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Introduction

La radiobiologie étudie les effets des rayonaethionisants sur les étres vivants. Ainsi,
la radiothérapie est une des asnde trdement des caners etdes progres restent a faire dans
ce donaine. D’autre part, vu le développem del’im agerie radiologiquet de la nddecine
nucléaire, ainsi que les risques d’expositipotentielle auxquelles sont soiges les
populations suite a un incident damee centrale nucléaire, la ragrotection prend de plus en

plus d’importance.

Si l'intérét des radiobiologistea porté, pendant des dizain#anrées,sur I'effet nocif
des radiations ionisantes sur les cellulesset la nolécule d’ADN (cible critigue des
radiationy, cet effet n'a & que peu étudié sur les sys&amnucléoprotéiques. Or la
destruction radio-induite desonplexes ADN-protéines peutvair des conséquences graves
dans le cas des systésinpligués dans defonctions €llulaires inportaries tdles que la
régulation de I'expression des genes ou lgardtion de domaygesinduits par le stress

oxydant, le vieillissemnt ou I'expaition a des agents ichiques.

L’équipe de Radiobiologie des Acides Néigues du Centre d&iophysique Moléculaire
d’Orléans, aprés avoir étudié pendant plusieumeées les dommages radio-induits de I’ADN,
seul ou en présence de petits ligands, a coroénars’intéresser a la ratlise de systéas
nucléoprotéiques en prenant commodele le sgtene de I'opéron lactose. Il a ainsi été
montré que lirradiatiordu conplexe répresseuac-opérateudac rompt la ecanaissane
ADN-protéine, I'effet étant d0 a I'endomagement des deux partenaires. Il a égadarnéte
mis en évidence que les domges critiques qur la destruction du cqotexe étaient ceux
portés par la protéinglus que portés par 'lBN. Méme si les radiations induisent des
modifications de bases et demipures de chaine de 'ADN, cewdifications ne sont pas les
dommages critiges pour la destruction duconplexe ADN-protéine. Ce sont les
modifications d’acides amés qui jouent un té fondanental dans laperte de fixation du

répresseur a sa séguence opératrice.

Cette tlese, qui s’isciit dans la cotinuité des travaux de I'équipest ddiée a I'étue des
effets des radiations ionisantes sur deuxésgess nucléo-protéiques et souhaite répondre a un
certain nombre de questions. Damieére globale)'objectif est d’'idetifier et de cacté&iser
les Iésions radio-induites perbamt les interactions prote-ADN ou potéine-effecteur pour
les systéras étudiés, de confrartces rédtats avec desrpvisions lasées surebs calculs de
simulation d’attaque raadlytique des comiexes et finalerent, de propeer des récanisnes

expliquant les dysfonctionneamts radio-induits observés.



Introduction

Le prenier systéme étulié est unsystene de régulation de I'expression génique chez
Eschericla coli, celui de bpéron lactose, syst@muiest étudié au sein de I'ége depuis
de nonbreuses années. Les ragias ionisantes perturbanés interactions épresset
opérateur, le prei@r objectif dece travail sera donc d’étuati'endommagent du donaine
de fixation du répresseur 3ADN (domaine appelé égaleant headpieck tant du point de
vue de l'intégrité de la chaingeptidique que de la confoation et des radifications des
acides anmés. Dans un deuxiamtenps, les #ets des radiations ®ront étudiés sur
I'induction du systera lac répresseutac opé&ateur afin de déterniner si les inteactions
inducteu-répresseusort perturbéesau néme titre que les interactiom répressedopérateur
au cours de lirradiation.

Le deuxieme systéend’intérét est un sy&stre de réparation des dommages oxydatifs de
'ADN ; il est conposé de la protéine de réparation Fpg (ou Romaopyrimidine
glycosylase) et d’'un fragent synthétiqued’ADN porteur d’'une lésion. Dans un pramn
tenps, l'effet des irradiationsera étudié sur la reconnaissaetda fixation de la protéine
mutante P1G-Fpg sur son substedin de déerminer s les interactions au sin de @
conplexe sont égaleant perturBes au courde l'irradiation. Ensuite, I'ativité enzymatique
de la protéine sauvage irradiée sera emémain de détecter d’éveuelles perturbations dues
a l'irradiation.

La premere partie decette thése est di&e a la présentation gleayonnerants ionisants,
de leurs effets sur le atériel biologiqueainsi que des deux systémnucléoprotéiques
etudiés. Dans un deuxi@rchapitre, les m@thodes utilisées pour péndre aux questions
poséesa&ont présentées puis legsutats olienusdans le cadrde ce trasil seront exposés &

discutés dans un troisi@et dernier chapitre.
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1 - Les rayonnements ionisants

1. 1. Généralités sur les radiations ionisangés

Tous les organisas vivant sont expos&s pernanence aux rayonnemts ionisants, les
sources de rayonnemts auxquelles les populatiopguvent étre exposées étant diverses et

pour la plupart d’origia naturelle (Fgure 1).

Figure 1. Eposition moynne de & populaton aux sources dxposition radioactives
[données venant ddistitut de Radioptection et de Sdreté Nucléaire, 2003]

Les sources d’exposition natued|sont d’origine soit cosgue (réactions nucléaires dans
les étoiles et explosion de supernovas), saitestre (ratériaux naturelleent radioactifs
contenus dans I'écorce terrestre d’ou peavile rayonnement tellurique -rayonresm - et
d’oll émane le radon -gaz radioactiby encore interne (essentielle*X et **C). Certaines
de ces expositiansont identiques oque I'on se trouve sua terre, telle que celle due a
lingestion de*’K contenu dans les alients, d’autressont fortenent dépendantes de la
localisation. Les rayons cosiues,par exemle, sont plus intenses a haute altitude tandis que
les corentrationsen uaniumet enthoriumdans le sol peuvent étre localent trés élevées
(voir Tableau 1). Les techniques de construcéibla ventilation des habitations vont, quant a
elles, fortenent noduler la concentration eradon. La dose effective apenne due a des
sources naturelles a laquedist exposé un individu est 8et mSv par an (UNSCEAR, 2000).

L’exposition d'origine artificelle de la populatio résulte quant alle de I'activité
médicale (radiodiagnostic, éecine nucléairest radiothérapie), desetonbées des essais

nucléaires aériens et dadtivité nucléaire civile.
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Généralités Les rayonnements ionisants

Tableau 1. Doses annuellement recuesipampopulaons fortenent exposées [ares
Cordoliani, D02]

Cause Total annuel (mSv)
Montagne (3500 in Altitude 4.0
Bretagne Granite 3.0
Inde phosphates 10
Brésil (Espirito Santo) Throrium 30
Iran uranium, thorium 100

1. 2. Les types de rayonnementisnisants

Les effets des rayonnemts ionisants réHent d’'un transfert d’énergie entre ces
rayonnerents et la matiere. Selo leur nature, les rayonnents ionisants interagiront
differemmant avec le mikku qu’ils traversent.

Les rayonnemnts ionisants onta propriété d’ioniser lamatiere dans laquelle ils
pénétrent I'interaction de partules chargées avec les électrgrstrouvant au voisinage de
leur trajectoire résulte enélection de ces électrons et dogmw l'ionisation du mlieu. Les
rayonnements directement ionisanteu les particules charggé (électrons, protons,)
constituent le rayonnemt ionisant edui-méme peuvent étre distingués dayonnements
indirectement ionisants ou le rayonnemnt incident, apelé rayonneent primaire, est
constitué de particules non chargées (photoasfrons) qui produiserdes ionisations par
I'intermédiaire des particules qu’ellesettent en nmouveament (électrons secondaires pour les

photons, protons secondangour les neutrons).

1. 2. 1. Les radiations indirectement ionisantes
x Les rayonnements électromagnétiques
Les rayonnemnts X et Jsont castitués de photons cactérisés par leuénergie,

inversenent proportionnelle a leur longuedionde. Ces deux rayonnerris sont de @me
nature nais distincts par leur orige et leur spectre. Le rayonnemh Jprovient de
désintégrations nucléaires e énerge est caractérisfue de cette réactidqia
désintégration du'¥Cs en**Ba es$ acconpagnée d’une émissioredlde 660 keV et celle
du ®°Co en®Ni est accompagnée d’une doubleigsion de Jde 1.17 et 1.33 MeV) tandis
gue le rayonneamt X nait du transfert énergétie entre un flux d’électron et les atsn
d’une cible et est défini par une énergieyenne. Une des applications des rayoramtsn

électronagnétiques est I'iagere medicale (rayons X, tomgraphie d’énssion de positon).
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Généralités Les rayonnements ionisants

Figure 2. Pricipaux nodes dhteraction pbton-netiére

Quatre types d’'interaction peent étre rencontrés entphotons de haute énergie et
matiere condensée, leur répartitionpd@dant de I'énergie des photons (\Rigure 3. Pour
des énengs infériewes a 50 keV[effet photoélectrique domine: le photon incident
interagit avec un électnodu cortége électraque d’un atome. Ce dernier absorbe I'énergie
du photon et se trouve air§ecté avec une énergie cinétiquerespondante (a I'énergie de
rupture de la liaison prés). Pour deergres conprises etre 50 eV et 20 MeV,I'effet
Compton I'emporte. Il résulte d’'une collisiolastique du photon ag un électron et
conduit a I'éjection d’un électromoté d’'une énergie dote photon diffuséera privé. Pour
des énergies supérieures a 1.02 MeV, I'énergienieuse peut étreatérialisée en paires de
particules électron-positon’(€): c’est lacréation de pairesLe dernier mode d’interaction,
uniquenent pour les énergies tres élevees/)'estet phaonucléaire: le photon incident est
absorbé, non plus par le nuagectronique rais par le noyaugui passe a un état excité et
tend a retrouver un étatable en émitant soit un neutron (réactiogn), soit un proton
(réaction Jp). Ce type d'interdion est d'iriensté trés faible mais comne il présete des

dangers d’activation de laatiere, il est sygematiquenent évité das les appliatiors.
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Généralités Les rayonnements ionisants

Figure 3.Contribution des effets photdéctrique et Comton lorsde I'absoption des pbtons
dans 'eau, eflonctionde leur énergie.

x Les neutrons
Ces patrticules, produites de fagntificielle par les cyclotroneu énis lors de la fission
de noyaux lourds, perdent leémergie par collisin avec des noyauxeliransfert d’énergie
étant d’autant plus efficace que lasse du ngau est proche de celle du neutron, les chocs
sont donc plus efficaces avec leyaox d’hydogene, ce g provoque leur éjectio sous
forme de proton. Les protons éjecpEuvent alors ioniser leilieu.
Les réactions de capture de neutrons soaleégnt trés carantes apes réaction avec un
neutron, le noyau cible ayantptaré ce neutron se désactive soitga@ment par énssion
qui peut étre accopagnée d’'un réarrangemt du cortége électraque (énssion d’électrons
Auger), soit en se scindaeh générant une particuleet un noyau résiduella particule et le
noyau sont alors susdépes d'ioniser le mieu. Il faut taitefois noér que, sauf exception
(*°B, *'Gd), les sectiomefficaces de capture sont trés fasbet d'autant plus faibles qu
I'énergie du neutron incident est grande @rsenent proportionnel a la racine carrée de
I'énergie). La thérap par capure de neutrons par le bofeu BNCT) est une technique

prometteuse pour le traitesnt du glioblastore.
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Généralités Les rayonnements ionisants

1. 2. 2. Les radiations directement ionisantes

x Les électron

Ce rayonnemnt est constité délectrons saléplacaha gande vitesse, provenant soit
du rayonnerant "~ émis par certains noyaux radioactifit produits par des accélérateurs.
Ces électrns nettent en nouvement les éctrons des ifieux traversés par répudm
électrostatique. Si I'énergie éutigée est supérieure a I'énergie liaison de I'électron, ce
dernier est arraéha la molécule qest alas ionisée. Si I'énergie éehgée est irdrieure a
I'énergie de liaison, I'électron ste lié a la molécule as ed transféré sur une orbitale
supérieve ; la molécule est alos excitée. Ce type de rayonnemt est notammnt utilisé

pour traiter les tururs profondes (thaciques, pelviennes et abdioales).

x Le rayonnement

Il est corstitué de particules lousd, chargées positement (noyauxdhélium). Ces
particules sont éises spontanéemt par des noyaux insiab et agismt dans les ifieux
guelles traversent en mettant eouvenent des électrons et des protons. Leur parcours est
tres fible, de I'ordre de quelquesitiim étres das leau. Bien que leurfgcacité bologique
soit 5 a 10 dis supérieure a de des rayons Xt des photons, leur pénétration faible ne
permet pas de les iliser en clirique (il ne traverse pas erfeuille de papier)On utilisepar
exenple le rayonnemnt D dans les détecteurs de féendes systees dalarme incendie

autonatique.

x Les protons

Produits pr cyclarons les prdons agisent en cédan leur énerge au cots de
collisions aec les életrons des tiass travesés. La distribution de dose en profondeur se
fait sous la édrme dun pic tres étroit (pic dBragg). Ce type de rayonnent est adapté au
traiterent de tuneurs profondes, de petitaille, au voisinagede tissus sains radio-
sensibles, tels que les taans de la basdu crae, du canal rachidien egetloeil.
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Généralités Les rayonnements ionisants

Figure 4.Pics de Bragglienus lorsde traitenents de I'ceil par protonsthérapie Laboratori
Nazionali delSud of Istitub Nazionale di Fisica Nucleare, Italie]

1. 3. Caradérisation d’'un rayonnement ionisant

Les rayonnemnts ionisants ayant des proprgfghysiques différentes, des paées ont
été introduits afin de les caractériser. |l #atp la dose, du débit de dose et du transfert

d’énergie linéique (TEL).

La dose absorbéeest la quantité dhergie communiquée par le rayonrgma la
matiere traersée par nité de nasse. Elle se ssure en Gray (Gy) reprédant 1 joule
déposé dans 1 kg deatiere (ancienneent lerad : 1 Gy = 100 rad). Une dose de 5 Gy en
irradiation unique représente la DL Sfbur IHomme. 70 Gy représentent la dose

habituellenent prescrite danke traitenent des cancers OREn radiothérapie exclusive.

Le débit de doseouintensité esla dose diévrée parunité de temps. Elle £xprime en

Gyl/s. Au sein de I'équipe, le débit de desenesure a hide dun dosimeétre de Fricke.

Le transfert d’énergie linéique (TEL) a été introduit afin de rendre cpta de la
distribution spatiale des ionigans. Il pernet de caractéer la qualité d’un rayonnemt
par un norbre sans avoir a décrire a chaque feisype de particulet son énergie. Le TEL
est définit comma étant égal a lavantité d’érergie cédée par urayonnenrent lorsqu'’il
parcourt une distance dx et s’expeinen keV par ricromeétre (keV.unt):

dE

TEL —
dx
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Généralités Les rayonnements ionisants

Le TEL est d'autant plus gnd que la particule perd beaup d’énergie sur une courte
distance les ionisations provo@es par le passage d’une particule a bas TEL seront donc
beaucoup plus éparses que les ionisations pugeaspar une particule a haut TEL. Le TEL
augrente linéairerent avec la deri® du milieu et, pour ummilieu donné, il croit comme le
carré de la charge de larpeule et est inverseemt propotionnel a son énergie cinétique
[Ferradini & Pucheault, 1983].

Les électrons secondaires des photons destparticules & bas TEL (0.2-3 keV:im
alors que les protons secondaires des neutroles éns lourds sont des particules a haut
TEL.

Le rendement radiolytique G a été introdit afin de quantiier le renderant en espéces
radicalaires d’'un rayomment. |l correspondau nonbre de moles d’espece produite par
unité d'érergie appoée et es exprime en mol.J' (ou plus couramment en
molécule£l00eV).
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Généralités La radiolyse de I'eau

1. 4. Laradiolyse de leau

L’eau représentant plus de 70% de lasse de organisras vivants, la radiolyse de I'eau
a une inportance particuliere dans les phéeoes d’irradiation indirete. Les radiations
ionisartes irteragssem avec I'eau pr des promenes soit d’ionigion (1), sdt d’ excitation
électroniqe (2) suivahleur énergieLes espeegénérées par la radiolyse de I'eau ne sont

pas stables et vont donc se transfer en especes plus stables.

Figure 5. Radiolge de leau d'aprés [Rnsassoret al, 1998B]

Les nolécules d’eau ioisées seidsocientengendrant usm molécule tkau catioique et
un électron.L’eau catimique es un acicke fort qui perd rapidemnt un proton au profit de
I'eau environnante, foramt un radical OH (3).es électras arrachés possedeniagt a eux
une énergie cinétique initiale suffisante pgarcourir de grandes distances. lls perdent
progressiverent cette énergigar collision jusqu’a étre fiisamment ralentis pour étre
« piégeés » par lesatécules d’eau eleviennent des éttrons hydratés.¢ (4).

Les nolécules d’eau excitées par un rayonneirienisant (2) peuvent soit perdre leur
énergie d’excitation (chale et vibration) et rember ainsi a leur étaténergie fondamntal,
soit se dissocier et donner deux radic& et H(5).

Les radicaux produits par ionisation et igation peuvent se recdmmer, une grande
partie étant reconvertie en eaw diffuser dans la solution.
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Généralités La radiolyse de I'eau

OH + OH —» H20;

H o+ H  —> H

OH + H __  HO

OH + g —» OH

&g + H 4 H o+ OH
€g T €g He +  20H
€xq + H — H:

H  + 0, 5  HOp

HO,» + HO —» O, + H30+
20 + 2H,0 —> H.O, + 20H +0,

Le résultat global de la radide @ I'eau est dnc I'apparition d’espéece radicdaires ¢
moléculairedistribuées de facon hmgenedans le riieu, quelques anosecondes apres le
passage du rayonnen.

Comne le montre la Figure &s renderents radiolytiques deeau varient en fonction du
TEL [Magee & Chatterjee, 1987]. La concentratien radicaux est en effet plus grande dans

la trace dune particule a haut TEL, ce qui facilite leur redmmaison.

Figure 6. Variation de G{g) G (OH), G(H,O,), G(H) et G(H,) en fonction du TEL myen.
Valeurs obtenues expérentalenent (traits pointiés)et par calculshéoriques (traits pleins).
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Généralités La radiolyse de I'eau

Les especes priaires produitegpar la radiolyse de l'ease différencient par leurs
propriées :

- I'électron hydraté & (4) peut éte visualisé coxme un €lectron enta@ d’un petit norbre
de nolécules d'eau orientées et il swnporte comne un anion monovalent. Ce
nucléophile voit sa réactivité augnmée par lgrésence de substints électrophiles sur
les cycles aromatiques a adjacets a des doubles liaisons.

- l'atome H est un acide faible dont le pist de9.7. Cette gpece esminoritaire en rilieu
neutre ou alcalin ais devient I'espece2dudrice mgjoritaire en solution acide.

- leradcd ‘OH est un puissant oxydant et peut s’@ddner sur les doubldgisons et les

cycles aromatiques ou soustraies atones H des liaisons-g.

En mlieu normelement aéré (& dissout dand’ eau a la preson atnosphérique nanale),
c'est-a-dire en présence de 3*Md’oxygéne, I'électron solvaté & radical hydrogéne vont
réagir tres rapideemt avecl’'oxygene conduisant a la forrti@n de radicaux superoxides O
et HO, (K = 1,9.16%¢et 2,1.16° M s%) [Buxton, 1988]. Les constantds vitesse de réaction
sont du néme ordre de grandeur que celles gaint obtenues avec lesnquosants de I’ADN,
mais étant donné la concentration élewdeoxygene (par rapport a DN), nous pouvons
considérer ge I'électran solvaté et le radal hydrogene ne réagiront pratiquerh pas avec
I’ADN en milieu aérobie. H@ est ensuite rapideent déprotonné& pH neutre (pK = 4,8) et
O, est peu réactif vis-a-vis desohacules ologiques [Davies, 1987].

