminer si ces altérations de la structure auront un effet sur la fonction
et/ou la localisation de la protéine Imp2. Tel qu’indiqué a la figure 9, nous avons
effectué des essais de dilutions avec chacun des mutants afin de déterminer I’effet
des mutations sur la fonction de la protéine en réponse a un stress oxydant. On peut
ainsi voir, puisque chaque plasmide muté complémente un mutant délété en imp24,
qu’aucune des cystéines mutées séparément ne semblent jouer de rdéle dans la

fonction protectrice de la protéine Imp2 face a la bléomycine.
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Figure9 : Essais de dilution mesurant la sensibilité a la bléomycine de la

souche sauvage, délétée en imp24 et de chacun des mutants (Cys —Ala)

dans un plasmide multicopie.

(Le pétri Ypd-Blm contient 1ug/ml de bléomycine). Dans 'ordre, la souche
Fy86 est la souche sauvage, 214 gfp et 214 gfp-Imp2 sont isotypiques de Fy86 mais
délété en IMP2A dans laquelle on a rajouté respectivement le plasmide vide pYES-
GFP et le plasmide pYES-GFP-ZMP2 (wt). Les cinq autres souches sont isotypiques

de 214gfp-Imp2 contenant chacune une mutation a une cystéine différente.
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3.2 Les protéines Imp2 mutantes ont le méme patron d’expression que la

protéine sauvage

Afin de valider les premiers résultats obtenus, nous avons effectué un essai de
buvardage western pour déterminer si chacune des protéines mutées avait le bon
patron d’expression
( figure 10). Ainsi dans chaque souche dont la protéine Imp2 est mutée dans I'une
ou ["autre de ces cystéines, la protéine Imp2 mutée posseéde un patron d’expression

identique a la protéine Imp2 sauvage.

J=14

Figurel0 : Buvardage western identifiant le patron d’expression de

chacune des protéines Imp2, sauvage et mutantes.

( Les mémes souches qu'a la figure 1 ont été utilisées et la détection s ’est fait
par l’entremise d’un anticorps anti- GFP.) la derniére ligne représente la souche
isogénique de Fy86, délétée en imp2A4 et contenant le plasmide vide pYES-GFP,
I’avant derniére contient le plasmide pYES-GFP-IMP2 et les cings premiéres
souches sont isogéniques de 214 GFP-IMP2, contenant chacune, une mutation a une

cystéine différente.
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3.3 La_ localisation cellulaire (en_situation de stress thermique et en

condition normale) des protéines Imp2 sauvage et mutantes ne varie pas

en fonction des mutations.

Afin d’approfondir les résuliats, nous avons voulu connaitre I'effet de ces
mutations sur la localisation cellulaire de la protéine Imp2, nous avons comparé la
localisation cellulaire de la protéine Imp2 sauvage avec celle de chacune des
protéines mutantes. Nous avons observé au microscope‘ a fluorescence la fusion
protéique Gfp-Imp2 lors de conditions normales et sous I’effet d’un stress thermique.
( Brodeur., 1999, non publié, ayant démontré une variation de localisation cellulaire
réversible de la protéine Imp2 dans des conditions de stress thermique.) Dans le
tableau XI, on voit |’énumération de chaque mutant et le résumé de I’effet de ces
mutations concernant la localisation cellulaire de Imp2 mutante et la réponse face a
un stress thermique. On peut voir que muter les cystéines de Imp2 n’affecte pas sa
fonction en réponse au choc thermique et que la localisation cellulaire des protéines

Imp2 sauvage et mutantes ne varie pas.
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Tableau XI : Effets des mutations sur la localisation cellulaire de Imp2 avec et

sans traitement thermique.

Protéine Imp2

Localisation cellulaire de
Imp2 sous des conditions

normales

Localisation cellulaire de
Imp2 en réponse a un choc

thermigue

Type sauvage IMP2

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

Mutant Imp2 C119A

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

Mutant Imp2 C239A

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

Mutant Imp2 C276A

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

Mutant Imp2 C277A

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

Mutant Imp2 C291A

Cytoplasme et noyau

Formation d’agglomération

cytoplasmique (réversible)

3.4 Aucune perte de fonction de la protéine Imp2 n’est occasionnée par les

mutations individuelles.

Jusqu'a maintenant, chacune des mutations ont ét¢ effectuées dans un

plasmide multicopie contenant une fusion

de Gfp-Imp2 sous le contrle du

promoteur inductible Gal-1 du plasmide pYES 2.0. Ainsi, une diminution de la

fonction de faible pourcentage occasionnée par chaque mutation a pu ne pas &tre

percu compte-tenu que les protéines sont sur-exprimées dans un plasmide

multicopie. Pour s’assurer que les mutations individuelles (des cystéines) de la

protéine Imp2 n’ont vraiment aucun effet sur sa fonction et que les phénotypes

observés sont contr6lés par le promoteur du géne IMP2,

nous avons placé la

protéine sauvage ainsi que chacune des protéines mutantes dans un plasmide simple

copie et sous le controle du promoteur du géne IMP2.
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Comme on peut le voir & la figure 11, nous avons procédé aux méme essais
de dilution qu’a la figure 9 en utilisant les souches contenant les plasmides simples
copie et les génes /MP2 sauvage et mutés sous le controle du promoteur du géne
IMP2.  Les résultats sont cependant identiques, aucune mutation n’affecte la
fonction de la protéine Imp2 face a la bléomycine méme sous le contrdle du géne

IMP2.
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Figurell : Essais de dilution de la souche sauvage, délétée en imp2A et de
chacun des mutants (Cys —Ala) dans un plasmide simple copie.
(Le pétri Ypd-Blm contient 1ug/ml de bléomycine). Dans I’ordre, la souche Dry6210
est la souche sauvage, 6214 yeplac22F et ycplac22E-Imp2 sont isotypiques de 6210
mais délétées en imp24 dans laquelle on a rajouté respectivement le plasmide vide
pYcplac22 et le plasmide pYcplac225-595/IMP2 (géne sauvage et son promoteur).
Les cinq autres souches sont isogéniques de 6214 pYcplac22-595/IMP2 contenant

chacune une mutation a une cystéine différente.
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3.5 Les cystéines de Imp2, mutées séparément, n’ont aucun effet sur la

survie des cellules face a 1a bléomycine et au peroxyde d’hvdrogéne.