Donc, dans les conditions qui sont les nétrasst-a-dire en aérobites dommges ausés
au netériel biologiqueproviennen majoritairement des radicaux OH.
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Généralités Radiolyse de 'ADN

1. 5. La radiolyse de'lADN

Si de norbreux conposs biologiques sont seibles a la radiolysé¢’A DN est une cible
celluaire aitiqgue des ediations imisantes, leslommages ayant des consequent&des
(mort cellulaire suite au blocage de la réation) ou pro-mutagenes (lésions non-réparées
induisant des erreurs depli€ation) pour la cellule.

Les rayonnerents de féble TEL, tels que les rayons agissent sur 'ADN en solution
agueuse dilée essentielleemt par effet indirectc’est-a-dire par I'intermédiaire des radicaux
libres provenant de la radysde de I'eau [Von Sonntag, 1987]. Enlisu oxygéné et aux

doses étudiées, les dorages a ’ADN sont dugrincipalenent aux radicaux hydroxyles (voir

précédemrent).
ez B o th i
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5'-phosphate O:(—O \ /I\i\H
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o} <A
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O:P_O_\@ N”"NH,
oy (@)
extrémité
3'-hydroxyle OH

Figure 7. Structure deADN

Bien que la rgjorité des radicaux OH80 %) réagissent avé&DN en s’additionnant sur
les doubles liaisons des d&, une petite partide ces radicaux (20 %) réagir avec les
sucres en dastittant unatone d’hydrogene, forant ainsi des radicausucre [Bernhard &
Close, 2004]. Diverses lésions peuvent étrieatées dans I’ADN suita l'irradiation: des
altérations et pertes de bag¢sies abasiques), desdifications de sucres, des coupures de
chaines simple brin (CSB) ou double brin (QD& des pontages avec des protéines. L
nombre et la distribution de ces ahmnages nesont pas aléatoiresam dépendent du TELW
rayonnenent, de la structure de I'ADN (siple, double, triple, quadple brin, forne Z
courbure) et de certains parnes tels quela tenpérature,la présence @ conposés
protecteurs ou sensibilisateurs [Temul987 ; Frankenberg-Schwager, 1990].
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1. 5. 1. Les coupures de chaines ou cassures franches

Lorsque ces lésions sont direcemhobservableaprés irradiation, pH neutre, elles sont
appelées coupures franches (ou FSB poank Strand BreaRs Ces copuressurviennent au
niveau de la liaison phosphodiestertre le phosphate et le désakgse, par abstraction d’'un
atome H du sucre par le radicalHO[pour revue, voir Knapp-Pogozelski & Tullius, 1998].
Lors de la rupture de ldiaison phosphodiester, les delnins s’écartent comen une
« fermeture éclair» par pénétration desahécules d’eau dans la breche et rupture des liaisons

hydrogéne entre les bases (alti&m de 3-4 nucléotides).

Figure 8. Coupures des chaines d’ADN (A) coupunapks brin (B) coupure doublérin.
(droite). (C) Représentatiades sepatomes diydrogéne du désoxipose.

Bien que tous les atomes hydrogene dwxigibose soient potentlement attaquables
[Von Sonntag, 1987], il a été déntré expérinentalenent [Syet al, 1997 ; Balasulbbamanian
et al, 1998] et par mdélisation [Syet d., 1997; Aydoganet d., 2002] que la probabilité
d’attaque vaait suvant I'accessbilité des atoras H.

Ainsi, le radcal OH réaga préférentiellerent avec les H sitts en C4’ et en C5’ (Tableau
1), ce qui augmnte les probabilités de coupurees positions. D’autre part, tous les radicaux
centrés sule désoxyibose n’évduent pasavec la néme efficacité vers une apure @
chaine. Syt al. (1997) ont en effet montré qu’un radicantré en C4’ a ungrobabilité trois
fois plus inportante de provoquer ugeupure qu’un radical centré els'C

Tableau 2. Réactivité des atomes H du dgsbgse vi-a-vis du radical hydrgke vs.
accessibilité au solvant [Balasubrammanet al, 1998B]

Hs + Hs» Hy Ha Hy + H,» Hy
% réaction avec OH 57 £10 22 +6 17 £5 13 +3 11 +4
% surfae aaessible au sohnt 46 28 14 11 1
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Figure 9. Méanisme de coupume chaine apréeattaque din radical hydroxle sur le C4(A) et
sur le C5’(B) du désoxyribose [Ben &Murphy, 195; Von Santaget al, 1981]
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La coupure simple brin(CSB) résulte de la casswtain des deux brins d’ADN. Le taux
de fomation de CSB arie linéairenent avec ladose et est plus faible lorsque le TEL d
rayonnenent augnente [Tubianat d., 1986].

La réparation des CSB peut étre diviséedeétapes le recruement des enzyss de
réparation et leur fixation a '’'ADN endumagé, larestauration d’extrémi#3’ et 5’ nornales
de part et thutre de la coupure, le rehacement du nucléotideamquant et finalemnt la
ligation de ’ADN [Caldecott2001 ; Caldecott, 2003].

Lescoupures double brifCDB) correspondent a des covgsides deux chaines d’ADN
a noins de h nucléotides diervalle, le nonbre h dépendant de la stabilité des liaisons
hydrogene entre les deux brins. Par consdtgle nonbbre de CDB produit & une dose donnée
sera pls faible a hate force iomque et a basstempérature.

Une coupure double brin est dite homologue sisdl@roduit au niveau de la&éme paire
de base, hétérologuext le cas aatraire. Lefficacité de leur formtion augrente avec le
TEL.

Les CDB peuvent étre produites suite I'action d’'un seul radicalOH sur le
2-désoxyribose [Siddiqi & Bothd,987] avec transfert du radicalr le deuxiera brin ou étre
dues a I'attaque par plusisuadicaux dans des zormapprochées [\atd, 1985].

Ces lésions sont considérées cargtant pami les plus donmageables et sont lé&s
pour la cellule si ellesont non ou mal réparées. Des erreurssdaur réparation, en plus de
générer de petites utations par délétion ou $ertion, peuent également résulter eresd
réarrangerents chronesonmiques [Varga & Apla, 2005] et en une instabilité du gérem
[Elliott & Jasin, 2002 Thompson & Schild, 200R De plus, @ns certaines circotesces, les
CDB peuvat provoquer un arrét du cycle ceduk ainsi qu’une apoptose [Jackson, 2002;
Norbury & Hickson, 2001 Richet al, 2000]. Des protéines spécifiggide la surveillance du
cycle cellulaire setlent inpliquées dans ldalance entre l'arrét du cycle, la @ption et
I'apoptose Bernstén et al,, 2002].

Il y a deux systees majeurs de répamaiti des CDB [Jackson, 200Ferguson & Alt,
2001]: la réparation par rectamaison horologueet la réparation par apparient de brins
(voir plus Idn). Des éudes r&entes ont wntré que I'absenceée cessysemes chez la souris
menait a une instabilité du génendont des tnslocations oncogéniques [Ferguson & Alt,
2001].
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1. 5. 2. Les altérations de bases

Les radicam réagissnt égalerent avec le bases en arrachant un aomd ou plus
frecguemment en s’additionnant sur les carbones des liai@des bases pyrimiques étant
plus senibles que les &#ses puques a l'attaquales radicaxi OH. Ces réactions gainen

des nodifications de lastructure des bases, commmontré dans la

Figure10.
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Figure 10. Attaque des bases'&®N par le radical OH [@detet al, 1997]
Les Iésions aux bases sont trées hoeuses [Cadett d., 1997]; la

Figure 10 présente quelques unes de ces l&sikmes nodifications des pyrindines
proviennent principaleemt de l'attaque des iicaux sur le cycle amatique en C5 et C6.
Ainsi, dans le cas de la thyme, 60 % des attpies se feront paraddition sur le C5, 35% par
addition sur le C6 et 5% pabstraction d’un hydrogerkl grouperent méthyl [Cadett al,
1997]. En e qui concerne les purines, I'addition des radic&bt se fera sur les at@s C4,
C5 et C8, ce qui emera a la forration de fomamdopyrimidines ou de dérivés 8-oxo [Cdde
et al, 2003].

Les domnages aux bases peuvent avoir deesgguences létales ou mutagenes pour la
cellule. Ainsi, les dérivés Fapy blogquent lajonité des AN polymérases impliquées dans
la réplication [O’Connoret al, 1988, Asagoshet al, 2002] ou peuvent, as rarenent,
provoquer des erreurs de lecturaetagene [Viederholt & Greenberg, 2002] alors que la 8-
oxoguanine est principaleamt unelésion nutagene [Shibutargt al, 1991; Moriya et d.,
1991 ; Moriya, 1993].

La cellule a toutefois @eloppé @s systéeras de réparatioefficaces pour réper ces
dommages (voir plus loin) et ces Iésions sofparées a 80% dafes 15 ninutes suivant

I'irradiation.

1. 5. 3. Les sites abasigs

La radiolyse de 'ADN peut égafrent conduire a la perte de bases. Tel peut étre le cas
lorsque I'attaque du radical hydroxyle se fait sur les a®@1’, C2’' ou C5’ du sucre ou sur
la base. B liaison N-glycosidique pouvanétre brisée sans rupture du squelette

phosphodiester, il y a ainsi foation de sites abasiques.
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Figure 11. Structure des sitesailtabiles formés apes attaque demdicaux hgroxyles sur
la base et sUes atanes C1, C2' et C du sucreTéoule, 1987]

Si ces lésins ne se traduisemas par une cassure de laicke nucléotidjue enmilieu
neutre, des coupures peuvent toutefois étwvélé@és en nlieu alcalin. Ces domames sont
connus sous le norde «sites alcali-labiles> (ou ARB pourAlkali Revealed BrealsPar
traitenent a la pipéridine (1M, chauffage a 90°C pendarB80 minutes), la ligson
phosphodiester peut étre rpoe [Chunget al, 1992; Cadetet al., 1997], révélant ainsi des

coupures dans la chaine d’ADN.

1. 5. 4. Les pontages ADN-protéines

Des pontages ADN-protéines peuvent étre fordeefacon naturelle lors de la cpattion
de I'ADN dans le noyau. L’irradiation desellules provoque laofmation de liaisons
covalentes suppléamtaires entre 'ADN et ledistones ou d’autreprotéines nucléaires
[Oleinick et al, 1986]. Des travaux ont permis deettre en évidence la foration de
pontages, notamemt aeitre la tyrosine et lacytosine [Gajewski et 2daroglu, 1990], la
tyrosire e la thynine [Margolis et al, 1988; Weir Lipton et d., 1996] et la lysine et la
thymine [Dizdarogluet al, 1989].

A faible dose, l'irradiation de cellulede mammiferes provoque quatre fois plus de
pontages ADN-protéinegue de CDB [Barkeet al, 2005]. Pour de plus hautes doses, le
nonbre de pontages atteint amximum qui correspond au ndmre de sites d’attachemnt sur
la matrice rucléaire [Ramakrishnanet d., 1987]. Les cellules de ammiferes sont capables
de réparer les pontages ADN-protéines, netdrpar excision de nucléotide (NER, voir plus
loin), ce qui aboultit a la restation de la séquence d’ADN [Barketr al.,, 2005].
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1. 5. 5. Les sites a dommages multiples

Lorsqu’un rayonnesmnt ionisant traverse umaolécule d’ADN, unecombinaison de deux
ou plusieus dommages sur une cotgr digance(1-4 nm) forme un site alommages mltiples
(ou MDS pour Multiple Damaged Side Les lésios impliquées dans cesomhmages
conmplexes peuvent étre des bases oxydées, itdssabasiges et des cassures il brin, le
type de lésions retrouvées dans les MDS déperidetenent de I'environnemnt [Sutherland
et al, 2002].

Figure 12. Superpositiod’un segnent d'ADN et de la projection 2D de tracawmodéli®es
d'un électron de faible énergie (58¥) et dune particule. (4 MeV). Les sitesa dommages
multiples générés par cette silation conprennent, pour exerple, des cassures gita brin,
des pontages ADN-proté&r{Pr) et des basesdommagées (X)d apres Goodhead, 1994]

Le concept de sites a dommagesitiples a été introdit par Ward en 1988. Leur
existence a d’'une part été prédite padglisaion des structures de traces [Brenner &rtly
1992 ; Goodhead, 1994] et elle a d’autre p&&tnse en évidence par Sutherlatdal (2002)
in vitro sur de ’ADN nu et ainsi que sur HADN de cellules huraines irradiées.

Les sites a domages miltiples sat des Iéons grave pour la cdlule. En efet, deux
CSB fomées sur des brins opposés peuventltgrsan une CDB potentiement Iétale, la
plus sinple des MDS. De plus, au contraire d&sions isolées qui sogénéralerant réparées
efficacenent, la répartgon d'une lésion a linérieur d’'unsite adomneges nultiples eg

nettenent plus difficile [pour reve, voir Wallace, 1997] et petertrainer la formation de
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cassures double brin. Blagtl& Wallace (2@1) ont ainsi nontré que les sites a dorages
multiples formés chezE.coli par irradiation sont convertisn cassures double brin par la
glycosylase Fpg lors du processugégaration par excision de base.

Afin de lutter contre legffets délétéres deMDS, la cellle a nis en place des pressus
qui retardent leur formation. I a eneffet é& montré qu’une hiérahisation des processus
réparateurs peut grécher la forration de casures par les sienes de réparation eurémes
[David-Cordonnielet al,, 2000 et 2001 ; Eot-Houllieat d., 2005].

Figure 13. Schéa décrvant le proessus d réparation par &cision de basede MDS
contenant un8-oxoguarmnie opposée a une casssireple brin [Harrisonet al, 1999]

1. 5. 6. Facteurs modifiant la radiosensibilité de '’ADN

Un certain noraore de substancesadifie I'action des rayonneamts ionisants.

Les radio-protecteurs sont des substancdsdguinuent les effets de [lirradiation.
Plusieurs types de radio-protecteurs @b¢ étudié, notamment lesémux [Spotheim
Mauriza et al, 1992], les polyames [Spotheim-Maurizadt al, 1995; Syet al, 1999] et les
thiols [Savoyeet al, 1997]. Leur ation protectrice peut-&rdue soit a la capture des radicaux
hydroxyles, soit a une réparation chingue» des dommags a 'ADN par don d’'un atom
d’hydrogéne comme dans le odss thiols [SpotheiiMaurizot et d., 1991]. Les protéines
fixatrices de I'ADN telles que MCL1 jouent égakent un rde radio-protecteur en protégeant
tresefficacenent leur ste de fixationcontrel’attaque desadcaux hydoxyles; ellesagissenh
donc par rasquage physique [Isabek¢ al, 1993].

D’autres substances vonugmenter les effets de lhadiation, en provoquant une
modification de la structure déA DN, en inhibant la répation des |ésions produites par

I'irradiation ou en blogant la synthésee I'ADN. C’est le cas du cuivre [Savoy al,
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1996]. L'oxygene est le plus portant des radio-sensibilisateudsns la cellule [Frankenber-
Schwager, 1990] et il conliie a la fixation des radiédions [SpotheirMaurizot et al.,
1991]. L'Oxygen Enhancement RaflOER) perret de quantifiele pouvoir sensibilisateur de
I'oxygene. Il représente le rappales doses nécessaires poueniotun effet radiochingue

ou biologique pour un systénirradié en absence ou en présence d’oxygene. Il faut noter que
ce sont surtout les effets des rayonaets abas TEL quisont influencés par la présence

d’oxygéne.

D’autre part, de nobreuses études ont dénré que la probabilitédle coupure simple
brin induite par irradiation dépd fortenent de la structure de 'ADN [Sy et al., 1997] et ce
pour des raisons d’accessibiliténome vu pécédemrant. Des calculs ont été réalisé pou
différentes fomes d’ADN [Michalik et al, 1995], notamrmnt pour 'ADN en forne Z
[Tartieret al, 1994] et en quadruplex [Tartieral, 1998 ; Rgusoveet d., 1999].

Les domnages induits par des rayonnemts ionisants varient égalemt fortenent avec
le TEL de la particule.

Tout d’abord, les effets directs sklent augnenter avec le TEL de la particule. Roets
al. (1990) ont évalué la proportion d’effet diredans une cellule a 80% dans le cas de
particules a haut TEL et 35% ddescas de particules a bas TEL.

Ensuite, la conplexité des dommages augntent avec le TEL. Friedlarad al. (2003) ont
simulé I'effet de protons de TEL variable et irs électrons secondss sur une molécule
d’ADN et ont montré que les rendeants enCDB augnentent avec le TEL des protons.
D’autre part, les particules a haut TEL gé&m des grappes d’ionisation beaucoup plus
denses que les particules a bas TEL et cepgsagiionisation sont probablent impliquées
dans la production des dormages complexg¥®Vard, 1988]. Les propodns relatives de CDB
et de dommages uttiples augnentent donc aac le TEL de la particule [Michalik, 1991
SpotheimMaurizot et al., 1990; Goodhead, 1994 Holley & Chatterjee, 1996 Rydberg,
1996].
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1. 6. La radiolyse desprotéines

Les radican réagissenavec les acies anmeés, les peptides et les pro&srpar abstraction
d’hydrogene, transfert d’élecimn ou addition. Les domeges oxydatifs induits sur les
protéines par les radicauxbies peuvent conduire a desodifications structurales
(dimérisatiols par patage inte ou inter-protéines, aggrégatis, fragmentations,
réarrangerents, nodification des acides dnes) et fonctionnelle (perte d'activité
enzynatique, altération du processus de protéolyse).

Le radical hydroxyle, groupemt électrophile oxyde préférentielleent les sites a forte
densité électronicu et ce raidal va attaquersoit le squelette gptidique, soit ls chaine
latérales. Corpte tenu de la divet® des chines latérales des acidesia@s, de nofareux
radicaux peuvent donc étre fokgsuite a I'attaque radicalaire.

Gosheet al. (2000) ont montré que la probabilide réaction du dical hydroxyle était
plus grande avec les chaines latérales qu'avec.|@&ce que les liaisons C-H des chaines

latérales sarplus accesbles au solart, et dorw aux radicax, que la liaison C-H.

1. 6. 1. Attaque de la chaine peptidique

Les radicaux hydroxyles réagissawec le squelette peptidigpar abstraction de I'atoen
d’hydrogene du C. Deux voies rgeures peuvent emer auclivage du gjuelette pefidique a
partir d’'un radical C" (voir Figure 14). Elles impliquert toutes deux la foration de radicaux
peroxyles sur le Cconme internédiaires obligtires, ce quexpligue la nécessité d'radier
les protéines en présence d’oxggéour obtenir des rendents significatifs en coupures. La
premere voie consiste en une élimination de H@u radical peroxyl, I'inme formee étant
ensuite hydrolysée poformer des especes @a et .-dicéto [Garrisson, 1987]. La deuxieme
voie repose, quant a elle, sur unscission du radical alkoxyl, forgnsoit directerant a partir
du radical proxyl sdt par formation d’hydrogroxide et dconposition [Davies & Dean,
1997]. Il faut égalemnt noter que la chaine pielique peut étre clivée suite a une attaque de
chaines latérales et transfert de dommages (voir plus loin).

Dans le cas de peptides d’alanine 99@es rattaux fornés le seronsur le C.. Ceci es
dd au &it que la ch@ne latérale de I'alaine favorise I'adoption dine confomation plane du
radica C ., cequi maximise sa stabiletion par leggroupenents anine et carboyl voisins
[Hawkins & Davies, 1998]. Le pourcegia de radicaux forés sur le C diminue netterent
pour les acides amés dont leshaines latérales vont formersdedicaux plus stables que le
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radical C. ou tout simplerent pour des raisons d’encombrent stérique qui dimmue

I'accessibilité des radicaux hydroxyles au.C
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Figure 14. Mécanimes declivage de la chak peptidique apres abstraction d'un atome
d'hydrogéne diC . [d'aprés Hawkins &Davies , 200]L

Des calculs théoriques onomtré que l'attaque sur le .Grariait également en fonction de
la structure des protéines. Ue part, les structures seclaires et tertiaires sont
déterninantes car elles adulent I'accessilité des radicaux en solution aguelette
peptidque. D’autrepat, la stafilité des edicaux centrés sule C. varie en fonction de la
structure secondaire. L’abstteon d’'un atone d’hydrogene awera ainsi préférentielleent
pour un radical C stable. Or, pour une stabilisatioraxirmale par les groupeents anine et
carboxyl voisins, le radical Cdoit étre coplanaire. Il a ainété nontré aqie lesstructures en
feuillets antiparallélesfavorisaien I'attaque sule C., au contraire des hélices[Rauk et
al., 1999 ; Rwk & Armstrong, 2000].

1. 6. 2. Attaque des chaines latérales
1. 6. 2. 1. Attaque des chaines latéral@es acides aminés aliphatiques
Comne cela a été ontré précédemment, l'attae du rattal hydoxyle sur les résidus

glycine et alanine ré#e principalenent enl’abstrag¢ion de I'#ome d’hydrogene du C Pour

32



Généralités Radiolyse des protéines

les atres acides amés aliphatiques, la chaimlatérale ieprésentea cible préféretielle des
réactions radicalaires et lalsgtivité d’'attaque duadical hydroxyle dépwel fortement de la
présence de groupents fonctonnels pouvant stabiliser lesdicaux nouvellemnt formés.

L’abstraction d’'un atom d’hydrogéne arrivera ainsi préférentiellemt sur le carbone
voisin d’'un grouperent a forte densité élecmmue qui stabilisra le radical nouvelleent
formé. C’est le cas des groupems hydroxy dea sérine et de la thréonine [Ruségial,
1977], des fonctions carboxyl déspartate et du glutaame, des fonctions aides de
I'asparagine et de la glutane ainsi quedu grouperant guanidne de l'arginine.

Au contraire, la présence d’'une fonctioniaenprotonée, telles que celles éiggsur la
chaine latérale de la lysine ou en, @éfavorise I'attaque radic@la et ce sonles atones
d’hydrogéene des groupeamis situés loin du groupgent amine qui seronpréférentiellerant
perdus. Dans le cas de la lysitesliaisons CH en C4 et en C5 serbles sites najeursde
I'abstraction d’H [Hawkns & Davies, 1997].

Dans le cas de la valine et de la leuciieydation se passe par abstraction d’'un atome
d’hydrogene d’'un groupeent méthyl. Pour la valine, la réactionemant a un radical centré
sur le C3 est Iégeremnt plus favorable [Fwet al, 1995] que celles amant a des radicaux
secondaires ou priaires. Pour la lysind;amine peut réagir avec un groupemh carbonyl
nouvellenent formé et donner une base de Schiff [Fu &De1997].

1. 6. 2. 2Attaque des chaines larales desacides aminés aromatiges

La présence d’'un cycle aratique résulte quagivariablenent en une addition du radical
‘OH sur cecycle, I'abstraction d’hydrogend’'un grouperent méthyléne ne représentant
gu’un phénorane ninoritaire. Il es important de souligregue la présemade substitants su
le cyde aranatique peut décter pls ou noins fortenent la séletivité de position.

Dans le cas de la phénylalanine, I'attaque par le radehdonne un @ange d’isongéres
0-, m et p-tyrosine [Dizdaroglu & Sim, 1980 ; Maskost al.,1992b].

OH OH OH OH

—
- _H H
00’
0 O, 0% Q
CH —> —> —>
HZ

2
HZN—l—COOH

H
Figure 15. Attaque du radial hydroyle sur lachaine latérale'an résidu phéylalanine

Au contraire, I'addition deOH sur la tyrosine est beaucoup plus sélective, le substituant
hydroxyle ayant un effet directioel fort [Steenken & O’Neill, 1977]. En présenc
d’'oxygene, l'addion d'O, est rapdenent suivie d'ure élimnation de HOO & de la
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production de 3,4-dihydroxyphémyanine (DOPA) [Giesegt d., 1993; Jainet al, 1997].
La dimérisation de radicaux neutres phénogginne quant a elle des dityrosines (Karmm
al., 1984; Audetteet al, 2000). Il arrive égaleent nais tres rarerent que des attaques
multiples covertissen la tyrosine en T®A (2,4,5-trihnydrayphénylalanine)Hugginset al.
(1993) ont montré que la DOR la di-tyrosine sont désdicateurs de dommages oxydatifs

des protéines.

HO_ 0O 2 oH
H H OH
OH OH

+HoO —»

CH
2 2
HN+COOH HN+COOH HN+COOH o0 oo
H H

Flgure 16Attaque du radial hydro>y|e sur lachaine latérale'an résiduyrosine

Dans le cas du tryptophane, le radical Oldtpeadditionner sur le cycle benzénique ou
sur la liaison C2=C3 du noyau pyrrole [Maskatsal, 1992a], les deux attaques se faisant
dans un rapport 40:60 [Solar, 1985]. L'attagluenoyau pyrrole peut mener a une ouverture
de cycle et a la foration de N-formylkynuréine, produit de dégradion bien caractérisé
[Josinovic et al, 1993 ; Finleyet al, 1998].

La formation de N-formglkynurénine pourna étre utilisée comme anqueur de
I'oxydation des résidus Trp dates protéines mis ce n'est pale cas car ce composé est
egalenent généré eaymatiquenent [Davieset d., 1999].

H O
HO H H
Y Y
H “— H
N CooH H,N COOH COOH

H

Figure 17 Attaque du radial hydroyle sur lachaine latérale'an résidu typtophane
Les réaction entre les radicaux hydroxyles dtiktidine sont corplexes et les prodis de

ces réactions n'ont pas encore été gletenent caratérisés. Les réatons initides sont des
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additions du radical sur le noyauigtazole, pringdbalenent sur les carbones C2, C4 et C5. Les
radicaux ainsi forms sont stables et vordagir avec I'oxygene podormer notamment du
2-oxohistidine, de l'asparagine, de l'acidspartique, des hydropesales et des dérivés
hydroxylés Uchida & Kawakishi, 1993].

NM . /NN
7 + OH
<N | HN_ <N HN,
H \ H OH
HO

(0]
N
{N | HN — 2-oxohistidine
N AN

Figure 18 Attaque du radial hydroyle sur lachaine latérale'ain résidu histidia

1. 6. 2. 3. Attaque des chaines latdes des acides aminés soufrés

La réaction des résidus cgsie avec les radicaux OH geoduit rapiderent et quasi
uniqguenent par abstraction de I'hydrogendgu grouperant thiol [von Sonntag, 1987
Wardman and von Sonntag, 1995]. En prase d’oxygéne, les radicaux thiyl Réhsi formés
donnent des especes peroxy RSQ@ dimérisation des radicaux thiyls peutener a des

pontages intra- ou inter-prob&s [Wardman & von Sonntag, 1995].
RSH OH o RS

RS O o RSOO

RS RS o RSSR

Le groupement ibéther de la @thionine eségalenent attaqué par le radical OH. Agsn
(1979) a nontré que cette attaque uie principalenent d’'une addition @ I'atome S (80 %)
et minoritairerrent d’'ure absraction d’'un atame d’hydrogéne (20%). En alerce ou en
présence d’oxygene, les réactions suivaritecattaque ant conplexes et mnent a de
nonbreux produits. B le clivage des lissons C-S-C est é&s peu probdb, les
décarboxjations soh fréquentes par trangert des dmmages sur les gupenents
carboxyliqle ou anine [Hiller et al, 1981; Bobrowsket al, 1991]. En pésence d’oxygéne, il
y a égéement formation de néthionine sifoxide RS(O)CH et sulfone RS(QLH; [Asmus,
1979].
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Figure 19 Attaque du radial hydroyle sur lachaine latérale'an résidu méthionine

1. 6. 3. Transfert de dommages

a) Transfert entre chaine lagrale et squelette peptidique

Des tanskrts & dommages entrechaire lat&ale et squéette pepidique peuven se
produire, ce qui mdifie le renderant en coupure du squelette et les altérations des chaines
latérales: I'attaqe de baines latéles petiaing mener a un clivag du squelie peptidique,
ce qui peut étre iportant pour le protéines dont latructure secondaire lite I'accessibilité
des radicaux aux C

De nonbreux travaux montrent le transfateé radicaux es chaines latéralesrsle C.
mais peu de transft vas les chines latéales. Le radichC . étant trés stable, les transferts
ne se produiront probablemt qu’'avec de &s bons donneurs d’hydrogene tels que les thiols
[Davieset al, 1993].

Headlamet al (2000) ont démntré que lattaqee initide de la chane latérale de llanine
en C3 entraine la foration d’'un radical C-3 alkoxyl; la -scission de ce dical donne un
radical centré sur le Cqui menera au clivagealla chainepeptique ainsi qu’a la foration de
formaldehyde. Ce type de transfert est mm@canisre retrouvé pour les acd aminés
aliphatiques Val (oxydation en C3 et C4), Leny@ation en C3, C4 et C5), Glu et Asp (C3)
[Headlamé& Davies, 204Q].
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Figure 20 Attaque du C3e I'ananinemenant a une coupure deate

Les radiaux thiyles formés sur un résidu sy€ine peuvent égalemt jouer un réle dans
ce type de transfert [Nauser & Schoneich, 2003]. Grieefoal. (1992) ont par exepte
montré quele radical thyil formé sur leglutathion peut soustrainen Hde certains C situés

adéquatemnt sur la chaine peptidique.

b) Transfert entre chaines latérdes

Les réaction de trasfert ente chdnes laérdes sont de |l celles qui ont été le mieux
caractériséeset pus pmrticulierenment cellesimpliquant des radicaux déivés de daines
latérales armatiques.

La Figure 21 représémles potetiels de réuction de différents radicaux en fonction du
pH. Cela suggere que la cible finale de @iolyse de protéines soit un résidu tyrosine, ou un
résidu tryptophane en sénce de tyrosine [Prutz, 1990Joxydation des tyrosines se fait par
transfert d’électron, ceufjnécesite un contactidect ou va des internédiaires apgpriés, le
squeldte peptidique n’étant @s unebonne voiede trangért. Le tanskert d’éledrons dépenl
de la $ructure secondire des priines, les feuillets constituant destisucturesplus efficaces
pour le transfert d’électrons sureitongue distance que les hélice§Gray & Winkler,

1996]. Il semble se dérouler viarieseau de liaisons hydrogéne.

Figure 21.Evolution du potentiel de réductionle dfférents radicaux peptigiues en fonction
du pH d'aprés Prutz, 199.
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Ce type de réaction peand’expliquer la rajité avec lesogles certais résidus Tw, Trp
et Phe sont endonagés los de lirradiation, alors qu’ilssont enfouis dans le cceur

hydrophobe des protéines et danaccessibles aux radicaem solution [Prutz, 1990].

c) Transferts au niveaudu squelette peptidique

Les mesures de taux d’aigles détectés apreadiolyse de certaingeptides rontrentque
les valeus dotenues sont supéries a celles attelues. Cela suggére qu'il y aie des transferts
de domnages a thutres sites, av transfert acourte disance et généation de radicaux

supplénentaires.

1. 6. 4. Biochimie de I'aydation des protéines

Certaires nodifications décites ci-dessus sdnrévesibles. C’est le @s notamment de
I'oxydation des résidus ehionine La réparation des dommagesipse faire via deux voies
'espéce oxydée est réduite soit par un donneur adéquat, tel que la Trolox C, analogue de
tocophéro [Bisbby et al, 1984] soit par la réthionine sifoxide rédutase Moskovitzet al,
1996]. Les bases de Schiffrmées par réaction d’enanine sur un carboxysont instables et
constituent égaleant un type ddésion réwersible [Yim et al, 1995]. Il faut toutefois noter
que la fomation de bases de Schiff est rapigat suivie de réarrangeamts d’Amadori et que

la fenétre pendant laqelle la répeation est posble e$ donc courte.

L’oxydation des protéines a pu étreréée a différentes pathologies [Deztral, 1997;
Shacter,2000]. Une accumlation de carboylsa été rerarquée dans les tissulors di
vieillisserment airsi que chez le paties attéents ce la nmeladie de Parkinsonalors que
'aggrégation des protéines Ggest observée dans les arbsi rhunatoides. Enfin, la
formation d’hydro(peroxy)leucinesst const@e dans lesas de cataracte. Lgwroduits
d'oxydation de la valine et la leucine sont déjisés comra indicataurs de I'état d'oxydation
de certains tissusidiogigues comra les plagies dathéroscléorse a un stade awce, le

plasma de patiets diabéiques et le dstallin de @tients dteints de ctaracte.

Un des phénoames observés auws du vieillisserant est 'accuralation de protéines
oxydées par des radicaux libres. Le fonctione® nomal de la cellule implique une
élimination réguliée de ces wiécules altéées par wydation. Dans les celies de
mammiferes, il existe deux voies principalés dégradation des protéines oxydées, celle des
protéass lysosonnales et celle du copfexe protéasonal. Le protéasomm est un corplexe

macronoléculaire réunissant un grand rlon d’'adivités de dégpdation de protéines
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endommagées ou porteuses d'autres sigdaudégradation. Une des hypothéses avancées

pour expliqier I'accunulation de potéines alté¥es pourrait étre celleeda dimnution avec

'age e l'activité du protéasoen[Friguetet d., 2000].

Tableau 3. Constantes de réaction du radiidlet des acideaminés [Buxtonet al, 198] et
produitsde dégradation connus

acide aniné (MK?gl) produits dedégradation Référemes
Cystéine 3.410" RSOOH, cgtine Armstrong (1990), von &ntag
(1990),Berlett & Stadtran (199)
tryptophane  1.310' 5- ou7-hydroxytryptophare Maskoset al. (1992a), Josiovic et
N-formylkynurenine (NFK) al. (1993), Fnleyet al, (1998)
kynurenine (KYN)
Tyrosine 1.310% di-tyrosine Karam et al. (1984),Maskas et al.
3,4-dhydroxyphérylalanine (199D), Heineckeet al. (1993),
(DOPA) Hugginset al (1993), Giesegt al.
(1993),Jainet al. (1997),Audetteet
al. (2000)
Méthionine  8.510° méthionine sulfoxide RSCH3, Asmus (1979), Hilleret al. (1981)
methionine sulfone RS@H3 Bobrowskiet al. (1991), Vogt (1995)
phérylalanire 6.910° o-, m et p-tyrosine Dizdaroglu & Simc (1980) Maskos
et al (192b)
Histidine 510° 2-oxo-istidine, acide aspartique, Uchida & Kawakishi (199)
asparagine
Arginine 3510° acide 5-hydray-2-aminovalérique Ayala & Cutler (1996)
Isoleucine 1.810° hydroperoxydes d'isoleucie Gebicki & Gebicki (199),
Leucine 1.7 10° hydroxy- et hydroperoxy-leucines ~ Fu & Dean (1997)
acide isovalériquasovaléraldéhyde
Vaine 8.510® Hydroperoyvalines Fuet al (1995)
Lysine 3510° hydroxy- et hydroperay-lysines Morin et al (1998),Hawkins &
Davies (1997)
Proline 3.110° hydroxy-et hydroperoxy-prolines,  Ayala & Cutler (1996), Utida &
acide 5-hydrmy-2-anminovalérique Kamakichi (1990)
2-pyrrolidone
Glutanste 1.6 10® hydroperoxyde d’acide gitanide Simpsonet al. (199), Gebicki &
Gebicki (199)
Glycine 1.710" acide 2-anino-malonique Copleyet al.(1992),Wheelaret al.
(1989)
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2- Le répresseur ¢ I'opéron lactose

Les effets des rayonnemits ionisants ont pmérement été étudiés sur un systérde
régulation de I'ADN, le systeende I'opéron lactose.

2. 1. Structure et fonction du répresseutac

2. 1. 1. Géneéralités

Depuis sa écouverte ed961, le syenme lac répresseur- lac opérateur dEschericha coli
est un paradigm pour & conpréhension de larégulation génique et des interactions ADN-
protéines [Jacob & Monod, 1961].

Les bactéries trouvent noatement leur surce de carbone dans leéabolisne des
sucres. Biemque la source de cambe préférée dé&.coli soit le ducose, la bactérie peu
égalenent utiliser d’autres sucres tels que legalactogdes. Leur catabolisenmet en jeu
trois enzymes: la lactespernéase, la -gdadosdase tla thogalactosde tranacéylase. Les
génes codanpour ces mtéines - respectiveantlacZ, lacY et lacA - sont organisés en un
opéron et leur expression est sdascomnande d’'une protéinede régulation nommeée
« répresseutac » (voir Figure 22). llIfaut noter que l'opéroac es égalenent sous le

contr@e d’un activateu mais ce nécanisne de r@ulation ne era pas étudié dans ce travalil.

Figure 22. Organisation des germglant pour les protéinespliquées dans lmétabolisme
du lactose chek.coli.

Le répresseutdac, protéine tétramégue, se ike a des sfuences d’ADN appelées
opérateurs et désignées, @° et O (voir Taleau 4). En absence de lastple répresseu
tétranerique est fixé assséqence opératricermcipale G. L'efficacité de la régiation es$

augnentée par la présence desusdmes opératrices aliaires G et O puisque la fixation
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simultanée d’'un tétragre aux ges O et & (ou O) engendre la foration d’'une boucle
d’ADN, ce qui bloque 'ARN polynérase [Kraner et al, 1987, Oehleet al, 1990; Eismann
& Miiller-Hill, 1990].

Figure 23. (aModele deboucle de répressioh ¢wis et al, 1996] dans lequel le répresseur

tétramérique(en rose) & fixé sur leséuences opératricés' etO® (en rouge) une courbte

de 40° est appliquée a IBN B. (b) Boucle dADN formée par leépresseulac fixé sur deux

séquences opératricet observée pamicrographie électronique [Knderet al, 1987.

Lorsque du lactee e$ présent dans le ilireu, ure petitepatie de celactose escaalysée
en allolatose. Cet indateur raturel [Jobe & Bougeois, 1972] se fixe aépresseur et induit
un changemnt de conforration de ce dernier quliminue son affinitgour les opérateurs et
pernet a la polyrdrase de comencer la trasaiption. |l existe d’aures sucres ingteurs,
appelés inducteurs gatuits, tel que l'isoppyl- ED-thiogalactogde [Riggset al., 1970], qui

ont le méme effet que I'dlolactose su le sysene.

Figure 24. Inducteurs naturel (allolactose) et gratuit (isogteD-thiogalactoside ou IPTG)
du répresseur au lactose

2. 1. 2. Séquences opérateur

La séquence opérateul €st une séquence quasi-palindique de 21pb dont la syémie
est brisée par des variations déasdeux demséquencespgérateurs et par la présence d’'une
paire & bags centrale GQC (voir Tableau 4). Elcon & Matthews (2000) ont wntré que des
altérations d la séquence opératetelles quun changerent de la gire de base centrale, une
modification de I'espaement entre les deiropérateurs ou de la s@rne de la équence,

avaien des conséquetes inportantes su l'affinité et I'dlostérie. Ce trawail souligre
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I'im portance de la séquence d’ADN et de laifigité conformetionnelle de la protéine pour
la conplexation. Il a @r exenple été rontré que le répresseur se fixe avec une affinité

environ huit fois plus grande & une séquenceésyjone gauche, &" -

sauvage(Qgata & Gilbet, 1979 ; Sakkret al, 1983].