Les essais de dilution peuvent ne pas étre assez sensibles pour évaluer la
résistance ou I’altération de la fonction d’un géne, nous avons donc, 4 la figure 12,
effectué des courbes de survie avec une dose sub-léthale de bléomycine et/ou de
peroxyde d’hydrogeéne afin de déterminer si le fait de muter les cystéines de Imp2
séparément affecte la survie des cellules face a deux stress oxydants. Comme on
peut le constater, les mutants ne sont significativement pas sensibles & la bléomycine
(résultats non inclus) ni au peroxyde d'’hydrogéne. En effet, ceux-ci ont un profil de

survie semblable aux souches dont le géne IMP2 est sauvage.
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Figurel2 : Courbe de survie des souches sauvage et mutantes face a la

bléomycine et au peroxide d’hydrogéne.

La courbe de survie face a la bléomycine n'est pas présentée dans ces
résultats mais refléte le méme profil de survie pour chacune des souches. Le lozange
fermé représente la souche délétée en imp24 dans laquelle on a rajouté le plasmide
vide, chplac22'E , le carré fermé est isogénique de la précédente dans laquelle on a
rajouté le plasmide pycplac22'5-595/IMP2 ( représentant la souche sauvage). Les
autres séries représente les souches isogénique a 6214 pycplac22F-595/IMP2

contenant chacune la mutation indiquée soit une cystéine mutée pour une alanine.
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3.6 Aucune combinaison de cystéines mutées n'a un effet sur la fonction de

la protéine Imp?2.

Puisque nous la fonction de la protéine Imp2 n'est pas affectée en relation
avec l'une ou l'autre des cystéines mutées individuellement, nous avons décidé
d'effectuer des combinaisons de mutations. Le tableau suivant indique un résumé
des combinaisons de mutations effectuées et des phénotypes observés face a la
bléomycine. On peut en outre voir que méme-en mutant les 5 cystéines dans le géne
IMP2, celui-ci demeure fonctionnel procurant ainsi une protection contre la

bléomycine.
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Tableau XII : Résumé des combinaisons de cystéines mutées dans la protéine

Imp2 et phénotype de résistance a la bléonmycine.

Protéine Imp2 Résigtance a la bléomycine
Sauvage et mutantes
Type sauvage Imp2 Résistant
Mutant Imp2 C119A Résistant
C239A Résistant
C276A Résistant
C277A Résistant
C291A Résistant
C119A/C23%A Résistant
C119A/C276A Résistant
CI19A/C277A X
C119A/C291A Résistant
C239A/C276A Résistant
C239A/C277A Résistant
C239A/C291A Résistant
C276A/C277A Résistant
C276A/C291A X
C277A/C291A Résistant
C119A/C239A/C276A X
C119A/C239A/C277A X
C119A/C239A/C291A Résistant
C119A/C276A/C277A Résistant
C119A/C276A/C291A X
C119A/C277A/C291A X
C239A/C276A/C277A Résistant
C239A/C276A/C291A X
C239A/C277A/C291A X
C276A/C27TA/C291A Résistant
C119A/C239A/C276A/C2TTA Résistant
C119A/C239A/C276A/C291A Résistant
C119A/C239A/C277A/C291A X
C119A/C2276A/C277TA/C291A Résistant
C239A/C276A/C2TTA/C291A Résistant
C119A/C239A/C276A/C277A/C291A Résistant
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3.7 Muter les cing cystéines de la protéine Imp2 en méme temps n'affecte

pas la localisation cellulaire de la protéine

Nous avons vu précédemment que la fonction antioxydante de la protéine
Imp?2 était conservée malgré la mutation combinée de ces cing cystéines. Nous
avons voulu savoir si ces mutations pouvaient affecter la localisation cellulaire de la
protéine dans des conditions normale et sous condition de stress thermique. La
figure 13 nous démontre bien que les mutations combinées des cing cystéines de
Imp2 ne cause aucune variation dans la localisation cellulaire de la protéine et se
présente sous la forme d’un doublet (buvardage western) lors d’un stress thermique.
L'agglomération cytoplasmique réversible typique de la réponse de Imp2 sauvage

face a un choc thermique est aussi observée chez le quintuple mutant.
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Gfp-Imp2
(C5x)

Gfp-Imp2

Condition
normale

Condition de
stress thermique

Figurel3 : Localisation cellulaire des protéines Imp2 sauvage et mutées,

en présence ou en absence de stress thermique.

GFP-Imp2 est exprimée dans la souche 214, isogénique a Fy86 , mais délétée
en imp2A. Gfp-Imp2 (C5x) est identique & la précédante exceptée pour les mutations
dans les cings résidus cystéines de la méme protéine. Le choc thermique fut exécuté

en plagant les cellules a 42°C durant 20 minutes.
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3.8 Le patron de migration de la protéine Imp2 ne varie pas lorsque ces cing

cystéines sont mutées en méme temps.

Des résultats non publiés nous indique que la protéine Imp2 pourrait subir
des modifcations post-traductionnelles selon le stress subit. ( Leduc et Hoflack 1998
non plubli€) En effet, la protéine Imp2 se révele principalement sur buvardage
western, sous forme de doublet. Lors d'une tentative de purification de la protéine,
nous l'avons fait passer sur une colone de DEAE et éluéé avec du tampon NaCl, 0.6
M. Une seule bande est alors apparu sur le buvardage western indicant la possibilité
que la protéine existe sous au moins deux formes. Nous avons donc voulu savoir si
le fait de muter les cing cystéines de Imp2 en méme temps, affecterait la capacité de
la protéine & se retrouvée sous forme de doublet. On peut voir a la figure 14 QUe le
patron de migration de la protéine mutée n'est pas différent de celui de la protéine

sauvage.
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Figurel4 : Buvardage western identifiant le patron d’expression de

chacune des protéines Imp2, sauvage et mutée.

(La détection s’est fait par ['entremise d’un anticorps anti- GFP.) La souche
214 est isogénique de Fy86 dans laquelle on a délété le géne imp2A. Dans la ligne
deux, on peut voir la souche délétée en JMP2A dans laquelle on a zjouté le plasmide
vide pYES-GFP. La ligne trois représente la souche délétée en imp2A4 dans laquelle
on a ajouté le plasmide pYES-GFP-IMP2 et la derniére ligne (c3x) représente la
méme souche que la précédante contenant cependant le cing mutations aux

cystéines.

3.9 Implication de la protéine Imp2 au niveau de la paroi cellulaire.

Tous les résultats précédants nous démontrent que les cystéines de la protéine
Imp2 ne sont pas impliquées dans la fonction antioxydante de la protéine ni dans la
modification de la localisation cellulaire de la protéine lors d'un stress thermique.
Cette étude de la structure/fonction du géne nous a indiqué que /MP2, en tant

qu'activateur (co-activateur de transcription) ne réagit pas aux stress oxydants de la



73

fagon dont on pensait c'est-a-dire par le biais de ses cystéines, comme le fait Yap! de
Saccharomyces cerevisiae, Papl de S. pombe ou OxyR de E.coli.

Ceci nous laisse supposer que le géne /MP2 pourrait accomplir sa fonction
antioxidante en utilisant un autre mécanisme, tel une activation par une interaction
protéine/protéine comme le fait la protéine Yapl qui par le biais de ces Leucines
(NES), interagit avec le transporteur Crm-1 dans Saccharomyces cerevisiae ( Yan et
al., 1998). En effet, Imp2 posséde un domaine riche en leucines qui par analogie
avec d'autre motif semblable pourrait étre impliqhé dans une interaction
protéine/protéine. Imp2 posséde aussi un domaine riche en arginine/sérine ce qui
peu laisser croire qu'une phosphorylation est possible faisant de cette modification
post traductionnelle, un mode d'activation possible. Par exemple, comme le fait le
géne Pho4 de Saccharomyces cerevisiae qui est phosphorylé par pho80/pho85 sur
ses sérines (NES) et ainsi peut étre exporté hors du noyau et accomplir sa tiche
(Komeili et al., 1999). La possibilité que Imp2 contréle une pompe ou une enzyme
de détoxification ne peut étre écartée puisque peu de chose sur Imp2 sont
présentement connues.

Puisque les résultats de deux articles ; (Lipke et al, 1993 et 1995)
démontrent que la bléomycine attaque et brise la paroi cellulaire sensibilisant ainsi
encore plus les cellules & son effet et puisqu'un mutant délété en imp24 est
hypersensible & la bléomycine, nous avons envisagé la possibilité que Imp2 soit
impliqué au niveau de la paroi cellulaire ou puisse contréler des génes en relation

avec le maintien de l'intégrité de la paroi cellulaire de la levure.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons comparé le mutant imp24 et le
mutant gas]A face & différents agents nécessitant le bon fonctionnement de la paroi
cellulaire pour la survie. Tels: calcofluor white (Carnero et al., 2000), caféine
(Kimura et al,, 1999), SDS (Naik et al., 1988). Les mutants gas/4 ont une
défaillance en l'organisation de la paroi cellulaire et par conséquent sont sensibles

aux agents nécessitants une paroi cellulaire fonctionnelle pour la survie.
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3.9.1 Agents nécéssitant une paroi cellulaire fonctionnelle de la cellule pour la

survie

Certains agents ont été caractérisés pour leurs effets dirigés contre la paroi
cellulaire. Ainsi, des mutants sensibles a ces agents ont presque tous un probléme
dans le bon fonctionnement ou I'intégrité de la paroi cellulaire (Naik et al., 1988).
Un premier exemple est le Calcofluor white, il s’agit d’une teinture fluorescente
cationique qui se lie covalemment a la chitine contenue dans la paroi cellulaire et
affecte le bon assemblage de celle-ci (Elorza et al., 1983).

En deuxiéme, il v a le SDS qui est connu pour extraire les protéines des
membranes (Tukmachev et al., 1979, Igual et al., 1996). Ainsi, un traitement au
SDS cause des perforations au niveau de la membrane cellulaire et ainsi affecte sa
stabilité et son intégrité (Naik et al., 1988).