Tableau 4. Séquences opératrisasvaes (O, O° et O3) et séquencesmsgtriques gauche
(OY™D) et droite (O™RY)

, qu’a la séquence

ot 5-AATTGTGAGC ] GATAACAATT -3
3I- TTAACACTTCG®G c CTATTGTTAA -5
0? 5-AAATGTGAGGC G AGTAACANRACTC -3
3-TTTACACTCG®G c TCATTGTTGG -5
o 5- G GCAGTGAGTEC B CAACGUCAATT -3
3-CCGTCACTCG c GTTGCGTTAA -5
ot 5. AATTGTGAGTC GCTCACAATT -3
3-T TAACACTTCG CGAGTGTTAA -5
oyR 5. AATTGTTATTCC GGATAACAATT -3
3-T TAACAATAGG CCTATTGTTAA -5

La constante d'éqdlibre de linteraction répesseur-ograteur dans un tapon standard
(force ionique 50 M) est de I'ordre de & M™ [Riggs et al, 1970; Culard & Maurizot,
1981]. La fixation de I'inducteur dimue cetteconstante d’'un facteur 1000. Le répresseur
interagit égalemnt de maniere non-spécifjue avec des séquences d’ADN non-opérateur
[Schnarret al, 1983]mais ces intesictiors sont netterent plus ibles (K= 4.1d M™).

2. 1. 3. Le répresseulac

Le répresseulac de E.coli est une protéine homotétréngue (4 x 360 acides angs)
constituée d’'un digre de dingéres et cormpose de domnes fonctionnels distinc{&igure
25), isdables par mtéolyse les headpieces(peptides Nermnaux d’environ 60 acides

amnés) et lecore (congitué des etténités C-ternmales des 4 protoenes).

Figure 25. Représentation de la struettetranérigue du répressir lactose dauche) et de
domaines fonctionnels: Idseadpiece®t le core (droite) [structurePDB 1LBG daprés Lews
et al, 196].
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Figure 26. Stcture primaire dinmonomere de répsseur

Les headpiecegFigure 27) constituent les damesde fixation du répresseur a '’ADN et

elles se fixent a raison deh2adpiecepar ségance opératrice [Cularet al, 1982]. Chaque
headpiee forme un pet domaine globulaire dntle cceur hydrophobe est cting de trois
hélices . (résidus 6-13, 17-24 et 32-45), les dgugnieres hélies brmant un notif hélice-
tour-hélice (motif HTH)qui va interagir avete grand sillon de I'ADN. Ce type de motif est
rencontré dans de ndmeuses protéines degidation chez les procaryotes [Harrison, 1991].
Des études de RMN]ijper et al, 1996 ; Spronket al, 1996, Kalodines et al, 2001 et 2002]
ont nmontré que la région coposée des résidib0 a 58 @éxnon streturée en agerce d’ADN

et forme une hélice. lorsque le répressewst fixé a sa séquence opératricedlide airsi

formée, appelée I'hélice eharniére», se fixedans le petit sillon, pvoguant une corbure de
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I’ADN de 45°C [Chuprinaet d., 1993; Slijperet al, 1996.]. De plus, Slijpest al. (1997) ont
egalenent prouve que la boucle st entre lesdiices Il et Il devien plus rigide en présence
d’ADN.

Figure 27. Fxation de dax headpiecessur la séquence opératrifgructure PDB 1LBG

d’aprés Lewist al, 196]

Les nonbreuses intedions obsevées ene& la headpieceet I'opérateur peuvent étre
divisées en deux typescelles inpliquant lesrésidus du mtif HTH et celles irpliquant les
résidusde I'hélice clarnére qui interagisent repectivement avec le grad sillon et le petit
sillon de 'opérateur [Spronlet d., 1999].

De nonbreuses liaisons H sont foées entrées phosphates des sesret des résidus du
motif HTH (Leu6, Ser®, Thrl9, &r21, Asn25 Val30, Ser31 et Thr34 Ces résids sont
égalenent inpliqués das des contds spéifiques avec ds bases situéatans le grand sillon
de 'ADN (Thr5, Leu6, Tyr7, Serl6, Tyrl7, @l8, Ser 21, Arg22, Asn25, His29, Thr34 et
Tyr 47) et parmeux, les résidus Tyrl7 et Gldkont les résidus les plusportants pour la

reconnaissance spécifique de Eoateur.

Figure 28 Interactionsheadpiece- headpiece entre les hélice charniéresd’un dimere
[d'aprés Spronlet al., 1999
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Kalodimos et al. (2001) ont ns en évidence le roldéteminant des hélies chaniéres
pour la stabilité des caplexes répresseumpeérateur. Ces hélices foemt en effet de
nombreuses interactions avec le petitaillde 'ADN: Asn50 et ®u54 fixent I'hélice a
I’ADN via des liaisons H avec les phosphates, Blabeu 56 et Ala57 sont ipliqguées dans
des interactions hydrophobe et Leu56 s’interégalenent dans la paire de base centrale et
est responsable de la distorsion de ’ADN.

En plus des interactions protéine-ADN, flamation d’une interface protéine-protéine
entre les deux hélices charniéres d’'uémma dimere est nécessaire ad#bilité de celles-ci
[Spronket d., 1996]. Ainsi, de nofireux contacts hgrophobes sont établientre les chaines
latérales des résidus Val52, Ala53, Leu56dens une windre nesure, GIn55 [Spronkt al,
1999].

Figure 29. Corparaison des interaacins proéine-ADN dans ds deux demi-sites du cpiexe
HP62-opérateur. (A) Sché récapitulatif desnteradions dansles demi-sites gauchet droit. (B)
Représentatio des sous-domaines globulaires droigatiche (résidus 1-49).es résidus impliqués
dans les interactions protéine-ADN soaprésentéen jaune [Kala@imoset al, 2002]
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Le core qui englobe les acides aminés 62388t subdivisé en 2 sous-daimes N-
terminal (résidus 62-1@& et 293-3D) et C-teminal (résidus 162-289 et 321-329). Le site de
fixation de l'indwcteu est locali¢ a la jonctia de ces deux sous-daimes et la structa

tétranérique du répreeur est dua des interactions entre résiduscoue

Figure 30.Stucture du cag et inducteurgtructure PDB 1lbh ‘dprés Lewiset al, 196]

L’'organisation de protoares derépresseuen dineres [Lewis et al, 1996] est due a la
formation d’interations entremonomeres. La plupdrde ces contats ot lieu au veau du
core ou quatre cluers d’acigs aminés créerune interfacenonomere-rononere (réglus
70-100, 221-226, 250-260 et 275-285). Dagdations de ces résidus ment a des protéines
mononeriques [Chen & Matthews, 1992b ; Chaetgal, 1998].

La téramérisationdu répresseulac est de quam a elle a lsstructuration des héliceBC-
terminales (résidus 340-357) qui s’associentun paquet d’hélices oufeur-helix bundle»
[Alberti et al, 1991; Chakerian & Matthews, 1991; Chakeriat al, 1991; Chen &
Matthews, 1992a].

L’hypothesede tansition allogrique dans lguelle la fixation ¢ I'lPTG dininuerait
I'affinité du répresseur pourADN est une déduction directe econparaison des structures
du répresseur fixé a ’'ADN [structure PDB 1EBHmApres Bell & Lewis, 2000] et aihducteur
[structure PDB 1LBH d’aprés ewis et al., 1996].

De nonbreux travaux ont suggéré que fxation de linducteur provoque une
réorientation des sous-dames N-terrmaux du core ce qui altére les interans
spécifiques inter-doaines a I'interface du direre [Spronket al, 1999; Bell & Lewis, 2000].

Par conségent, les héces charreres sont daacées hors du petitllen et les interaions
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protéine-potéine au nieau de ces hélices sawimpues; cela provoque la déstructuration de
celles-ci et, finalerent, une chute drastiguel’affinité du répresseur pour 'opérateur [Lewis
et d., 1996; Spronket al, 1996; Bell &Lewis, 2000; Markiewiczet al, 1994; Paceet al,
1997]. Cette théorie est soutenue [es travaux de Falcon [Falcat al, 1997; Falcon &
Matthews, 2001] qui rontrert gqu’en fixant les #ices charreres de deuheadpiecepar un
pont disulfure, I'effet allostégue de I'lPTG disparait.

Il faut égplenent souligner que les imtctions fornées a linterface omomere-
monamere sont différentessuivant la conforr@ion du répresseur-fixé a I'ADN ou a
I'inducteur [Bell & Lewis, 2001]; les résidus dette interéce jouent donc un réle dans la
transition allostérique (Figar31). Les interactions élegstatiques entre Lys84 et Glul00,
GIn11l7 et Argll8 et His74 eAgp278 sont ainsi observédsrsque I'lPTG ed fixé au
répresseur, alors que ce€mes interactions st absentes lorsque le répresseur est fixé a

I'’ADN puisque les C de ces résidus sont éloignés de 3 Anfiseet al, 1996].

Figure 31. Intractions inter-sous-unités pourr@presseur fixé 3ADN [structure pdb 1LBG
d’'aprés Lewis et al., 199 et a linducteur §tructure pddlEFA daprés Bell ad Lewis, 20Q]
(a) interactions impliquant Lys84 a linterface du sous-daame N-teminal (b) interactions
impliquant la liaison His74sp278 alinterface monomére-nonamere (c) interactios
impliquant Arg118 &’interface entre le sous-doaine N-temminal du core d’un protonere et
la headpiecedu deuiemeprotonere.
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Les structues cristallogaphiquesne fournissah pas dinformation sur les @canisnes
sous-tendant le changent de confomation, Flynnet d. (2003) ont utilisé la dynaigue
moléculaire afin de décrire cetteansition atora par atora. Il apprait clairenent de ce
traval que la dynanque de lirduction dudimére est asymtrique: la fixation d'une
molécule d’inducteur a son site sur un prodoeninduit des changeamis qui vont se propager
tout d’abord sur ce monawe avant d’atteidre le secnd nononere. Ces radtats sont

cohérents avec les données biodlunes, génétiges et sucturales acanulées jusge la.

Comme matré a la Figure 30, le site de fixation de ihdudeur est situé dans leore Les
résidusimportarts pourla réponse a Ihductair peuvent étre diviseéen deux groupesles
résidus en contact direct avBinducteur & ceux fisant partie de l'inteefice nonomere-
mononere et donc essénls pour la trangion allostéique.

Les structures résadg par Lewiset al. (1996)ont pernis de déterimer les résidus
impliqgués dans la fixation de I'inducteur,itsgia des liaisons hydgene (Asn246 avec 02,
Arg 197 aec O3 et @, Aspl49 avec O6)it via des interactions hydrophobes (Leu73,
Ala75, Pro76, lle79, Trp220, Phe293) ou des interactions de mader Waals (entre le
groupenent isopropyl et Trp 220)Les travaux de Chang [Chamrg al, 1994; Chang &
Matthews, 1995]ont égalerant perns de situe Asp274 dans lesite de ixation de
I'inducteur.

Des expériences deutagenese dirigée ont peisnde déternmer les résidus présents a
I'interface monomre-mononére qui jouent unrdle dans linduction du systé@am C’est
notamnent le cas des résidus Argl97 [Spodtsd., 1991], His74 et Asp278 [Barry &
Matthews, 1999] et Asp88 [Charyal., 1994].

La séquence carboxyl-temmal du répresseucontiert un notif de glissiée a leaines
(résidus Leu342, Leu346, Leu349 et LebiB3Técessaire pour la tt@mérisation. La
substitution ou la détion de ces leucinedonne des formes dérques [Chakeriaret d.,
1991 ; Albertiet al, 1991] qui ont la n@éme affinité que le rémesseutetranérique vis-a-vis de
I’ADN [Bre nowitz, 1991] nais sont noins inductibles [Oehleet al, 190].

2. 2. Effet des rayonnements ionisaantsur le systeme de I'opéron lactose

La reconnaissance de séquences spécifiqueBN’par des protéines jouant un réle tres
important dans de nombreux processus delaégn, la question s’est posée de savoir si

I'exposition de coplexes ADN-potéines oude l'un de leurs composants a un stress
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oxydatif, tels que les radiations ionisantes, @iuaffecter le procesis de reconnaissance.
Afin de répondre a cette question, I'équipeétudé le conporterrent du conplexe lac

répresseutac opérateur sous irradiation.

Dans un premer tenps, il a été démwntré que lirradiation dinmue la fomation du
conplexe spéciique Epressewopérdeur en nilieu aéré Eonet al, 2001]. Ce complexe peut
toutefois étre restaé par ajout de protéinenon irradiée rais pas pal'ajout d’ADN non
irradié, ce qui rantre que les domages quiinhibent la fornation du comlexe sont ceux

infligés a la protéine, plus queux a I’ADN (voir Figure 32).

L’irr adiation détrut dorc le conplexe en nadifiant la capaité de fixation de la protéine.
Cette conclsion a été aafirmeée par la perte dmatique de capacité dexation du répresseur

irradié vis-a-visd’ADN non irradié.

Figure 32. (A Electrophoése en gel ratd de complexes répresseur-opérateur irradiés. Piste
1 : fragment dADN de 80 pb non irradi Piste 2-10 : coplexes épresseur —80 pb irradié (B)
Restauration du coplexe apreés addition de péesseur non irradié (piste 3) olABN non
irradié (pisted4) a un comlexe irradié avec 50Gy (piste 2). Piste 1: coplexe non irradié.
[d'aprésEoret al, 2001]

Il est intéresant de noter quia dcese nécesaire pour détive le conplexe irradié esplus
grande que celle indwst la pete totde de cpacité de ifikation du r@resseulibre (Figure
33). Cette différence de dose®mmire qie la protéine est protégée des rayonmr I'ADN
fixé, ce qu a égalerant été s enévidence par des calls d’accessillité des acides aineés
du répresseur aux radicaux Ol protection estiue a la déis & un nasquage physique et a

des effets caformationnels [Begusovat al, 2001].
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Figure 33. Pourcentage d’ADN fixg&u répreseu apres irradiatbn du corplexe (losangés
du répressedibre (carré) ou de IADN libre (cecles); résultas obtenus par anadg de gels
retard f'aprésEoret al, 2001]

Il a égalerent été rontré que lirradiationdu répresseur provoque des clivages de la
chaine peptidique et que les ions loundguisent plus de agures que les rayons La
fixation de répresseur irradié étant gaine pour les deux types de rayonremt) cela laisse
supposer que les coupures de phaie sont pas les dorages citiques pour l'interaction et
gue ce sont les adifications de chaines latéralgsi jouent un réle fondaental dans la perte
de capacité de fixation du répresseur.

Un modele a été dévagbpé au laboratoire [Charliet al., 2002] qui perrat d’expliquer de
maniere satisdisante les rédtats expémentaux; il postule que deux dommages
indépendants sont nécessaires animum pour inadiver le répesgur. Ce nodele a été
construit en deux étapes. Tout d’'abord, lenbee de cassures de la chaine peptidique est
considéré proportionnel a la @ost la distribution du nolbone de coupures par prot@re suit
une loi de Poisson. Deuxi@ment, le nodele dinactivation du répressar tient conpte de la
structure gaterraire (dmere de dirgres) etde l'organisation en doanes (deux sites de
fixation a I’'ADN, un pa dimére) du répresseues hypothéses ont été poséan protongre
est inactivé par mimum deux dommages, udimére est inactivé quand auoms un des
deux praomeres est inactivé et téramere est iactivé larsque les deuxdiméres lesont (var
Figure 34. En conbinant ces deuxnodeles, il enésulte ge les clivagsde chaines ne sont
pas respasables de I'inactivation de la potéine, qu doit &re pincipalenent due a
I'oxydation des chimes latéales ds acides aminés Ceci a confirmd ce quiavait été constaté

expérinentalerent.
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Figure 34. Hypothéses posées lors’'émbordion du nodéle dinactivation du répresseen
deux dommges. Un praimére actif(rouge) pet étre soit intact (rose), soit portéh u
dommage (bleu ou jaune) alors gu’'protonere inactif porte deux domages (gris). Un
dimére actif i;e. les deux protomres sont actifs) est rougen dimere inactif (.e. au-noins
un protongére est inactif) esgris [d'aprés Charlieet al, 2002].

Certains acides amés particuliererent oxydales (His, Tyr) sont en effetnpliqués dans
la fixation de lopémateur. Un des dommages possibles induyita les radatiors est la
formation de dityosines a partir de dux résidws tyrosil poches. Par nodélisation noléculaire
[Graset al,.2005], il a été mntré que ce type diomnagespouvait partiellerant expliquer

la perte de capacité dedition du répresseur a I’ADN.

Il faut remarquer que les radicaux hydroxylesoduits par la radiolyse de I'eau peuvent
réagir avec I'ADN, les protéines mais égatathavec de mobreux autres coposés. La
capacité d'm conposeé a réag avec les radicauOH en solution, c’dsa dire sa capacité a

capturer les radicaux hydroxyles sera appelée icpsamoir scavenger
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Les effets des rayonnements ionisants ontegait été étudiés dans le cas d’'une protéine
bactérienne de réparation I&DN, la formamidopyrimdine-DNA glycosylase (ou Fpg). Les
mécanisnes mgjeurs de réparation de 'ADN serotatut d’abord détaillésavant de présenter

la protéine Bg.

3. 1. Gééralités sur les mécanismes de réparat de 'ADN

Pour pallier les effets délétéres des agentomnageant ’ADN, la cellule a s en place
une panoplie de syst@® de rparation de son ADN. Sur leuripcipe, ces systees ont été
conservés des procaryotes aux eucaryotgermurs [Lloyd & Linn, 1993] mais leur
conmplexité a fortenent augnenté au cours deévolution, tant du point de vue du nom
d’enzynes inpliguées ge de la taille des caofexes nulti-enzynatiques et du nobwe de

protéines régulatrices.

Plusieurs stratégies peuvent aitdisées pour awtourner I'efet délétée d’'une Iéson; les
dommages peuventti& répaes @r réversion directe, @r reconbinaison ¢ par excigon-
resynthése.

Les systeras enzyratiques deréparation par réversion directe (ou Direct Reversal
Repair DRR) élimnent les Iésions en catalysdatréaction inverse éelle qui a conduit a
former ces lésions. Paires enzynas impliquéesdans ce type de réadion, les photolyases
vont réparer les lésionaduites par les UV [Caredt al., 2001]. Les alkyl-DNA transférases
vont quant a elles réparer les tmakkylées en catalysant le tséert du groupeent alkyl sur
le groupement thiol d’'une de leurs @ises [Segwick & Lindhal, 2002 Margison &
Santibanez-Koref, 2002]. Ces systsnde rparation ont pour avarga d’étre hautesnt
spécifiqgues,ce qui est égaleemt un désavantageuisque leur aabtalilité sera limitée. lls
n'ont donc @s nécesgrement été conserves par les organismes supérieurs.

La recombinaison homologueet le processus diténd4oining " sont les deux eies
prindpales de répaitton des CDB. En général, lieconbinaison homologue assure une
répaetion précise en utilisam le biin intactcomme modéle. D’un autre c6té, le pressus de
end-janing utilise trés peu ou pas les séquenbespvlogues et aligne puis ressoude les
extrénités cassées de I'ADN [Co2001 ; Thompson & Schild, 2002].
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Les systeras deréparation par excision-resyrthésesort de loin les pus utilisé par les
organisnes vivants et, contrairent aux systmes par réversion directe, ils nécessitent
I'intervention de plusiets enzynes ou de comlexes nulti-enzymatiques. Ils sohcaactérisés
par une premgre étape d’excision au cours kdguelle la Iésion est reconnue spécifigaem
et exciséepuis par une deuxiemétape ditede resynthése qui utilisgne polynmérase et um
ligase pour restaer la structure ‘@rigine dubrin endommagé. Ces systsnde réparation
peuvent étre sous-divisés enigieus sous-systeaes: la répartion par excision de base (BER
pour Base Excision Repairla réparation par excisiate nucléotides (NER poiNucleotice
Excision Repalret la réparation de éaapparierantsintroduits dans I’ADN néosyhétisé par
'ADN polymérase (MMR pourMethyl-directed MismatctRepairet VSP pouiVery Short
Patch Repaiy. Les nodifications de bases stédgnent peu encoforantes, telles qucelles
résultant d’oxydation, d’alkylation ou de s#mination, sont souvent réparées par des
systénes d’excision de basfSchaerer & Jiricny, 2001]A contrario, les Iésions plus
volumineuses (et qui peuvent dobloquer la réplication)}tels que les dimésede thynmes et
les grosadduits formés par différents agengénotoxiqes, sont régées pr le systeme
d’excison de nucléotides. Le systemMMR reconnait spécifiqueent le brin parental
matrice, grace a la athylation spécifique deelui-ci. Le system VSP reconnait quant a lui
spécifiquenent les nésapparierants T:G résultande la désamation des 5-éthylC en T.

Il faut toutefois noter qu’il este des redondances dans lages charge des lésions entre
enzymes a la fois d’'unméme systéra de répaiion (par exerples entre glgosylases) et de
systenes différents (NR et BER).

Les systeras de réparation sont essentiels dawsurvie des organiss et des mtations
au sein de génes codant pour des eegyte r@ardion st la cau® de cetaines maladies
génétiges. C’est le casotamnent du syndrone de Cockayne [de Boer & Hoeigkers,
2000] et duXeroderma Pigmentosumui sont dus a des défauts de fonctionendu
systéne NER. Certains cancers du colon, de I'endtven et des ovaires ont égaksm éé

associé a s nmutationsde genes impliqués @nsle MMR chez I'homme [Fisheret d., 1993].

La protéine Fpg appartenant aystenes BER des eubacties, @tte statége de
répagtion va maintenant étre détaillée, lasitres systéps étant vimntairenent éludés.
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3. 2. Le syseme BER

La réparation par excision de base ed#ié@ par les ADN glycosylases, enzys qui
reconnaissent spécifiquent et élimnent les bases endamegées dans I'ADN en clivant la
liasison N-dycosidiqle entre la ba® lésée et le désoxgbose. Lessites absiques qui en
résultent sot ensuite @ités par de endonucléses, polyrrase & ligase ain de restaier la
séquence originale de I'ADN. Ce traitemt du site AP peut se fi@ via deux voies
enzynatiques (voir Figure 35), une voieurte et une voie longue (SPR p&hort-Patch
Repair et LPR pourLong-Patch Repajr La voie qui dorme est la vie SPR, la voie LPR
étant dilisée comne alternative de secours pogliminer ces sites AP modifiés résistana
I'activité dRpase de Pol[Klungland & Lindahl, 1997].

Figure 35. Différentes voies du syene BER f'aprés Ide & Kotera, 2004]

Les ADN glycosylases peuvent étre classéederrx catégaes princpales, qui different
d'aprées lenm mécanisne catalytique. Lesglycosylases mnofoanctionnelles catalysdn
I'élimination de la base endanagée en uneseule étape, par une attaque d’'une molécule
d’eau sur le C1’' du substrat. Les glycosylals#snctionnelles utilisentjuant a elle une de
leurs anmes nucléophiles pour attaquer le’;d& conplexe covalent protéinedN (type
base de Schiff) ainsi forénsubit des réactiores cascade quiéne a une coupure de la chaine
nucléotidige en 3’ par un rcanisne de -élimination, suivi dans certains cas par une

coupure en 5.
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Les bases oxydées sont générat@nprisesen charge par des eyimes bifonctiomelles
tandis que les bases alkylée$watacile sont excisés paes enzyres monofonctionnelles.

Quatre superfailles structuraés d’ADN glycosylases ont étdentifiées jusqu’a présent
les superfantles des uracile ADN glycosylasédDG), desalkyladénineADN glycosylases
(AAG), des fomamidopyrimidine ADN glycosylass (MutM/Fpg) et des HhH-GDP (faie
dont les nembres possedent un site actif portdu notif hélice-hairpin-hélice suivi par une
boucle riche en Gly/Pret d’un résidu asparetatalytique) [Thayest al, 1995; Nashet al,
1996].

Les enzymes de la sup#anille de Fpg sontcamacté&isées par un motif d’interadion avec
I'ADN, le motif hélice-deux tours-hélice (HH), et par une extréité N-ternminale trés
conservé mntenant unrésdu Prd que tousles membres de ette superfamille utilisent
comme clé de I'attaque nucléophile.

3. 3. La formamidopyrimidine-D NA glycosylase

3. 3. 1. Généralités

Si l'activité Fpg a éténitialement découvee chez les bactéri¢€hetsanga & Lindalh
1979], des activités sitaires ontété plus récemment découvertdéez la levure [de Oliveira
et al. 1994; Auffret van der Kempet d., 1996; Roldan-Arjonaet al. 1997] et chez les
mammiferes [Besshcet al. 1993a; Besshoet al. 1993b; Radicellaet al. 1997]. Cette
glycosylase bi-fonctiomelle fait partie d’'un systera d’élimination des 8-oxoG appelé
« systene GO», systeme, qui fait intervenau moins deux autres egmes, MutY et MuT
[Michaelset al, 1992].

Cette dycosylase l-fonctionndle est uneprotéine nenomeérique basique, d’environ 31
kDa, dont la structurerpnaire est bien atservée chez les praryoes (voir Figure 36).

Les étudestaucturdes nontrent qe les pradines appartena a la fimille Fpg présatent
des sinilarités de strature et perrattent dedécire une sucture « générale »pour cette
famille. La proténe e type Fpgest strgturée endeux domaines globulees nettenent
séparés par une boucle flexible et ces dinmaines délintent unecavité large et profonde
dans laquelle se fixe 'ADNII faut noter que d#e structure en doames ainsi que la
flexibilité dela boucle prmettent a la proi@ée de changer deonformation lorsqu’dle se fxe
a ’ADN [Fedorovaet al, 2002] et de s’adaptater a uaege gamme deudstrats [Fromme &

Verdine, 2002]Le domaine N-terimal est comosé de huitduillets antiparallélesformant
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un sandwich, celui-ci étant bor@éon extémté par aux hélices .. L’ hélice . N-terminale
contient deux résidus fonctionnels importarfsol et Glu2 et cettbélice pointe vers la
poche de fixation de 'ADN. Le doamne C-terminal est riche en hélices; il cortient erire
autres un motif « doigt de zinc » foérpar deux brins anti-paralléles et un otif hélice-ceux
tours-hélice. Ces deux sodesmaines participe a la recorissane et a lafixation d

dommages a ’ADN.

Figure 36. Alignement deséquences g delactomccus lactis, Escherichiaoli, Thermus

thermophiluset de IEndoVIIlI de Escherichia coliLes résidus identiques sont représentés

blanc sur fad rauge, leshonologies en rage su fond blanc. Les flechest rectangles
schématisent respectivement les fetsllet hélices de la structure dé-pg [d'aprésSerre et

al., 2002]

Le motif doigt a zinc de Fpg est cgposé pa la séquence Cys244-X2-Cys247-X16-
Cys264-X2-Cys267-X3-COOH et un atende zinc es$ fixé par nolécue. Il a été rontré
gu’une nodification chimque des résidus cystéimapliqués dans le doigt de zinc inhibait les
activités glycosylaseet APlyase de Fpg [O’Connaat al, 1993]. D’autre pd, des études de
mutagenese dirigée ont prouvé que degationsde ces résidus cystéine, bien que n’altérant
pas significativerant la structure secondaire ldeprotéine, avaient desfefs dranatiques sur
la fixation de 'ADN emlommagé etsur I'activité de Fpg [O’Connoet al, 1993; Tchouet
al., 1993]. ChezE.coli, la protéine Fpg comprend deu&sidus cystéine suppl@&@mtaires
situés hors du doigt de zinc (Cysl47 ets{85) nais des matations de ces résidus ne

modifient pas I'activité enapatique de Fpg [O’Connacet d., 1993].
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Figure 37. Sucture secondaire de la formigmpyrimidine-ADN glycosylase ftructure
PDB 1PJJ diprés Serret al., 2002].

3. 3. 2. Activité engmatique de Fpg

La protéine Fpg a plieurs activés enzymtiques. Son actité DNA glycosylaselui
permet d’exciser les pines oxydées par clge de la liaison N-glycosyliguentre le
désoxyribose et la base mixée tandis que son activiteP lyaselui pernet de coupr 'ADN
en 3’ et en 5d’un site abasique par unéganisne de / /-élimination. Elle posséxégalenent
une activité désoxyribo-phosphodiestératiRRasg qui lui pernet d’éliminer les phosphates
des désoxyriboses en 5'-tamal de 'ADN pe-coupé par des enzgmhydrolytiques telles
gue les AP endonucléases Xi&Exolll) et Nfo (EndolV) deEschericla coli [Graveset 4.,
1992].

La conbinaison des résultats venant d’étutdéxchimiques avec les dages suctuales
obtenues par diffraction des rayons X déstaux a permis de proposer uréganisme
moléculaire de reconnaance dda base altérée par Fpg.

Tout d’abord, la reconnaissance des dasi par Fpg peut étre divisée en deux
étapes [Zharkoet al, 2003} la lésion doit prmiérenment étre I@aliséepar I'ereyme parm
un large egés de bases nodas (reconnaissae dynanmgue) puis la Iésion doit étre placée
dans le ge actifde I'erzyme (reconnaissance statique).

Il sermble que Fpg diffus le long de lanolécule d’ADN et interagisse avec I’ADN via le
grand sillon: la t&e delectue de Fpg interagavec N et/ou & pour distinguer les bases
endommagées desdes norrales [Tchouet d., 1994; Perlow-Poehnelet al, 2004]. Les

données de oudélisation et dynamue nolécuaires, ainsi que lamutagenese dirigée
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impliquent plusieurs résidus de Fpg (vi@t His89, Arg 108 et Lys217) dans la

reconnaissance spécifique des dages et donc de®@t N’ [Zaika et al, 2004].

Figure 38. Mécanismeedéaction de Fg proposé par ZharkoZparkov et al.,, 2003] Prolet

Glu2 dovent étre activéqA) pour réaliserespectiverant 'attaque nucléopldldu CI du

nucléotide endommagé (B) et f@otonation de O4’ par GluZC) L’attaque nucléophilique

peut concurrencer la protonation de Odhe base nondentifiée soustrait un proton ce qui

entraine la -élimination du 3’-phosphat (E) Stabiliation par lys 52 et/ou Arg252 (D). Une

déprotonation en C4’ par une autre base provd@imination du 5*phosphate (F). La base

de Schiff est finaleent hydrolysée (G), lenz/me est recglée et lesucre estalargué (H).

Une fois la lésion loelisée, Fpg inge via le petit sillon tris résidus N-terimaux (M75-
R109-F111 pout..lactis Fpg [Serreet al, 2002]) au niveau de la lésion et expulse la base
endommagée de la double hélice via le graiidn. Le nucléoside endonagé est alors
stabili$ par I'enzyne dans une confamation exta-hélicale, dans une poche du site actif de
I'enzyme ou elle se trouve exposée pour la catalyse. La poche de fixation de I'ADN est
fermée par la triael d’intercalation ce quiisole le nucléoside endommagé du reste du
squelette ncléotidique et epéche donc la résertion de la base endoragée dans le grand
sillon. D’autre part, de mobreuses interaiins entre I'enzym et 'ADN vont égalerant
stabiligr le nucléosle endomragé, comme paxenple celles établies par le rda Arg260
du doigt de zinc. La cytosine faigdace au dommage est quant a elleaimtenue a l'inérieur
de I'hélice afin d’éviter un effondreent local de la structure de I’ADN. La fixation

dissynétriqgue de Fpg sur les deux brins d’ADN-pg établit de nombreux contacts avec le
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brin portant la lé®n et ne reconfiaque la cytsine sur I'atre bin — et l'interalaion de la
triade provoquent une torsion de DAl d’environ 60-70°, centrée sur la lésion.

Il faut souligher que I'extraction dedses edommagées hors de I'hélice est mécanisne
retrouvé chez d’autreslgcosylases tels que @ty [Bruneret al, 2000], la 3-réthyladénine
DNA glycosylase [Latet al, 1998] et la ptéine Alka deE.ooli [Hollis et al, 2000].

Fpg utiliseensuite son anine N-teminale Prol §idorkina & Lavd, 2000] pour efectue
une attaque nucléophile sur le C1’ du noslde endomragé. Cette attaque éme a un
conplexe covalent, type base de Schiffifrer’enzyne et 'ADN [Tchou & Grollman, 1995
Zharkov et al., 1997]. Cet intersdiaire peut étre pgé de raniére covalente par réduction
d’'un intermédiaire de la base de Schiff parborohydrure de sodiuififchou & Grollman,
1995 ;Zharkovet al, 1997], ce qui a peris de déternmer sa structure par cristallographie
[Gilboaet al, 2002].

L’interaction de Fpg avec ’ADNse fait principalerent via de norreuses interactions
entre les résidus de la pratéiet le squelette phosphodersde I'ADN du brin portant la
lésion [Serreet al, 2002; Fromme& Verdine, 2002} Arg260, Tyr238 et Lys57 coopérent
pour forcer 'ADN a se courber. Deombreux résidus forcent la baaeaester dans la poche de
fixation (Glu2, Glu5, Met75, Glu76, Ser217e819, Tyr238). Tous ces résidus, a I'exception
de Glu76 sot strictenent conservés dans famille Fpg. Fig reconnait la face #hson-Crick
de FapyG via des liaisons hydrogéneliguant 4 résidus (Glu2, Glu5, Ser217, 1le219). En
plus de ces interactionspg contacte d’autregroupenents par I'intermédiaire de molécules
d’eau (Figue 39).

Figure 39. Rprésentation schématique des intéoas entre un cFapydG éiFpg. Les
résidus de la protéine ptiqués dans laeconnaissare sont représentés en roug&PN en
bleu. C: cytosine opposée & la lésion. p° &t groupements phosphate band la Iésion.
Cercles vertsmolécules d’eau. Potillés noirs: liaisons hgrogene Costeet al, 2004.

59



Geénéralites Fpg

Il faut égalerent souligner que des pratés de type wutant inactif» ont été
obtenue®n substituant le résidurdd par une glycine Sre et d., 2002]. Ces protéines
mutantes coeservent la capacitde se fixer spécifiqueent aleurs substrats as ont perdu
leur adivité enzynatique; elles perrettert doncd’étudier la fixation de Fpg sur des substrats

« vrais ».

3. 3. 3. La spécificité de substrat de Fpg

La protéire FPG a été identifiée el les abactéries comme étanhe ADN glycosylase
spécifiquenent inpliquée dans l'excision depurines a cycle imdazole ouvert (résidus
formamidopyrimidiques ou Fapy) d’ou son no[Chetsanga & Lindalh 1979]. Bedravaux
ultérieurs ant montré quie cdte enzyme est capble a fixer et d'exciser d’autres types de
domnages oxydatifs des purines tels dae8-oxoguanine (8-oxoG) [Michaedt d., 1992;
Boiteux, 1993 Castainget d., 1993], 'oxazolone, produit déoxydation secondaire de la 8-
ox0G, nais égalerent la Shydroxycytosine [Hatahedt al, 1994].

Figure 40. Différents subrsits de Fpg excisés e/une efficacié élevée (A)moyenne (B) et

faible (C).

D’autre part, les études dadlographiques ont pelismdedécouvrir plusiars analogues
nucléotidiqes abasiqges, cycliges et non cyltiques, qui sont reconnus par Fpg avec une
grande affinité (voir Figure 41). La protéireconnait vraisebtablement un trou dans I'ADN
au niveau du site AP et la taille de ce tes critique : le plus petit ge reconnu par Fpg est

un site 1,3-propanediol. La plupart des atsiae I'hétérocycle ne somias indspensables a
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une bonne reconna@xe puisqu’'l tetrahydofurane es moins bien fxé que le popanediol
[Castainget al, 1999].

Tous les substrats nerg pas traités avec laéme efficacité (Figure 40). Parmi les
dommages reconnus par Fpg, certaires sont pas excisés [Perlow-Poehmelial, 2004];
c’est le cas des 8-oxonebularine, G¥@thyl-8-oxoguanine et 8-oxoadénine.

Il appaait galement que la nate de la basepposée a la lésiomodule fortement la
fixation de Fpg a ’ADN et donc la catalysezgmatique: les paires 8-oxodG:T et 8-oxods:
sont ainsi netteemt mieux reconnues qu'un®oxodG:C, la 8-oxodG:A éant le substrat le
plus nmédiocre [Castainget d., 1993 ; Tchouet d., 199]. La dismsition stéique du
groupenent céto en C8 a été corrélée a la fiima de Fpg et exmlue pourquoi la 8-0xoG
n'est pas un substrat de Fpgsigu’elle esappariée a un AEn effet, dans une paireafgon-
Crick telle que la 8-0xodG:C, la confoation dela guanine est anti et le grouparmoxo en
C8 émerge de la double hélice par le grand silldrtontrarig un appariemnt 8-oxodG:A est
de type Hoogsteenla guanine se trouveab en confor@ion syn et le groupeent oxo en

C8 émerge par le petit sillon. La fixationtdseawcoup noins forte das cette configuration.

Figure 41. Structures dedes AP subs#ts et analogues de substrde Fpg [dhpres Casting
etal, 199 ]

D’autre part, il ressort d’étudestructurales que les stratégiutilisées pour reconnaitre
différents types de domages sont variables abique le processus catalytique est Eme
(Figure 42). En effet, bien que la position@l’ soit simlaire pour des lésions FapydG et 8-
oxodG et que donc cdésions pésenteh une méme exposition a I'attaque nuclgule, la
conformation de la base exclugynanti) constitue uneifférence najeure erre ceslésions
[CosEket al, 2004].
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Figure 42 Comparaison degnodes de reconnaissance par Fpg deyd@aret 8-oxaG.
Représentatio des sitesactifs de L.lactis Fpg et B.steanthermophilus Fpg fixés
respectivement a déADN contenantun résilu crapydG et 8-oxodGdaprés Costeet al,
2004]
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1. Expressionet purification des protéines
1. 1. Préparation du répresseur lactose

Le répresseur lactose a ét@garé au labatoire a patir de la soghe surprodatrice
BMH 493 deE.coli (oktenue aupredu Dr B.Mulle-Hill). Les celluls sont lységdans le
tammpon TMS I puis le Epressened précipté au sulfate d’'ammoniumAprés centrifugation
(15 minutes a 10 000 m), le culot est récupé et resuspendu dans 50 de tanpon TMS Il
puis I'extrait est dialgé toute la nuit cong 5 litres de tenpon 11? afin d’éliminer le sel.
L’échantillon est ensuite centrifugé 15matesa 10 000 rpmet le surnageant est récupéré.
L’extrait dialysé est ensuite déposé sur urlerate de phosphocellulose faddman-Cellulose
Phosphate Exchanger P11) préleent équilirée das le tanpon . La colonne est
longuenent lavée avec le tapon Il puis la potéine est éluée par wradient de tapon
ll/tampon 111* et collectée en fractiorde 5 nh & I'aide d’'un collecteur Gradifrac. Les fractions
contenant la protéine sont détées par gel SDS-PAGEes fractios st rasemblées puis
précipitées au sulfate @ihmonium Le répresseuest finalenent dialysé contre le tapon de
conservation avant d’étre congelé & —20°C. lampon de onservation contenant 20 % de
glycérd, il est nécessire de dialysr longuerent le répreseur conte un tanpon 200 nvi
phosphate e potassium(pH 7.25) avant toute utibgion. La concemation finale erprotéine
est nesurée par spectneétrie d’absrption (codficient d’exinction nolaire Qg nm= 85 600

M™ cmi* par tétrardre).