Puis il y a aussi la caféine, un méthylxantine qui agit comme un inhibiteur de
la phosphodiestérase de ’'AMPc. La dégradation de I’AMPc ne se fait donc pas et il
y a une accumulation de AMPc dans la cellule. L’AMPc agit comme second
messager et est située au niveau de la membrane cellulaire (Neuhaus et al., 1982).
L’AMPc peut transporter un signal provenant d’une hormone ou peut méme
transporter de petits acides aminés ou autres métabolites dans la cellule. Certaines
hormones augmentent la perméabilité des membranes aussi, I’accumulation d’AMPc
dans la cellule causée par la caféine, permet & plusieurs signaux d’étre effectif plus
longtemps dans la cellule risquant une déstabilisation de celle-ci. L’AMPc permet
I’activation d’une protéine kinase qui peut phosphoryler la phosphorylase kinase,
mais aussi plusieurs autres protéines dont certaines histones, des protéines
ribosomales, des protéines de la paroi cellulaire, de membranes mitochondriales, de
microsomes, de lysosome etc...(Neuhaus et al., 1982). Aussi, puisque ’AMPc est
située au niveau de la membrane cellulaire, on peut penser qu’une accumulation de
celle-ci pourrait mener & une déstabilisation (Lehninger 1975).

En deuxiéme lieux, il a ét¢ démontré dans plusieurs articles (Igual et al,,
1996, Turchini et al.,2000, Costigan et al., 1992, Levin et al., 1992) qu’en général,

un mutant sensible a la caféine est défectif dans la voie de la protéine kinase c.



Cette protéine est activée en réponse a un stress osmotique ( ressenti par une
modification-étirement de la paroi cellulaire) et permet ['ouverture de canaux
ioniques. (Turchini et al., 2000) Une augmentation de I’AMPc peut aussi intervenir
au niveau de I’échange ionique et signalétique cellulaire ( concentration de Na*,Ca’™)
(Stryer 1988). Finalement, il est démontré dans un article (Thevelein et al,, 1999)7
que ’AMPc interagit avec la protéine kinase A et affecte négativement plusieurs
élément de réponse aux stress dont des transporteurs membranaires, des récepteuré
nutritifs etc... Ainsi, une accumulation d’AMPc dans la cellule causé par la caféine

peut affecter grandement la cellule surtout au niveau membranaire et €nergétique.

Ainsi, si on découvrait qu'un mutant imp2A avait des phénotypes de
sensibilité semblable & ceux d'un mutant gas/A face & ces agents, cela pourrait
indiquer que Imp2 aurait un role a jouer au niveau de la paroi cellulaire directement.
Dans la figure 15, on peut voir que les deux mutants, sont sensibles, a des degrés
différents, aux agents nécessitants la paroi cellulaire fonctionnelle pour la survie.
Ainsi, on peut en déduire que Imp2 a un rdle a jouer au niveau de la paroi cellulaire

de la levure.
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Figurel5 : Essais de dilution comparant la sensibilité des mutants imp24

et gaslA face a différentes drogues nécessitants une paroi cellulaire

intacte pour la survie.
La souche By 4141 est la souche sauvage, les deux autres souches sont

isogéniques de By 4741 dans laquelle on a délété respectivement le géne gaslA et

imp2A.
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Les résultats de la figure 16 quant & elle, nous démontrent que la paroi
cellulaire est requise pour la résistance face a la bléomycine (imp24 et gasIA sont
sensibles), cependant, puisqu'un mutant imp24 est beaucoup plus sensible qu'un
mutant gas/ A4, il se peut que l'absence de Imp2 puissent nuire & un autre niveau que
la paroi cellulaire en réponse a la bléomycine. En effet, le double mutant Aly-1
(imp24-gas1A4) est encore plus sensible que les simples mutants séparément. Ces
résultats démontrent que les deux génes, ne sont pas impliqués dans la méme voie de

signalisation en réponse a la bléomycine.

4741(W1T)
GasiAg

Aly-1
double mutants

IMP24
IMP24 et Gasidg

Aly-1

- bléomycine +

T

Figurel6 : Pétri de gradient a la bléomycine comparant la sensibilité des

mutants imp2A4, gaslA et le double mutant Alyl (imp24-gasld).

La souche By 4141 est la souche sauvage, les deux autres souches sont
isogéniques de By 4741 dans laquelle on a délété respectivement le géne gasiA et
imp24. ALY-1 est aussi isogénique de By 4741 dans laquelle les deux génes, gasiA

et imp24 sont délétés simultanéments.
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3.10 Recherche de cibles transcriptionnelles pour Imp2 en réponse & la

bléomycine.

Puisque Imp2 et Gasl ne semble pas impliqué dans la méme voie de
signalisation. Nous nous sommes demandé quelles pourraient-&tre les cibles
transcriptionnelles de la protéine Imp2. Par des essais de complémentation face a la
bléomycine avec l'aide d'une librairie génomique, nous avons isolé un géne qui
complémente partiellement un mutant imp24 face a la. bléomycine. Ce géne est
l'activateur de transcription ¥API. (Coleman, 1999 ; Ramotar 1999 non publié) La
figurel7 nous démontre qu’une surexpression du géne YAPI complémente

partiellement un mutant imp24 face & la bléomycine.