1. 2. Préparation du peptideheadpiece

La headpiecea été prégrée a partir de souches swghuctrices construites au laboratoire.
L’ADN codant pour laheadpiecea été inséré dans le plasia pET24a(+) (Novagn) et le
peptide a été expriéndans une souche BLZIE3) (Stratagene). gkés expresion, les
cellues sont lyséedansle tanpon de lys& (6 g cellules/60 itampon) par sonication puis
centrifugées 30 mutes a 12000 rpmLe surmgeant est récupéré et les protéines sont
précigtées au sulfate’dmnonium, sur glacgpendant 30 mmutes. Aprés cerfugation (30

minutes & 12000 rpmle culot est rempendu dans 1 litre de tpon SPO. L’extrait ed

! Tanpon TMSII : 200 mM KCI, 10 mM acéétte de magnésum, 40 nM Tris-Cl pH 7.45, 100 mM mercapb-
étharol, 1 MM EDTA

2 Tanponll : 100 mM phophate depotassum (pH 7.25), 100 mM mercapb-éthanol, 5 % glycérol

® Tanpon! : 50 MM phoghate depotassum (pH 7.25), 10 mM mercapb-étharol

* Tarponll : 400 mM phogphate depotassim (pH 7.25), 100 mM mercapb-éthanol, 5 % glycémol

®> Tanponde ®nsewation : IM Tris-Cl (pH 7.45), 10 mM dithioerythritol, 20 % glycérol

® Tanponde lyse HP: 50 mM phosphate depotassum (pH 7.5), 250 mM Nad, 1mM EDTA, 1 mM PMSF,5
mM mercapto-éthanols % glycérol

" Tanpon SFO : 50 mM tamponphopsphae pH 7.5, 1 mM PMSF,5 mM mercapb-étharol , 5% glycérol
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ensuite dépsé sur une colonne sulfapyl échangeuse de cations (HiL&Ad16/10SP
Sepharose' HP, AmershamBiosciences) patablement équilizée dans le tapon SPY La
colonne est longuemnt lavée avec le tapon SP1puis la potéine est élée par un gradient de
tamrpon SPISPZ. Les fractios contenant la ptéine son déterminées par gel SDS-PAGE.
Ces fractios sont rasemblées puigrécipitéesau silfate d’amnonium (75 %). Le culd
protéique est repris dans 4 de tampon AcA’ et I'éctantillon est @posé sr une cdonne e
gel filtration (Ultrogel® AcA 54). Aprés élution avec le tagmon AcA, les fractions contenan
la prdéine sont rassemblées ipuprécpitées au sulfate ’dmnonium et laheadpieceeg
finalement reprise dans le tgmn de conservatidhavant d’étre congelée & —20°C.

Le tanpon de conservation coni@mt 20 % de glycétpil est nécesaire déchanger ce
tampon avant toute utilisation. Le changemhdetanpon est réaliséa élution de la protéine
sur une rimi-colonne de Sephadex G-25 prébdarent équilibrée aac le tanpon adéquat. &
concentratia finale enheadpieceest nesurée par spectnwgtrie d’absorption (cefficient

d’extinction molaire Qgo m= 4800 M* cni?).

1. 3. Préparation de la protéine Fg
La protéine mutante P1G-Fpg Hactococcs lactisa été péparée par Bertrand Castaing
comme décrit @ Serreet d. (2002) et la protéine Fpg sauvagekdeherichi coli (EcFpg-wt)

a eté peparée commdécrit par Boiteurt al (1990).

2. Préparation des fragments d’ADN

2. 1. Préparation de fragments d’ADN portant la séquence opératrice de I'opéron

lactose

Le fragnment de 199 pb a été obtenu pamplification PCR du plasnde pUC19 dans
lequel a été inséré un fragm de 203 pb comprenant la ségoe opératrice du répresseur
lac. Les amorces utilisées pour I€R sontappelées 199&%'- CGA TTC ATT AAT GCA
GCT GG - 3") et 199b (5 — GTG AAT GBTAA TCA TGG TCA — 3'). La réaction PCR a
lieu dans un volum final de 50 ul contenanl.5 uM d’ADN, 1.5 unité d’ADN pofmérase
Pfu (Pronega), 1x tarpon Pfu (200 rivl Tris-HCI pH 8.8, 100 il KCI, 100 nM (NHy4),SOy,

® TanponSPL : 50 mM tamponphopsphake pH 7.5, 100 mM Nad, 1 mM PMSF,5 mM mercapb-étharol , 5%
glycérol

° TanponSF2 : 50 mM tampon phopsphaie pH 7.5, 600 mM Nad, 1 mM PMSF,5 mM mercapb-étharol , 5%
glycérol

1 TamponAcA : 25mM Hepes (pH7.5), 1 M Nad, 5 mM mercapb-éthanol, 0.1 mM PMSF,5% glycérol

! Tanponde onsewation HP: 1M Tris-Cl (pH 7.45), 10 mM dithioerythritol, 20 % glycérol
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20 MM MgSQ,, 1.0% Tritoff X-100 et 1 mg/ml BSA), 10 mM dNTPs (Promega), 1 pM
amorce 199a (Euraantec) et 1 uManorce 199 (Eurogetec). La réation PCR esréalisée
par un thermocycleur MasterCycler (Eppendoffette réaction copnend une dénaturation a
95°C pendant 2 mutes suivie de 31 cyclede 3 étapes 95°C (dénaturation) pendant 1
minute, 53°C (apparieent) pendant 1 mmute, 72°C (€longation) pendant 1imute.
L’amplification est terimée par un lauffage a 72°C pendant 3mtes.

Le produit PCR ainsi obtenu est sagna une extractin au phénethloroforne puis
précigté a I'éthanbavant d'étre purifié suan gel préparatif a 6 % acrylae/bisacrylarnde
(19/1). Aprés rigration 3h & 1230 V th le gel est déposé sur une plaque de silice
fluorescente et la position de la bande egpondant au fragent de 199 pb est révélée par
exposition aux rayons ultraviolets. Cette bandalésoupée puis incubéaute la nuit a 54 °C
dans un tampon de faible force ioniffuel’ADN élué est ensuiteurifié sur une rmi-
colonne échngeuse d’'ions (ELUTIP®, Schleich&rSchud!) : les colmnes sont keées avec
le tanmpon de &ible force ionique pis I'échantillon est cargé sur la clonne a 'ade d’'une
seringue les contanmants son diminés par laage, tojpurs ave le tampon de &ible force
ionique et ’ADN est fimlement récupéré patlution avec un tapon deforte force ioniqué’.

L’ADN est ensuite précipité a I'éthanol isuepris dans de I'eau ultrapure.

Le fragment de 80 pb, sur legliest centré la ségquce opétrice, est obtenu par digestion
du fragnent de 199 pb. Le fragent de 199 pb & marqué (voir protocole de anquage) puis
digéré pal'enzyme de restriction Hpall (Ewgentec) pendant 2h a 37 °C. Les fragta de
80 pb et 120 pb issus de cette digestgmnt séparés sur un gel préparatif de 7%
acrylamde/bisacryamide (191) enTBE. Lamigration s'effectue durant 2 h 30 & 1230 .m
Le gel est ensuite autoradiographié (fiKODAK) pendant 30 nmutes a température
ambiante ain de repéar les positios respetives des différentes bagsl (199 pb non digéré,
80 pb et 120 pb). La bande correspondantragment de 80 pb est découpée puis incubée
toute la nuit & 54 °C dans un taom de faibleforce ionique et 'ADN est ensuite purifié sur

mini-colonne ELUTIP (voir précédemment).

Les fragnents doubles brins de 23 pb 60 pb, sur lequel est centré la séace
opératrice, sont obtenus a partir d’oligonoties synth#isés par Eurogentec. Dans un
premer temps, les brins d’ADN, repris dans tampon de barge dénaturant (50% TE, 50 %

formamide, bleu de bromophénol) puis chasffé mnutes a 95°C, sont purifiés sur un gel

12 tampon defaible forceionique : 200 mM NaCl, 20 mM Tric-HCI, 1mM EDTA (pH 7.4)
13 tampondeforte force onique : 1 M Nad, 20 mM Tric-HCl, 1mM EDTA (pH 7.4)
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dénaturant Gcrylamde/bisacryamde 12 % (B/1, 7 M urée). Apres igration pendant 5a
2860 Vni', les andes orrespondanauxoligonucléotdessont repéréest découpées comme
précédemrment (voir 199 pb).

Aprés narquage d'un des brins, celdi-cest hybridé avecson oligonucléotide
conplémentaire: le mélange brinmarqué/biin froid (1:4) est chauffé 5 imutes a 95°C et

refroidit lentenement jusqu’a 4°C. L’hybridatin est contrblée sur gel de polyacryiden

Tableau 5. Séquences des oligodésoglgutides utilisés pourdpéron lactose

Nom de la séquence Séquence
60a 5-CCGGCTCGT ATGTTG TGT GGA ATT GTG AGC GGA TAA
CAATTT CAC ACA GGA AAA GCT A-3
60b 5-ATAGCT GTT TCCTGT GTG AAATTG TTATCC GCTCAC AAT
TCC ACA CAA CAT ACG AGC CGG-3
23a 5-GAA TTGTGA GCG GAT AACAAT TT-3
23b 5-AAATTGTTATCC GCI CACAAT TC-3

2. 2. Préparation de fragments d’AON portant une modification de nucléotides

Les fragnents doubles brins porteurs de doages (Pr. site 1,3-propanediol) ont été
obtenus a grtir d’ oligonucléotices synthétisés par Euagec, saf pour le brin portant une
8-oxoguanine qui a été synthétisé par Dideasparutto du Laboratoire des Lésions des
Acides Nucléigues (CEA, Grenoble). Les Brid’ADN sont purifiés,marqués et hybridés

comme expliqué ci-dess.

Tableau 6. Séquences des oligodésoxyntidiés utilisés pour étudr I'activité de Fpg
Nom de la ségquence Séquence

5-AGC TTA CTC TAGAAG AAT TCT CACTCTTT Pr TTT CTC

S9mer-Pr ACT GGA TCC ACA GAT ATC ACA CA -3

—. 5— AGC TTG TGT GAT ATC TGT GGA TCC AGT GAG AAA C AAA
GAG TGA GAA TTC TTCTAG AGT A -3

13mer-Pr 5- CTC TTTPr TTT CTC -3’

13mer-8oxoG 5-CTC TTT80x0oG TTT CTC -3’

13mer-C 5'- GAG AAA C AAA GAG-3

3. Marquage radioactif des fragments d’ADN

L’ADN est marqué au®’P aux extrénités 5'-teminales par la T4 polynucleotide kinase
(BioLabs) & du [ **P]JATP (Amershan). Les fragrents d’ADN (6pg) sont incubés 30
minutes a 37 °C en présce de 4 utés de knas et de 5 pl de P?PJATP (activité gécifique
>110 TBg/mmol). Le [**P]ATP ron fixé est élinné afin déviter la radiolyse de I’ADN soit
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par fltration sur nembrane de elulose MCROCON® (Millipore), it par dution sur ue
petite colonne SEPHADEX G50 pour les frasms de 13 pb.
a) MenbraneMICROCON
Les échantillons sont déposés sur lesnbranes préaldement lavées avec 100 pl d’eau
(centrifugation pendant 10 inmutes a 13000 g)lls sont esuite rincés3 fois avec un
tanmpon 0.1x TE (centrifugation pendant finutes a 13000 g). Les fragmis marqués
sont récupérés dans 80dieau ultrapure eretournant lediltres (cenrifugation gndant 5
minutes a 25009).
b) ColonneSEPHADEXG-50
La colonne est fabriquée en introduisantadeesine Sephadex58 préalablernt hydratée
dans une seringue de 1.rApres une preiare centrifugation (3 rmutes a 2800 rpimla
colonne est hydratée avec 200 pl depgampuis centrifugée (3 mutes a 2800 rpin Les
échantillors de nmarquage sont dégés sur lacdonne puis entrifugés gndant 3 nnutes a
2800 rpm La concentration de I'’ADN aingpurifié est déterinée par spectroétrie

d’absorpion.

4. Formation des conplexes ADN-protéine
a) complexes ADN-répresseur
Des échantillons de 3@l contenant ;MM d’ADN marqué (.e. sites opérateur) et O/ de
tétrameres de répresseur sont incubésmiutes sur glace dans un faon 100 nM
phosphatede potassim (pH7.25). En présece d'IPTG, le prdocde est idetique, en
rajouant 5nM d’'IPTG aux tanmpons de corplexation & demigration airsi qu’au tanpon se

trouvant dans le réservoir supérie dispositif d’électrophorese.

b) complexed.| P1G Fpg - ADN

Des échantillons de 1@ contenant 5M d’ADN marqué et 0.4iM de P1G-Fpg sont
incubés 20minutes sur glaceads wn tanrpon 25 nM phosphatéle potassiunfpH 7.2), 200
mM KCI.

c) complexe<E.coli Fpgwt - ADN

Des échantillons de 1@ contenant0.1nM d’ADN marqué et 1.M de wtFpg sont
incubés 20minutes sur glace dans tanpon 30 nM phosphatele potassiunfpH 7.6), 80
mM NacCl, 5% glycérol.
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5. Irradiations des échantillons
Les échantillons sont atenus dans deshkas de polypropyléne siliconés (Eppendof 1,

ml). Les tubes sont immergés damsbain de glace et irradiés par leofims du*¥Cs d’un
irradiateur 1BL437 (CIS Bio Iternaiond, Saday, France). Il contigntrois soucesscellées
ayant uneactivité de 189 TBq. Le™*'Cs se transforme en *Ba exité avec érisson d’'un
rayonnenent . La désexcition du**'Ba vers son niveau fondantal provoque I'érission
d’'un rayonnerant d’énergie 0.6 MeV dont le TEL nyen dans I'eau est de 0.3 KeV {Im
Le débit de dose est de 9 Gynh

6. Electrophorese en gel retard

L’électroplorése en gel retargermet d étuder la fixation de praéines sur des fragmts
d’ADN et est basée sur la difference de sse de ngration entre 'ADN libre et les
conplexes.

Aprés formation des complexes, les échantiléoadditionnés de 0.2 vohe de tarpon de
charge (0.0 % bleu de wmophénol, 50% glycérol dan3E) sat déposés sur gel
d’acrylamde/bisacrylamide (pour les caracistiques des gels, voir Tableau 7). Apres
migration & 1220/ m™ pendant 1 & 4°C, les gels sont séchés et scannés a l'aide du
Escanner Storm(Molecular Dynants). Les bandes correspondant a I'ADN libre ou en
conplexe sont quantifiées a l'aide du logtid’analyse d’imge ImageQuant (Molelar
Dynamics).

Tableau 7. @actéristiques des gels alamnide/bisacriamide utilisés dans les expériences
d'électrophogse en gel raid.

Protéine ADN Caractéristiques du gel
répresseur 80 pb 7 % (75/1) Acry/Bis 1XTBE
60 pb 8 % (75/1) Acry/Bis 1XxTBE
headpiece 23 pb 7 % (30/1) Acry/Bis 0.5xTBE
LI P1G-Fpg 59 pb 10 % (80/1) Acry/Bis 1XTBE
E.coli Fpgwt 13 pb 10 % (80/1) Acry/Bis 1xTB

7. Electrophorese en gel de séquence

Apres irradiation de canplexes (ADN-répresseur ou ADN-Fpg), 'AN est extrait du
conplexe par I'action d’'un @ange phénol/chloraime. Il est ensuite préciig a I'éthang
séché et repris dans quelques pl dep@amTE (pH 7.6). Les échantilhs peuvent ainsi étre
conservés a 4°C pendant quelsjjeurs (le Tris et TEDTAprotegent 'ADN contre I'auto-
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radidyse de au rayonement énit par le>?P). Avant électrophoréstes échantillons sont
séchés et reprisads le tarpon de chage (98 % forramide, 10 nM EDTA, 0.025 %
bromophénol) puis chauffés 5inutes a 95°C.

Afin d’identifier les différentes bandes, l&agments sont séquencés par la@&thode de
MaxamGilbert [Sambrooket al, 1989] et déposeés sur le gel.

Les échantillons sont ahgés sur un gel dénmant d’acrylande/bisacrylaride 8 % (19/1,
7M urée enTBE) de 0.4 mmd’épaisseur et dd0 cmde bngueur. La ngration se fait a
puissance constante (3atts) pedant 1 heure. Le gel egnsuite aalysé comme les gels
retad.

8. Electrophorése en gel d’agarose

Afin de déternmer le pouvoir scavengerde certains prodis (IPTG, cacodylate
d’amnonium), un plasnde a été irradié gorésence ou en absence de ces produits.

Des échantillons de plasde pBR322 d'ua concentration de 20g/ul dans un tampon
10 mM phosphate (pH 7.2) sont irigégd en abs@&® ou en présence de guit scavengr, puis
déposés sur unimi-gel horizoral d agaros 085 % (Invitrogen Life Technologies) dans du
tammpon 0.5 x TAE*; la migration dure 1h & 1600 V IL'électrophaése sége les fornes
surenrolée, circulaire relachée et linéairebtenues aprés irradiation du pladen Apres
colordion du gel au lbomure d’é@hidium et e)position aux ultravidets, I'image du gel en
fluorescence est enristyée par une caéna vidéo(Bioprobe systes). La fluorescene énise
est proportionnelle a la quantité de BEt intercalé dans chaque figplasmde et donc a la
quantité d’ADN de chage espéce. d.fait que l'intercalation du BEt soit.5 fois plus faible
dans un plaside surenroulé que dans I’ADNrculaire relaché ou lémire a été pris en
compte dans les caltsi Les gels sont anads par le logiciel lmgeQuant (Moledar
Dynamics) afin de détermer lepourcentage de chacune desres.

En considérant que leges de coupre soniléatoires, les nobresmoyens x de coupures
simple brin (CSB) et y de coupures double b{@DB) par plasnde en fonction de la dose
d’irradiation peuvent étre détemmés. Sile nonbre de coupures reste faibieg(tres inférieu
au nonbre de sites de coupure potentiels, enacci au norbre de bases), ladction @
molécules Ri,j) portant i CSB et j CDB obéit ane loi de P@sson :

)
P e XY

140.5x TAE : 20 mM Tris-cl, 10 mM acétatedesodium 1mM EDTA (pH8)
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Les fractims respecties de fome linéaire (molécules présentant une CDB), circulaire
relachée (jusieurs CSB et pas ddDB) et sureroulée (ni GB ni CDB) sont :

f f

L Pil yeVY C Pi0 1 eXeV
i 0 i

S P(0O0) e Ye * T LCS (y De?

ou T est larfaction totée de nolécules déteées.
Les plasndes dégradég;’es a dire présdarnt plusieurs ©B, n’étart pas détectées sur le
gel, les fractions de mlécules déedables L', C’ et S’ sont dwc :

X

X
Ly o & e’ o S e
T vy 1 T y 1 T 1
Il est déduit de ces équations que :
{1 L')o L'
In
€8s 7 Y 1 L)

9. Electrophorése en gel SDS-PAGE

Les protéines sont séparées par langgle SDS-PAGE (SDS-PolyAcrylade Gel
Electrophoresis) avec un sysernd’électrophoréseéiscontinu, I'appareifige utilisé étant le
Mini-PROTEAN® 3 Cell (BIO RAD). Le tpe de gkest adape a la taille € la prdéine
étudiée.

Le répressauac et la gotéine Fpg ent analygéssu un gel Tis-glycine Les échantillons
sont déposeés sur un gel de concentratiob%decrylande/bisacrylande (19/1) en 0.125 M
Tris-HCI, 0.1 % SDS, pH 6.8.es protéines, ainsi concentséar une fine bande sont
ensuite séparées sur un gerésolution de 12 % acrylade/bisacrylande (19/1) en 0.375 M
Tris-HCI, 0.1 % SDS, pH 8.8. Les échantillossnt dilués dans le tampon de charge
(62.5mM Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS, 18 % glycérol, 6% 2ncaptoéthanol, 0.1 % bleu de
bromophénol) et chauffés 3imutes a 95 °C ant d’étre chargés sur le gel. Leangueur
moléculaire utilisé est lePrecisionPlus Preein™ Standards de BIO AD (10-250 kDa). La
migration se fait pendant 1h & 3330 Vnuans 25 mil Tris, 0.1 % SI[3, 200 nM glycine
(pH 8.3).

La headpieceest analyse sur un gel Tris-tricind.es échantillons sont déposés sur un gel
de concentration de 4% acryla®/bisacrylande (19/1) en 0.75 M Tris-HCI, 0.075 % SDS,
pH 8.45. Les protéines sont ensuite sépa sur un gel de résolution de 16 %
acrylamde/bisacryamde (19/1) en 1 M Tris-Bl, 0.1 % SDS (pH 8.45). Les échantillons
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sont dilués dans un rapport [1:ilans letampon de charge Tricine Sample Buffer de
BIORAD (200 nM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SD$40% glycérol, 0.04% @massie Blue G) et
chauffés 3 nmutes a 95 °C avant d’étre chésgu le gel. Le narqueur noléculaire utilisé et
le Polypeptide SDS PAGE Standards de B*@AD (1.4-26.6 kDa). La mgration se fait
pendant 1h a 3330 Viavec un tampon 0.2 M Tris (pH9.comne ampon d’anode et un
tampon 0.1 M Tris, 0.1 % SDS, 0.1 M tiie (pH 8.25) comm tanpon de cathode.

Au terne de la ngration, le gel dslavé al’eau (3 x 5 minutes) ah d’éliminer le SDS

libre et les bndes protéiques sont visud@espa colordion au EZBlue™ (Signa-Aldrich).

10. Affinité répresseur- inducieur

L'affinité du répresseupour I'lPTG a été étude par équilibre de dialyse.Des
échantillors de 400 pl de répressesont pacés dans deboudins dedialyse puisdialyss
toute la nuit a 4°C contre un taon 100 NV phosphate de potassium (pH 7.25), Vb
IPTG contenant dt’C-IPTG pour une activité firie de 160 kBq par litre.

Apres la dialyse, des échantillons de 108ont prélevés a l'itérieur et a I'etérieu des
boudins de dialys, nélangés a 1 inde soltion deBray et la radiactivité des échantilloneg
conptée dans un copteur a sintillation Becknan. La radoactivité A; a I'intérieur du boudin
est proportionnelle a la sommesdeoncentratios d'IPTG libreet conplexé au répresseur, |
et C respectiveent. A l'extérieur du bodin de dialyse, la radioactivité A est
proportionnelle a la carentration d’'IPTG libre.

La formation du corplexe répessetindudeu peut étre étte pa I'équation :

répresseur IPTG mo  complexe

Et donc :
C K tl, uR,

— K e C Ku, (R, C) = C
R, C u, 1 (Ku)

[1]
ou C est la concentration en caexe, R, la concentratio initiale enprotorere, et || la
concentratia en IPTG libre.

Dans les conditions expéramtales utilisés ici, la cacentation en IPTG libre |l ed

considérée constante et (K xpeut étre négligégevant 1, ce qui donne:

C KR, [2]
L’activité du répresseur vis-a-vike I'lPTG est dfinie comme étan

E Aext Aint K URa [3]

l, A

ext
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Cette valeur est proportionnelle a la fois a lastante d’dinité K et a la concentration en

protoneres actifs R

11. Fluorescence

La spectroscopie d’éission parfluorescence a été utilisée padtudier la destruction des
résidus tryptophane (Trp201 €tp 220) du répresseur, ainsi glzedestruction des résidus
tyrosire desheadpiecegTyr7, Tyrl2, Tyr 17 et Tyrd7) da formation de di-tyrosines. ds
spectres d’émsion (largeur de bandé nm) ort été enregistrés dans des cuves en quartz de
5 mm de c6té, a I'aide d'un sgtrofluorimetre Jobin-Yvon Flummax 2. La concentration
des échantillons de répresseur était dauBiZn protongére dans 100 mM tgmon phosphate
(pH 7.25). Afin d'étudier la fluorescence dépresseur en conditions dénaturantes, les
échantillors ont été dilés au cinquiem dans 8 de cHorure de ganidne. Pour I'étude des
headpiecegsl'irradiation et les resures de fluorescence paté galiséessur des échantillons

de concentration égale a 29 uM en protélaes un tarpon 25 nM cacodylate (pH 7.25).

Tableau 8. Conditions spectrales defescene
observation excitation émission

répresseur destruction desrésidus tryptophane 280 270-450 nm
headpiece destruction des résidus tyrosine 280 270-400 nm
formation de di-tyrosines 320 350-500 nm

12. Dichroisme circulaire

La conformation dedeadpiecesa été étudiée par diaisne circulaire a l'aig d’'un
dichrographe JASCO's810. Les spectres (200-250 nrant été eregistrés dans des cuves en
quartz de 1 mm de6té. L'irradiation et les ssures de dichroismont été réalisées sur des
échantillors de concentration égale a 29 @ protéie dans un tapon 25 nM cacodylate
d’amnmonium (pH 7.25).

La fixation desheadpiecessur un poly(dAT) a égaleent été étudiée par dichroiem
circulaire. Une solution de 135 pM de p@hAT) est titrée par une solution de 94 uM de
headpiecadans un tapon de faible force ioniqi (5 MM cacodylate gcimmonium pH 7.25).
Les spectres ont été enregistrés de 200 a 30@afimae pouvoir observer desodifications
dues a l'ajout de protéing200-250 nm et au changeemt de conformation du

polydésoxynucléotide (250-300 hm
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13. Spectrométrie de masse

Les nodifications induites sudes chaines latérales de feadpieceirradée on été
étudiées par spectr@mie de nasse.

a) analyse @s échantillons en MALDI-TOF

Les solutions de 29 uM dbeadpiecesont digérées par des endoprotéinases afin de
réduire la taille des peptides a analyser. Lgestions sont réalisées dans ungam25 mM
cacodylate d’amiwnium, 10 nM CaCl,, 5 mM DTT, 0.5 mM EDTA, ® mM NaCl (pH7.6)
pendant 150 mutes, a 37 °C et dans un rapport eneyr@adpiecale [1:25] pour ArgC et a
25 °C et dans un rapport enzgitmeadpieceale [1:10] pour GluC.

Les échatillons praéolysés sont atyséspar gpectronétrie de masse MALDI-TOF afin
d’identifier les fragnents porteurs de odifications. La plaque est préparée selon &haode
dite de la couche ultraimce développégar Cadéne & Chait ®0). Les échantillons
protéolysés sont dilués awngtiene dans une solution deatnice (sdution satuéed’acide .-
cyano-4-hydroxy-cinnamique danse solution eau-acétonitrile {2]) contenant un standard
interne (nélange de bradykinine, neurotensieinsuline ayant respectivent une nasse
moyenne de 904.5 Da, 1672.9 Da et 3494.6 Dah etliquot (0.5 pl) est déposé sur la plaque,
préalablerant préparée comme décrit ci-dessigres apparition de caorstaux d’analytes et
de nwtrice, I'exces de liquié eg aspiré.L’'analyse MALDI-TOF (Autoflex, Briker) des
échantillors est réalisée en ade linéaire, aveextraction aprés délai (500 ns).UuP@haque
échantillon, les spectres acquis au cours2@e tirs de laser (las N2 a 337 nmsont
moyennés par le programme Autfl(Brlker).

b) analyse @&s échantillons par ESI-IT (MS/MS)

Les échantillons protéolysés commrécédemnm sont totl d'abad dessalés sur une
résine de silice greffée @118 et contenue dans un cone de pipette PO TEP"VMillipo re).

La résine est tout d’abordauillée par unesérie d’aspiration-refouleemt (au-noins quatre
fois) d’une solution eauacéonitrile [1:1]. La résine est esuite équlibrée toujours par une
série d’aspiration-refouleemt d’'une solubn eau 0.1% TFA. I&chantillon (10 pl),
préalablerent acidifé par de I'acide famique (2% en final) est ensuite fixé sur la résine par
une série d’aspirationd@ulenment (au-noins dix fois). L’échantillon est dessalé en pipetant
une solution réthanol-eau [5:95], 0.1% TFA, tgours par une série d’apiration-refoulemt.
Les peptides sont finalesmt élués en prélemt 10 ul d'une soltion eau-aétontrile [1:1]
0.1% acide famique. Les échdillons ainsi dessalés sont diluéisq fois dans une solution
eau-aétonitrile [1:1] 0.1% acide fonique pus analysés peESI-IT (Esquire HCT, Briker)

afin d’obtenr les spectres de fragamtaion des peptides issus de la digestion.
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1. Le répresseur @ I'opéron lactose

1. 1. Effet de I'irradiation sur le complexelac répresseur-lac opérateur

Le répressaudac deE.cdi se fixe spécifiqueent aux siteopérateurs de I'opéron lactose.
Afin d’étudier I'effet des raditions sur cette reconnaissandes corplexes ont été fanés

entre le répresseur et fragment d’ADN de 80 pb portaria séquence opératricé.O

Dans un premer tenps, des expériences dé&dtion du fragment &DN par le répresseur
ont été réalisées dans le but de fixer l@sditions expérirentales. Des solutions d’ADNed
concentration constante (0.05 pM) sont inéed avec des concentrationsissantes de
répresseur (de 0 a 1.6 uM) dans ungam 100mM phosphate de potassiupH 7.2), puis
les échantillons sont analysés par électropleoetsgel retard. La Figure 43ontre que le
rapport de concentration auquel tous leagfrents d’ADN ont fixXt une nolécule de
répresseur est de 16. Il faut eotjue le type de tgmon choisiainsi que sa concentration sont
importants d’une part pour liter les effets deapture des radicaux par le aon et d’autre
part pour naintenir une forceionique suffisarant élevée pourfavoriser les interactions
spécifigues ADN-protéine.

Figure 43.Titration dufragment d’AIDN de 80 b par le répresseulac. Gel retard rantrant
les canplexes formés lorsque des camtrationscroissantes de péesseur (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8
et 1.6 pM) sont incubées en présence d'wreentration constantEADN (0.05 uM).

Les conditions de cophexation étanfixées, I'effet du rayonneent a été étudiéus ce
conmplexe répresseur-80 pb.
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Dans un premer tenps, le conplexe répressg-fragnent de 80 pb esrradié en stution

dans une gamme de dose allant de 0 a 2000 Gy.

Figure 44. Gel retard: ahywse des complexesntre un fragrent de80 b (0.05 M) et le
répresseur (0.8M) aprésirradiation de cesomplexes (doses0, 100, 200, @G0, 400, 50,
750,1000, 1500 et 200 Gy).

Il ressort de cette expérience que la propord’ADN en complexe dirmue au cours de
I'irradiation (Figure 44). De plus, un deuxiemonplexe apparait au cours de lirradiation
avant d’égalemnt étre détiitt L’évolution des deux coplexes, déternmée par analyse des

gels reard, est repgentée a laigure 45.

Figure 45 Fraction dADN en conplexe en fonctia de la dose aprés irradiation du quexe
répresseur-fragment de 8B (moyennede 3 expériences).

Au vu de cette expérience, il apparait quiaains un des deux partenaires de I'interaction
est endomagé lorsque le coplexe est iradié. Afin de déternmer si des dommages a 'un
des deux partenaires sont critigymur la cormplexation, I'ADN etla protéine ont été irradiés

séparérant.
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Lorsque le répresseur est irradié seulspiricubé avec de 'ADN non irradié, le
pourcentage de cqlexe observe, aprés ingation et analyse par électrophorese en gel
retard, dininue rapiderent au ours de l'irradiation. Ceci ontre que, sous irradiation, la
protéine perd sa capacité a fixer 'ADN. D’aufpart, tout comme pour le corplexe irradié,

une deuxiera bande deonplexe appeaait au cours de l'irradiation.

Figure 46. Gel retardanalyse des caplexes entrain fragmentde 80 pb norirradié (0.05
pM) et le répesseur irradi (0.8 uM) (doses0, 50,100, 150200,300,500, 750 GY.

Figure 47. Faction dADN en canplexe enfonction de la dse aprés irradiation du
répresseur et incubatiore @e dernieravecle fragment de 80non irradié (neyenne de3
expériences).

Enfin, le fragnent d’ADN est irradié en sotion dans une gamende dose allant de 0 a
2000 Gy puis est incubé avec le répresseom irradié. L'analyse des complexesr pa
electrophorése en gel retardgére 48) nontre que la capacitde fixation au répresseur de
I’ADN irradié ne dimnue que Iégéreent lorsquela dose augpente. Il faut égaleemt noter

gu’il n’y a pas d’apparition de deuxi@nbande deonplexe.
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Figure 48. Gel retard: analg des coplexes etre un fragnent de80 pbirradié (0.05 |M) et
le répresseunon irradié (0.8 uM) (doses0, 100, 200, 300, 400, 500, 750000, 1500 et
2000Gy).

Figure 49. Faction dADN en canplexe en fontion de la dosapres irradiatio du fragment
d’ADN de 80 pb et incubation de cerdier avecle répresseunon irradié (neyenne de 3
expériences).

La deuxiéme bande observée correspond donc a upleamfomé entre un fragent
d’ADN et une nolécule de répresseur emdmagé. Plusieurs hypoth&speuvent expliquer
I'apparition d’un deuxiera type de complexe au cours de lirradiation.

Premeérenent, l'irradiation peut provoquer de®mmages dans le damme de fixation du
répresseur a I’ADN, appeléeadpiecele répresseuac étant une protéine allostérique, des
dommages a sein ducore peuvent égaleent perturber Idixation a 'ADN. Ces dommages
peuvent donc wdifier les interations ADN-prdéine et par lanéme, la courbure du fragemt
d’ADN. Ce conplexe mgrera donc dans lgel difféeremnent du conplexe forné par un
répreseur intactDe tels résitiats mt été obtens par Culed et al. (2003) pour la protéine

MC1 deMethanosarcina SgHT1%. La protéine irradiéeofme, avec ’ADN, un omplexe

79



Résultats et discussion Effets de lirradiation sur le conplexe répresseur-opérateur

différent de celui forré par la protéine tige, ou la courbure provoquée sur I’ADN par la
protéine est netteent plus faible. Ce nouveaconplexe mgre, lorsde I'électrophorése,
differemmant du conplexe natif. Une autre hyploése plausible est qligradiation provoque
des domrages au domine de tétradrisationdu répresseur, ce qui aurait pour conséquence
de nener a une form dimérique de la protéinell a en effet été omtré qu’un dindre de
répresseurHsieh & Brenowitz, 1997] ou deeadpiece[Kalodimos et al, 2001] pouvait
former un complexe avec la sfuence opératrice. Ldeuxieng bande correspondrait alors a

un conplexe entre I'’ADN et un répresseur darque.

Figure 50. Comparaison des frations dADN en canplexe en fonction de la dose
d’irradiation du comlexe (cerclg), du répresseur libre (trigles) et de ADN libre
(losanges).

Comne le montre la fgure 50, la dose nészdre a la estruction di conplexe es$
supérieure a celle induisant la perte totaleladeapacité de fixation du répresseur irradié
libre : la protéine est donprotégée par I'ADN. Cmme cela a été souligné par Een al.
(2001), les coupures de chaime sont pas les donages critiques nais ce sont les
modifications des chaines latérales des acid@sésngui jouent un role fond@ntal dans la
perte de capacité de fixation du répresselh BN. Un modele a égalent été proposé au
sein de I'équipe [Charliest d., 2002] qui tend a prouver que deux dommages indépendants
sont nécessaires aummum pourinactiver le répresseuiil confirme aussi que l'inactivation

de la protéine est principalent due a lbxydation des chaines latla des acides aminés.

Le domaine de fixation du répsseur a I'’ADN est situé a I'eémité N-termnale de la
protéine et est coposéd’environ 60 acides aimés. Ce domaine, appdiéadpiecea été plus
particulierenent étudié afin d’'identifier les domages responsables de la perte de capacité de

fixation du répresseurradié a I'opérateur.
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1. 2. Eude desheadpieces

1. 2. 1. Conformation et activité de ldneadpiece

Un peptide de 60 acides amés correspondarau donaine de fixation du répresseur a
'’ADN a été expring chezE.coli et purifié. Avant d’étudierles effets des rayonnemts
ionisants sur le peptide ainsbtenu, la confonation de laheadpieceainsi que son activité

vis-a-vis de I’ADN ontété vérifiées.

a) Conformation de laheadpiece

Les headpieces présentent une structure secondaire codoune les élérants
prépondérants sont des hélicefSchnarr & Maurizot, 1982aSpronket al, 1999]: chaque
headpieceforme en éfet un petit doraine globulaire dont le coeur hydrophobe est constitué
de trois hélices. ; la région corposée des résidus %058 est non structurée en absence
d’ADN et forme une #lice . (hélice «charniere») lorsque le répresseur edixé a &
séquence opératrice. Afin de vérifier quepleptide exprird est correcteemnt reploye, @
structure secondaire a été analypar dichroismcirculaire.

Le spectre de dichrame circulaire de laheadpiece (29 uM dans un tapon 25 nM
cacodylate d'amwnium, pH 7.2% a été enregistré de 2@ 250 nm, I'échantillon étant

contenu dans une cuve en gaateé 1 mnde trajet optique.

Figure 51. Spectre dedichroisme circulaire 'dne solutionde headpiece (conditions
expérimentales : [headpiecg=29 pM, dans un tampon 25 vh cacodyate dammnonium,
pH 7.25,irradiation et nasure de DC &°C).

Comme le montre la Figure 51g peptide expri@ et purifié es¢ bien structee: la
headpiecgrésente en effet un spectre de dichr@isirculaire conparable a celuobtenu par
Schnarr & Maurizb (1981) avec dux maxima d’ellipticité a 208et 220 nm caractérisques

de la présete de structes hélicidales.
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b) Activité de la headpiecevis-a-vis de 'ADN
La constante d’association du gaexe formé par laheadpieceet la séquence opératrice

est netterent plus faible que celle du cqtexe formé par le répresseur entier. L'étude de
I'in teraction entrela headpieceet 'ADN ne pouvant pas étrealsée par élémophorése en
gel retard, dle I'a été @r dichroisne circulaire. En effet, la fixation de laeadpiecea de
I’ADN opérateur ou non-opérateurduit un changeent de onformetion de 'ADN et donc
des nodifications du spectre de dichroisrgirculaire de ce dernier dans la gamme de
longueur d’onde 260-300 nfulard & Maurizot, 1981 ; Schnaet al, 1983].

Afin de vérifer l'adivité de laheadpieceenvers ’ADN, sa fixtion non spécifique a été
étudiée sur un polydésoxynucléotide, le poly(dAThe solution de poly(dAT) (134 uM) est
titrée m@r une soldion de headpiece(94 uM) dans des conditionde faible force ionique
(tampon 5 nM cacodylate d’ammoniuppH 7.25).11 a en effet étémontré précédememt
[Schnarret al, 1983] que l'intesiction entre leheadpieceet les acids nucléiqes est plus
forte a tres faible force ionique. Le pH, gua lui, n'influence pas l'intecion s'il e

compris entre 5.2 et 9.0.