4TA1(WT)
4741+ Yapl

IMP24

IMP24 +Yapl

- Bléomycine +

I

Figurel7 : Pétri de gradient démontrant la complémentation d'un
mutant imp2A4 par une surexpression du gene YAPI face a la bléomycine.
La souche By 4141 est la souche sauvage, dans la deuxiéme ligne, on voit la
souche sauvage dans laquelle on a ajouté le plasmide pSeyl8-rYAP/. La troisiéme
ligne représente la souche isogéniques de By 4741 dans laquelle on a délété le géne

imp2A4. Et la derniere souche est comme la précédente dans laquelle on a ajouté le

plasmide pSey18-rYapl.
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Aussi, afin de déterminer si Yapl pouvait étre impliqué dans la méme voie
de signalisation que Gas-1, nous avons voulu savoir si Yapl complémentait un
mutant gas/A. Comme on peut le constater a la figure 18 A, une surexpression du
géne YAPI ne complémente ni un mutant gas/4, ni le double mutant Alyl face a la
bléomycine. Ce dernier résultat indique que la présence du géne gasl est nécessaire
combiné a la surexpression du géne YAP! pour complémenter un mutant imp24 face
a la bléomycine. De plus, a la figure18 B on peut voir que le plasmid contenant le
géne GASI seul ne complémente pas un mutant imp24, indicant une fois de plus que
la présence de Gasl et Yapl sont nécessaire conjointement pour complémenter

partiellement un mutant imp2A4.

4741(WT)
4741+ Yapl
Gasl4

IMP24

Aly-1
Aly-1+Yapl
IMP24 +Yapl
GaslA+Yapl

3

- Bléomycine +

I

Figurel8A : Pétri de gradient démontrant la surexpression du géne

YAP1 dans un mutant gasIA et le double mutant Alyl (imp2A4-gaslA)

face a la bléomycine.

La souche By 4141 est la souche sauvage, dans la deuxiéme ligne, on voit la
souche sauvage dans laquelle on a ajouté le plasmide pSey18-rYapl. Les deux
souches suivantes sont isogéniques de By 4741 dans laquelle on a délété
respectivement le géne gaslA et imp24. ALY-1 est aussi isogénique de By 4741
dans laquelle les deux génes, gas/A4 et imp24 sont délétés simultanéments. Les trois
derniéres souches sont isogéniques des trois précédentes dans lesquelles on a ajouté

le plasmide pSey18-rY4PI.
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Figure18B : Essais de dilution comparant imp24 et imp24+Gasl face ala
bléomycine.
La souche By 4141 est la souche sauvage, dans la deuxiéme ligne, on voit la souche
isogénique de By 4741 dans laquelle on a délété géne imp2A. Et la derniére souche

est comme la précédente dans laquelle on a jouté le plasmide pYeplac195-GAS].

Puisque la présence du géne YAPI, doit étre combinée a celle du géne GAS]
afin de complémenter un mutant imp2A4, face a la bléomycine, nous avons tenté de

déterminer quel role Yap! pourrait bien jouer au niveau de Gasl pour rendre son
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Nous savons de plus que le géne GASI

activit¢ de complémentation efficace.
semble posséder un élément de liaison & Yapl dans sa région promotrice. Nous

avons done effectué des buvardages Northern utilisant une sonde pour Gasl afin de
connaitre les variations possibles de I’expression génétique de GAS/ en présence ou

en absence de Yap]l et en présence ou absence de traitement a la bléomycine. Ainsi,
sur la figure 19, on peut voir que I’expression de I’ ARNm de GAS/ ne varie pas dans

les deux cas.

N
S
N
=
O~
5

4741 gaslqg

L]
N
[y
<+

Gasl —»

Actine 1 —» '«

:
Figurel9 : Buvardage northern représentant le niveau d’expression
d’ARN du geéne GASI en présence ou absence de YAPI et/ou de
bléomycine.

Les trois premiéres souches sont isogéniques de By 4741 dans laquelle on a
délété le géne imp2A. Cependant, on a jouté le plasmide pSeyl18-rY4AP] dans les
deux premiéres souches (la premiére souche ayant été soumise & un traitement a la
bléomycine et pas la seconde.) L’avant derniére souche, By 4141 est la souche

sauvage, de chaque cOté, on retrouve respectivement les souches isogéniques de

By4741 dans laquelle on a délété un géne dans chaque souche imp24, et gasl A.



IV. Discussion



83

Dans cet ouvrage, on retrouve une étude de la structure/fonction de la
protéine Imp2. Imp2 est un activateur de transcription hypersensible & la bléomycine
et autres oxydants et est aussi impliqué dans le maintien de I'homéostasie ionique.
Comme certaines études le démontrent chez YAPI, nous avons investigué si Imp2
etait régulé d'une fagon rédox sensible. Une mutagenése sur les cystéines contenues
dans la protéine Imp2 démontre que celle-ci n'est pas régulée par le biais de ses
cystéines en réponse a un stress oxydant salin ou thermique. De plus, puisque la
bléomycine et autres oxydants peuvent endommager les parois cellulaires, nous
avons analyser la possibilit¢ d'une implication d'Imp2 au niveau de la paroi

cellulaire.

4.1 La surexpression de la protéine Imp2 mutée dans chacune des cystéines

séparément complémente un mutant imp2A4

Afin d'étudier la structure/fonction de l'activateur de transcription /MP2, il
Ctait intéressant de comparer sa structure avec celle d'un autre activateur de
transcription connu pour sa réponse face au stress oxydant : Y4PI. Yaplp est
régulée par la formation de ponts dissulfures entre deux cystéines conservées lors de
stress oxydant. IMP2 étant sensible aux oxydants, nous avons postulé qu'il soit
régulé de fagon similaire. La protéine Imp2 ne contient que 5 cystéines.

Afin de pouvoir faire des analyses sur le patron de migration de la protéine sur
buvardage western de méme que de pouvoir étre en mesure d'identifier la
localisation cellulaire de la protéine, nous avons utilisé un plasmide multicopie
contenant le géne JMP2 fusionné & la GFP. Ainsi, nous avons muté chacune des
cystéines de Imp2 séparément (créations de 5 plasmides) et nous les avons comparés
a la souche sauvage selon différents stress.

Les résultats de l'essai de dilution (figure9) démontrent qu'aucun des
plasmides contenant le géne muté dans chaque cystéine séparément n'étaient sensible
a la bléomycine ou autres oxydants. Ce qui indique que les cystéines ne joueraient

aucun rdle dans la fonction antioxydante de Imp2. Cependant, il se peut qu'une des
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cystéines touchées soit affectée a une autre fonction tel la protection contre le stress
salin ou thermique. Ainsi, les mutants ont €té testés pour leur résistance face au
NaCl. Les résultats (non publié¢) démontrent qu'aucune cystéine n'est impliquée dans
la fonction protectrice d'Imp2 contre des stress salins. De plus, I'analyse de la
localisation cellulaire démontre que lors d'un choc thermique, chaque mutant répond |
de la méme fagon que la souche sauvage (agglomération cytoplasmique
réversible)(tableauXT).

De plus, l'analyse sur buvardage western des protéines (sauvage et mutées)
nous indique que le changement d'une cystéine pour une alanine ne semble pas
empécher la protéine de former un doublet (modification post-traductionnelle?).

Il est cependant possible que la surexpression de la protéine dans un plasmide
multicopie ait pu masquer une légére perte de fonction attribuée aux mutations. Afin
de vérifier, nous avons sous-cloné chacun des mutants dans un plasmide simple
copie sous le contrdle du promoteur d’I/MP2. Ici encore, les résultats d'un essai de
dilution (figure11) démontrent que les cystéines mutées séparément n'affectent pas la
fonction de la protéine. De plus, afin d'étre plus précis, une courbe de survie
comparant chaque mutant, et la protéine Imp2 sauvage face au peroxyde d'hydrogene
et face a la bléomycine ont été effectuées. Le pourcentage de survie des mutants
n'était pas significativement différent de celui de la protéine sauvage ce qui indique
clairement que les cystéines, mutées séparément, ne sont pas impliquées dans la

fonction antioxydante de la protéine Imp2.

4.2 Aucune combinaison de cystéines mutées n'a un effet sur la fonction de la

protéine Imp2

La littérature nous a démontrée que certains activateurs de transcription tels
YAPI, PAPI, OXYR, possédent plusieurs cystéines et que dans certains cas, une
double mutation est nécessaire & l'inactivation du géne (Yan et al., 1998). Ainsi,
nous avons effectué des combinaisons de mutations sur les cystéines de la protéine
Imp2 et analysé la réponse de chaque nouveau mutant face au stress oxydant, salin et

thermique en comparaison avec la souche sauvage. Les résultats (tableauXII)



(sensiblement les mémes expériences qu'avec les simples mutants) démontrent
qu'aucune combinaison de mutations sur les cystéines entraine I'inactivation de la

protéine Imp2 face & chacun des stress mentionnés ci-haut.

4.3 Un anticorps anti-Imp2, un projet en cours.

Malgré que la protéine de fusion GFP n'altére géﬁéralement pas la fonction
d'une protéine avec laquelle elle est fusionnée, il serait plus précis et pratique
d'obtenir un anticorps spécifique dirigé contre Imp2 ce que nous tentons
présentement d'obtenir. Une purification partielle de la protéine Gfp-Imp2 nous a
permis d’isoler partiellement une seule des deux formes (doublet en simplet) de
Imp2 (résultats non présentés). Grace & cet anticorps, il nous sera possible
d'affirmer avec plus de précision la localisation cellulaire de Imp2, de faire des
¢tudes d'interaction protéiques et peut-étre aussi d'identifier un homologue

fonctionnel de Imp2 chez les mammiferes.

4.4 Quels pourraient €tre les éléments structurels de la protéine Imp2

essentiels a sa fonction protectrice (contre le stress oxydant, salin ou

thermique).

Puisque le model selon lequel Imp2 utiliserait ses cystéines pour exercer sa

fonction antioxydante s'avére étre inexacte, plusieurs autres models sont & vérifier.
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4.4.1 Une activation par la phosphorvlation ?

Selon l'article (Liu et al., 2000), une mutation de la sérine 230 & une alanine
dans le géne PHO2 peut abolir la capacité de la protéine Pho2 d'activer la
transcription du géne PHOJ. Cette réalité pourrait bien s'appliquer a Imp2.

En effet, la protéine Imp2 se retrouve dans la cellule sous la forme d'un
doublet (Leduc et Hoflack non-publié) indiquant une possible modification post
traductionnelle de la protéine susceptible d’étre une phosphorylation. De plus,
l'analyse de la séquence d'acide aminé de Imp2 révéle que cette protéine possede un
domaine arginine/sérine (R/S). Ces domaines sont reconnus chez d'autres protéines
pour étre phosphorylés. Ainsi, en utilisant la méthode de mutagenése dirigée, telle
que démontrée pour les cystéines, nous serions en mesure de muter les sérines
contenues dans ce domaine. Une inactivation de la protéine causée par une mutation
dans une sérine serait une forte indication que la phosphorylation de Imp2 ou d'une

autre protéine serait nécessaire a la fonction d'Imp2.

4.4.2 Imp2 est-elle ubiquitinée

Il a été démontré que Imp2 active la transcription de génes lorsque la levure
se voit contrainte d'utiliser d'autre source de glucose (Donnini et al., 1992). Ainsi,
lors de la présence de glucose, il se peut qu'un mécanisme d'inactivation de la
protéine Imp2 soit appliqué pour permettre l'utilisation du glucose. En effet,
I'analyse du patron de migration de la protéine Imp2 sur buvardage western nous
révéle la présence de bandes de plus hauts poids moléculaires indiquant une possible
ubiquitination (Leduc et Fortier non publié). L'ubiquitination pourrait étre
nécessaire & la dégradation de la protéine ou & sa stabilisation (ségrégation) dans le
but d'une utilisation ultérieure. Il serait intéressant de vérifier le patron de migration
des protéines ayant subit un choc thermique, l'ubiquitination pourrait expliquer

I'agglomération cytoplasmique de la protéine.
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4.4.3 Une activation par une interaction protéine/protéine

Plusieurs évidences nous permettent de penser que la fonction de la protéine
Imp2 pourrait se traduire par une interaction protéine/protéine. En effet, la protéine
Imp2 posséde un domaine riche en leucines a sa partie C-terminal. Ces domaines
sont reconnus chez d'autres protéines pour étre le site d'interaction entre protéines. Il
est démontré dans un article que la bléomycine peut se lier a plusieurs sites sur la
paroi cellulaire de méme que sur certaines proféines (Lipke et al. 1993) (Gatignol et
al.,1988). Imp2 pourrait bien lier une de ces protéines, peu d'études ont encore été
faites a ce sujet. De plus, il a été démontré que la protéine Imp2 interagit avec Patl
(Ito et al.,, 2001). Patl est une protéine impliquée dans le maintien de la paroi
cellulaire, son role précis est encore inconnu, mais on sait qu'elle interagit avec les

microtubules (Zheng et al., 1998).

4.5 Implication de la protéine Imp2 au niveau de la paroi cellulaire

Les mutants imp24 sont hypersensibles & la bléomycine. 1l a été¢ démontré que
la bléomycine endommage la paroi cellulaire (Lipke et al., 1993), on peut donc se
demander si Imp2 peut jouer un rdle au niveau de la paroi cellulaire ou des protéines

impliquées & ce niveau.
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4.5.1 Imp2 semble jouer un réle au niveau de la paroi cellulaire

Le SDS est reconnu pour endommager la paroi cellulaire, le calcofluor white
est aussi un agent déstabilisateur de la paroi et la caféine est toxique, mais n'entre
dans la cellule que lorsqu'il y a un défaut dans la paroi cellulaire. La sensibilité & ses
agents du mutant gas/A est caractéristique des mutants dont la paroi cellulaire est
inadéquate. Les résultats démontrent qu'un mutant imp24 est lui aussi sensible & ces
agents, mais a un degré moindre (Figurel5). Ces résultats indiquent que Imp2
pourrait jouer un rdle au niveau de la paroi cellulaire.

Comme on peut le constater, a la figure16, le bon état de la paroi cellulaire est
aussi requis pour la résistance a la bléomycine, gaslA et imp2A y étant sensible.
Cependant, nous pouvons affirmer qu’Imp2 et Gasl appartiennent 2 deux voies de
signalisation différentes puisque le double mutant imp24 gaslA exhibe une
sensibilité a la bléomycine beaucoup plus grande que chacun des mutants séparés.

Ainsi, il est possible que Imp2 soit impliqué dans plus d'une voie de signalisation.

4.6 Recherche de cibles transcriptionnelles de Imp2 en réponse a la

bléomycine

Afin de mieux caractériser l'implication de Imp2 en réponse a la bléomycine,
nous avons tenter d'identifier des cibles transcriptionnelles potentielles de Imp?2.
Une complémentation d'un mutant imp24 face a la bléomycine a l'aide d'une librairie
génomique nous a permis d'isoler le géne YAPI. Ainsi, une surexpression du géne
YAPI procure & imp24, un niveau de résistance & la bléomycine parental (figure 18).
(la petite différence observée peut s'expliquer par la perte de plasmide (jusqu'a

80%)).
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4.6.1 Quel pourrait étre le mode d'action de Yap1?

Afin d'élucider le mode d'action de Yapl, nous avons voulu savoir si celui-ci
pouvais complémenter un mutant gas/A4. Les résultats (figurel17) démontrent qu'une ‘
surexpression de YAPI est incapable de complémenter un mutant gas/A face & la
bléomycine, mais peut trés bien lui procurer une résistance plus élevée face au 4-
NQO (non-publi¢). De plus, une surexpression de YAP/ ne procure aucune
résistance au double mutant imp24 gasl 4, mais complémente bien le simple mutant
imp2A. Puisque la seule différence entre le double mutant et le simple mutant, est la
présence ou non du géne GASI, cela nous indique que Yapl et Gasl semblent
nécessaire en combinaison pour procurer la résistance a la bléomycine d'un mutant
imp2A4. Cependant, la surexpression de GAS/ seule dans un mutant imp24 ne lui
reconfére aucune résistance a la bléomycine (figurel8B) laissant croire que la

protéine Gasl ne dépend pas nécessairement de la présence de Yapl.

4.6.2 Gasl nécessite-il la présence de Yapl ?

Afin de déterminer quel pourrait étre le lien fonctionnel entre Gasl et Yapl,
nous avons tenter de déterminer si Yapl n'activerait pas la transcription de Gasl.
L'analyse du promoteur de Gasl nous indique la présence d'un élément de liaison a
Yapl(ARE). Ainsi, nous avons analysé sur buvardage Northern, I'expression du
message du géne GASI en présence ou en absence de Yapl, en présence ou en
absence de traitement a la bléomycine. Les résultats préliminaires (figure19) tendent
a démonter que Yap! n'activerait pas la transcription de GASI, méme en présence de
bléomycine. Cependant, la méthode utilisée peut ne pas étre assez sensible et les
expériences doivent étre répétées. De plus, si ces résultats s'avérent exacts, il n'est
pas exclu que Yapl soit nécessaire & des modifications post-traductionnelles de Gas1

pour son activation. De méme que l'inverse pourrait étre possible.
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4.6.3 Yapl nécessite-il la présence de Gasl ?

1l semble que la présence de Gasl soit nécessaire & la surexpression de Yapl
pour obtenir une complémentation d'un mutant imp24 face a la bléomycine. De
plus, les résultats préliminaires indique que Yapl ne semble pas influencer
I'expression du message de GASI. Ainsi, il est possible que Gasl soit nécessaire a
Yapl pour son bon fonctionnement dans le contexte de complémentation d'un
mutant imp2A4 face a la bléomycine. Cependant, des résultats non-présentés dans cet
ouvrage démontrent qu’un mutant délété en gasIA n’est pas sensible au peroxyde
d’hydrogéne. De plus, méme en absence de Gasl, une surexpression du géne YAPI
est en mesure de procurer une résistance cellulaire au 4-NQO. Ces résultats
indiquent que la protéine Yapl est active méme en absence de Gasl. Ainsi, il
semble que les activités conjointes de Yapl et Gasl soient requises pour procurer
une résistance cellulaire & un mutant imp24 en réponse 4 la bléomycine. Cependant,

ces activitées seraient distinctes et indépendantes de la présence de I’une ou Iautre

de Gasl ou Yapl.



V. Conclusion.
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Le but de cette étude était d'approfondir nos connaissances sur les
mécanismes de résistance cellulaire face & la bléomycine. La bléomycine est un
agent antitumoral utilisé dans le traitement de certains cancers. Activée par la
liaison simultanée de l'oxygene et du fer, la bléomycine attaque directement 'ADN
et peut aussi endommager 'ARN et la paroi cellulaire. Les expériences passées nous
ont permis d'identifier un gene de la levure Saccharomyces cerevisiae impliqué dans
la résistance a la bléomycine. En effet, un mutant délété en imp2A4 est hypersensible
a la bléomycine et a d'autres agents oxydants. IMP2 est un activateur de

transcription qui est aussi impliqué dans le maintien de 'homéostasie ionique.

L'analyse de la structure/fonction du géne IMP2 a révélée que malgré une structure
homologue & l'activateur de transcription de S. cerevisiae YAPI, IMP2 ne semble pas
étre régulé par le biais de ses cystéines.

Nous avons énuméré quelques modes de fonctionnement possibles d’Imp2 en
relation avec sa structure. Il est possible que la protéine Imp2 soit phosphorylée
puisqu'elle posséde un domaine R/S et qu'elle se retrouve sous la forme d'un doublet
dans la cellule. Une phosphorylation et I'analyse du patron de migration qui révéle
la présence de bande de haut poids moléculaire, laissent suggérer une possible
ubiquitination de la protéine. Finalement, la présence d'un domaine riche en leucine
laisse suggéré que la protéine Imp2 pourrait étre effective par une interaction
protéine/protéine.

Pour terminer, la sensibilité comparable des mutants gasiA et imp24 nous
indique qu'Imp2 pourrait jouer un role au niveau de la paroi cellulaire. La nécessité
de la présence de Gasl pour que la surexpression du geéne YAPI arrive a
complémenter un mutant imp24, nous ameéne & présenter le model suivant (figure
20).

Il a été démontré que Gasl est impliqué dans le maintien de I'organisation de
la paroi cellulaire de la levure (Popolo et al., 1993). Certains articles indiquent aussi
que le géne YAPI active constitutionnellement la transcription de plusieurs protéines
de la paroi cellulaire Ochl, Erv25, Plcl, Fasl, Chol, Cwp2 etc (Dumond et al.,

2000). Ainsi, si Imp2 joue un réle au niveau de la paroi cellulaire et méme si cela
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n'est pas le cas, YAPI pourrait activer la transcription de genes impliqués au niveau
de la paroi cellulaire afin de compenser la perte de la fonction de Imp2.
Possiblement de fagon semblable & ce que l'on peut observer (une augmentation

marquante de chitine) en réponse & une absence de Gas/.



La bleomycme mdoage 1a paroi cellulaire,
A mais JMP2 procure une résistance (réle?)

Gas]1 serait nécessaire
au bon assemblage de X

En absence du géne IMPZ les cellules sont

hypersensibles a la blm.

La surexpression de Yap1 reconfére la résistance
B uniquement en présence de Gasl.

Gas1 étant absente,
X n'est pas efficace

M@i o 5

i

En absence du géne IMP2 et GASI,
C La surexpression de Yap1 est inefficace

Figure20 : Représentation schématique du model de complémentation

d'un mutant imp24 par la présence de GASI et YAPI en réponse a la

bléomycine
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En terminant, je voudrais mentionner que chacun des constituants cellulaires
a son importance dans la survie de la cellule. Ces éléments interagissent tous de
facon & protéger la cellule contre différents agresseurs. Cependant, ces mémes
mécanismes de défenses peuvent parfois étre a l'origine de la mort cellulaire ou de
cancers. Afin de tenter de guérir le cancer, les cellules sont soumises a plusieurs
agents stressant auxquels elles répondent en devenant résistantes. La résistance aux
traitements est un probléme de plus en plus important et pour lequel il est importaht
de consacrer les recherches.

Les membranes sont la premiére ligne de défense face & des agents exogenes,
la caractérisation de celles-ci et de leur mode d'assemblage pourrait nous donner de

nouvelles ressources afin de maitriser la résistance cellulaire face a des agents

traitant comme la bléomycine.
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