Figure 52. Spectres ddichroisne circulaire de wlydAdT (134 uM) enabsenceet en
présence deconcentrations croissastede headpece (conditions expérimentales22°C,
tanpon 5 mM cacodwate damnonium, pH 7.25).

La headpieceeconnait le poly(dAT) puisque Epectre de DC du polydésoxynucléotide
varie au cars de la titrabn (voir Figure 52). La Figure 58iontre l'augnentation reltve
d’intensité de DC du pg(dAT), & 262 nmen fonction de la concentration BeadpieceA
de faibles cancentatiors en peptide, la courlest linéare : la varidgion de DC due a I'ajout de
protéine est indépendante dectancentration en ADN ce qui sidjiei que toutes les molécules

de headpiecesont fixées au poly(dAT). A dplus fortes concentratis enheadpiece la
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courbe n’est plus linéaire. Ceciontre que legprotéines ajoutées ne se fixent pas toutes au
poly(dAT) et que les protéisefixées perturbent un plugrand nombre de nucléotides

[Schnarret al,, 1983].

Figure 53. Augmentation de ihtensité relatie de dichroisme circulairéa 262 nmdu
poly(dAT) (134 M) en fonction de la concentration erheadpiece (moyenne & 2
expériences).

La headpieceexprimée et purifiée au laboratoippssede donc la confoation attendue,
vérifiée par dichroise circulaire, et reconnait un polgdoxynucléotide, preuve de son

activité vis-a-vis de I'™N. Leseffets de I'irradiation vont donétre étudiés sur ce peptide.

1. 2. 2. Intégrité de la chaine peptidique de laeadpiecdrradiée
L’irradiation d’'une protéine ou d’un peptidegmoquant des cassures de chaine, l'intégrité

de la chaine peptidique deHaadpiece été étuide au cots de l'irradiation.

Figure 54. Het de lirradiation de laheadpiecesur lintégrité de la chaine peptidique
électrophorése en gel SDS-PAGHI geptide iradié a différentes doses (condison
expérimentales : [headpiecg=29 pM, dans un tampon 25 vh cacodyate damnonium,
pH 7.25; irradiation a 4°Q.
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Les échatillons de headpiecesont irradés dans un tapon 25 nM cacodylate
d’amnonium (pH 7.25) puis analysés par SPAGE. Comne le montre la Figure 54, la
préparation déeapieceobtenue au laboratoire présente trae grand pureté: aucune baneé
de plus faible ou plus hauteasse moléculag n’est en effet observée pour le peptide non

irracié.

Figure 55. Het de lirradiation de laheadpiecesur lintégrité de la chaine peptidique
fraction de peptide intact en fonatidela dose (royenne de 4 exgpiences).

Une dimnution de la proportion déneadpieceintacte est olsrvée au cors de
l'irradiation(voir Figue 55). De plus, Hugnentation de la dose s’accpagne d'une
diffusion de la bande dans le gele phénoranecorrespond a I'apparition d’'usmearsous la
bande deheadpieceintacte et doa a la formation d peptidesde nmasse nolécuaire dus
petite. L'exposition de la headpieceaux rayons induit donc des coupes de sa chaine
peptidique. Il faut noter qu’il Iy a ni apparition de bandes d®sse inférieure a celle de la
headpiece,donc pas de site de coupure préférentielle deeadpiecepar les radicaux
hydroxyles, ni apparition de hdes de rasse supérieure, dopas d’agrégation de ce peptide

dans la gamme de dosegtudiée.

1. 2. 3. Conformation a la headpieceérrad iée

Les coupures de la chaine peptidique peugetrainer des changenis dans la structure
secondaire de laeadpiece tout comne certaines wdificaions des chaines latéralessd
acides anmeés. La conforration de laheadpiecea donc été analysée michroisne circulaire

afin de suivre d’évenels changeents desa $ructure au cors de l'irradiation.

Un échantillon déheadpiece29 M dans untanpon 25 nM cacodylate d’ammonium

pH 7.25) est irradié dans une cuve en quartk oem de trajet optique. Les spectres de DC de
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I’échantillon irradié a différentes doses (de PO®0 Gy) ont été enregiés dans cette @me

cuve dans une ganmare longueurs d’onde de 200 a 250 nm.

Figure 56. Spectres dalichroisme circulaire ddéa headpieceau cours de lirradiatio
(conditions expérimntales: [headpieck=29 uM, dans un tamon 25 mM cacodyate
d’amnonium, pH 7.5, irradiation et mesure de D&4°C)

Comme le montre la Figuré&6, lintensté de dichroisne circuldre de la headpiece
diminue au cours de l'irradiaticet le maximum d’intersité est déplacé vers les plasurtes

longueurs d’onde: l'irradiation provoque domae déstructuration du peptide.

Figure 57. htégrité de la chaine peptidiquersusdiminution de Intensié relative de
dichroisme circulaire (& 228m) d’une solutionde headpieceau cours dd'’irradiation
(moyenne de8 expériences pour le DC).

L’intégrité de la chinepeptidque et l'inensité de DC évoluertonjantement au cours
de lirradiation. Les coupures de chaine enfi®dus inpligués dans destructures telles que
les hélicesDpeuvent en effet emer a des pertes die structure Schnarr & Maurizot (1982a)

ont par exemple ontré que la protéolyse de headpiecepar la trypsine provoque une
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diminution de l'intensité du signal de DC. L&t entre les deux courbes peut étre expliqué
par le fait que toutes les coupures peovoquent pas de perte suppéhtaire de
confomation. En effet, si une coupure dedaaine peptidiqgue au sein d’'une hélice provoque
sa déstructuration, une deuxiencoupure awsein de la r@me hélice n’induira pas de

modification supplémntaire puisquéhélice est déja déstructurée.

Des dénaturations de lleeadpieceont égalenent été obseBes par la chaleur [Scarr &
Maurizot, 1982b] et par ajoude concentrations croissantdarée [Schnarr & Maurizot,
1981]; ces dénaturations sont réversibles,qoe n’est pas le cas des dénaturations radio-
induites de ldheadpiecell a dorc semblé intéreant dexamner la dénaturation theiigue de

la headpiecearradée et @ regarderiscelleci garde son caragre révesible.

La headpieceirradiée dans une cuve en quartz den de trget optigle, a éé dnaurée
et renaturée thenimuernent dans le dichrogp@he: la températte e$ portée de AC a 74°C
puis inverserant, avec un gradient de 2°Gfrmate. L'intensité de O de la headpiecea
208nm est enregistrée autatiguenent tous lesncrénments de 0.2°C. Afin de quantifier la
fraction deheadpiecestructurée erthaque poindu cycle,les états staturé et énaturé du
peptide ont été définisla confornation adoptée par le peptide non irradié a 4°C est
considérée comme étant 'état natif le pefide est conigéré conpleterrent déstructuré a
74°C, méme si Schnarr & Mauriat (1982a) ont déontré que lalénaturation therique de la
headpiecene nene pas a un état complétemh dénaturé, comme c’est le cas pour d’'autres

protéines.

Figure 58. Faction deheadpiecestrucurée (k= (0@ 0Q/(0Q- 0@ avec0@Q GQ GRles
ellipticités, a 22hm, de laheadpiecen la tenpératue T, respectiement a létat dénaturé et
nondénaturé) en fonctiode la tenpérature.
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La Figure 58 rontre I'évoltion de la fraction déeadpiecestructurée en fonction de la
température pour des solutions non diee et irradiée de peptide.

Pour laheadpiecenon irradiée, la dénaturation esutiaa fait réversible puisque les
courbes de dénaturation etr@aatuation sor identiques.

Dans le cas de laeadpiecedrradiée, la fraction de peptdtructuré a 4C est nettemnt
plus faible que pour laeadpiecenon irradiée une dose de 700 Gy provoque une perte de
50% de I'état natif. De plus, lorsque teadpieceirradée est dénaturée puis renaturée, il
apparait que le peptide ne reprend pas seoooatfion d'origine: seule une fraction égale a
30% de l'état natif est retrouvée a la fie la renaturation theigue. Le cycle de
dénaturation-renaturation theigme provoque doncine perte suppléemtaire de structure.
Une hypothese plausible expliqguant ce phénarest que toutes leoupures du squelette
peptidiqgue ne provoque pas dedification de lastructure a 4°C, par exg@he parce que la
structure secondaire du peptidé ewintenue par un réseau di@mactions intramléculaires,
et ce néme si la chaie peptidque est tivée. Le chaufage de laheadpieceprovoque une
rupture des interactions etors du refroidisseent, le peptide ne retrouve pas sa

confomation.

Il appaait é@alenent sur la Figrte 8B que le T, du peptide est Iégéramt réduit lorsque
celui-ci es irradié. Cette variation de [ laisse supposer que le signal de DC observé aprés
irradiation est d a des peptides end@gésmais pas compléeteamt dénaturés et dont la
stabilité themique est us faible que cdle de laheadpiecenative. En effetsi I'irradiation
avait induit une déstructuratidatale des peptides endomgés,’échantillon auait consisté
en un nélange de deux populations, desadpiecesativeset desheadpiecesonpletenent

dénaturées, et leyldes échantillosin’aurdt pas é€ nodifié par lirradiation.

Les coupures de chaine ne spas les seuls dommages induitscaurs de l'irradiation. I
a été nontré [Eonet al, 2001] qudes nodifications de chaies latérales se produisent avant
les coupures de chaines. Les domesaaux chaies latérales ont donc égalemh été étudiés.

1. 2. 4. Etude par fluorescence de la radiolysesda headpiece

La headpiecepossede un spectre d’'@&sion de fliorescence qui est dd uniquerha la
présence de quatre résidus tymes(Tyr7, Tyrl2, Tyrl7 et T7). Les résidus tyrosine étant
particuliérenent sensibles a I'tque radicalaire (k 1.3 x 18° M™s™), leur état a été stiiau

cours de lirradiation. Il fauhoter que, dans le répressauntier, le ectre destyrosines
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interfére avec celui des résiduspZ01 et Tp220 présents dans tore d'ou I'intérét de

travailler su la headpiecasolée.

Les domnages causés aux résidus tyrosine ldesl’irradiation ontdonc été suivis par
mesure de & fluorescepe intrinsege de laheadpieceUn échantillon ddeadpiecg29 uM
dans un tampon 25vhcacodylate thmnonium, pH7.25) est irradié dans une cuve en quartz
de 5 mm de cbtés. Les spestBénmission du peptide irradig différentes doses (de 0 a 2000
Gy) ont été enregistrés dans cette mé&nmvedans une gamm de longueurs d’onde de 270 a

400 nm la longueur d’ondéd’excitation étant 280 nm

Figure 59. Spectres'éhission de fluorescercde la headpieceen fonction de la dose,
exprimée erGy sur la figure ( excitation= 28hm).

Comne nontré a la kgure 59, le spedre de la headpiecenon irradiée présente un
maximum de fluorescence a 301 nmintensité de fluorescence deHaadpiecediminue au
cours de lirradiation sans quiify ait de nodification dans ldorme du pectre. Ainsi, a 2000
Gy, il ne reste que 30% de la fluorescence ieiti€eci prouve donc que les résidus tyrosine
sont endommgés au ours de lirradiation.Des nodifications de la confonation de la
headpieceau cours de l'irraidtion aurait égaleert pu expliquer les wdifications d’intensité
de fluorescence observées. Cependant, les itd@srde fluorescence en conditions natives et
dénaturantes étant sblables (résultats noconmuniqués), il apparait que les changais
de conformation observés précéaaent n'influencent pas la fluoresrce de laheadpiece

irradiée.
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Figure 60. Diminution de ihtensité de fluorescenceelative de & headpieceenfonction de la
dose (noyenne de 3 expériences).

La représentation des aires nalisées des @xtres en fonction de la doseomtre que
cette dininution ne suit pas une simple coudbgonentielle (Figure 60). Il sdahe donc que

un ou plusieurs résidus soient encdoegés préféentiellerent au cours él’irradiation

Les domnages causés aux tyrosines lors deddiation peuvent ener a lI'apparition de
conmposés telles que la DOPA ou les ditynes (voir introduction bibliographique), ces
conposeés émttant égaleent de la fluoreserce. La flusescence de la DOPA ayant un
maximum a 314 nm( excitation = 280 nip son éventuelldormation ne peut étre suivie
puisque son spectre aurait étésoqué par celuiles tyrosines. Seule teldes dityrosines a pu
étre étudiée (excitation = 320 nmmaximum d’énission a 407 nin

Figure 61. Spectres'ahission de fluorescercde la headpieceen fonction de la dose,
exprimée erGy sur la figure ( excitation= 320m).
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La Figure 61 rontre que lintesité de fluorescence dara bande d’émssion des
dityrosines augente avec la dose, ce qui sugggue l'irradiation entraie leur fornation. La
perte de la capacité de fixatiodu répresseur irradié poait donc étre due, au amms
partiellerrent, & la formation de dityrogies. Ces résltats som en accord avec ceux de
Graset al. (2005) qui ont rontré par rodélisation roléculaire que le coptexe répresseur-

ADN est déstabilisé suite a la foatron d’une dityrosine.

Figure 62. Aigmentation de Inhtensité de fiorescence relative g@ityrosinesen fonction de
la dose en conditions nativésoyennede 3 expériences).

La formation de dityrosinegst possible entre deux résidysosine suffisarent proches
dans I'espace. Chaqueadpiececontient quatre résidus tyrasi: Tyr7, Tyrl2, Tyrl7 et
Tyrd7. Tyr7 et Tyl7, qui appartiennent respemtient a la premére et a la seconde hélice,
sont suffisamment proches (@émn 4 A) pour participer da formation de dityrosines
intranoléculaires. De plus, ces deux résidusspmtent des accesdiigs élevées aux radicaux
[Eonet al, 2001].

Figure 63 (gauche) Représentation tke headpieceet des résidus tgsine [structure PDB
1cjg d’apresSlijper et al, 1997] (droite) Superposition des structures deadpiecesnative
(en vert) et portant une gibsine (en rage) f'aprés Grat al, 2005]
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Les dityrosnes peuvenégalenent étre forrdesentre deux résidus geptides différents.
L'analyse de laheadpiecearradiée n’a toutefois pas révélé pontages interotéculaires rais
uniquenent des coupures de chal Il est donc peu probabtpie les dityrosines for@es

soient dorigine internoléculare.

1. 2. 5. Etude des dommages par spectrométrie de masse

L'étude de I'état desésidus tyrosine par eaure defluoreence a rontré que ceux-ci
sont endomm@gés au cours de l'irradiation. Lleeadpiececonprend, en plus des tyrosines,
d’autres acides ames hautemant oxydables pdes radicaux hydroxylesels que les résidus
méthionine (k=8.5 x 1dM™s™), higtidine (k=5 x 10° M's™) et arginine (k=3.5 x ToM™s™).
Les calcls réalisés @ Marie Begusova (Ingut de Physique Nucléar Prague) montrent
guels sont les acides arés de laheadpiecedont les prohbilités deréaction avec le radical

hydroxyle sont les plus élevées (Figure 64).

Figure 64. (gauche) Probabilités relatives detiéaau radical hydroxXg avecles résidus de
la headpiecgcalculées asc lemodéle théoriqu&RADACK (communication personnelle de
Marie Begusova)daprés la structur®DB 1JWL, Bell & Lewis, 2001] (droite) Structurele
la headpiecdstructure PDB 1CJG d’aprés Spragtlkal, 1999). Le acidessminés représntés
sont ceux dont la probabilité de réactaec le radical OH est layd grande.

Ces calculssont réaliss a l'aie du nodée RADACK qui pernet d’évaluer les
probabilités relatives de réaction entre ldical OH et les atoss d’hydrogéne des acides
amnés. Ces calculs tieent conpte d’'une part de la réactig des radicaux avec lexides
amnés et d'autre part de l'accésdité des résidus au solvant et donc aux radicaux. Les
réactions chingues des radicaux hydroxyles sosimulées a l'aide de la théorie de
Smoluchowski. Pour chaque site de réactiore sphére est centrée sur I'a®gible, dont le

rayon est proportionnel a la @ de réaction entre ledreal hydroxyle et l'atora
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correspondant la taille de cette sphérest inversemnt proportionnelle a la sonamdes
constantes de diffusion de I'atenctible et duradical. Tous les atomes non réactifs sont
représentés par des sphéeres de van daid\étle radical hydroxyle ne peut pas pénétrer ce
volume. Lorsqu’un radical OH rencontre la sphéle Sroluchowski d’'un atora réactif, la
réaction es conptabilisée. Lesprobabilités relatives de ré&amn des différents sites sont
obtenues etfaisant le rapport entre le nbne deréactionconptabilisées pour leite et le

nombre total de réactions.

La headpiecearradiée a été étudiée par spectrométaerasse pour détermer si d’autres

acides anmés, en plus des résidus tyrosisent endommagés lors de l'irradiation.

La headpiecea dans un prei@r temps été irradiée dans une gamme de doses allant de 0 a
1000 Gy avant d’étre analysée par MALDI-TOF.

Tout d’abord, I'analyse de laeadpiecenon irradiée par M®$évele la présence d’adduits
de sodium(M+23) et de potassiurtM+39). La techniqgue MALDI-TOFétan relativenent
tolérante aw sels, les échantillann’ont en effet pas étédessalés vant andyse, ce qui
explique la présare de ces adduits.

D’autre mrt, I'analyse de la headpiece irradiée nontre que cdle-ci est oxydée:
I'irradiation du peptide est en effet acqoemrée par I'apparition de pics avec un décalage de
masse de 16 Da (Figure 69.200 Gy, trois oxydations de leeadpiecesont observées alors
gu'a 500 Gy, cinq oxydations sont visibles. Iufanoter que l'intensité des pics ita la
détection des especes oxydéeshaque rmdification supplérentaire dinnue en effet
I'intensité des pics (par effede distribution) et a 1000 Gycelle-ci est telle qu’ils se

confondent avec le bruit de fond.

L’'analyse du peptide d@ier ne permet cependapas de déterimer quel(s) résidu(s) sont
oxydés au cours de lirradiation. Les échantillonshdadpieceont donc été digérés en
fragments plus petits ga analygs @ MALD I-TOF. L’apparition depics avec un décalag
de 16 Da sur certains peptides issus du clivdgvrait donc perettre de localiser plus

précisénent les domrages.

a) Digestion de laheadpiecenon irradiée par des endoprotéinases
La headpiecea été digérée par les endoprotéinases@et Glu-C, clivant respectivemt
apres les résidus arginine et acide glitam. Les profils de digestion attendus sont

reprégntés a la Fige 6.
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Figure 65. Spectres M_LDI-TOF du epresseuiirradié a différentes doses, (200, 500 et
1000 @) et analgé emprésence din sandard interne (Sl). Lesaik marquent les adduits de
sodiumet poassiun et lesétoiles indiquentes espéces oxiges. (onditions expérnentales:
[headpiecgirradiation : 29uM dans unampon25 mM cacodiate damnonium pH 7.25)
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Figure 66. Rufils théoriqes de digestion de laealpiecepar les endoprotéinas@sg-C et
Glu-C etm/z attendus poudes ions chargé une fois.

Il faut toutefois souligner que les petits fna@nts voient leur pic @squé par le bruit de
fond dO a la ratrice et ne sont donc pas visuabdors de I'analyse MIADI-TOF ; c’est le cas
des fragrents de nfz 374.4 et 491.6 issus ded@estion par Glu-C.e peptide de 1tz 1029.2
issu de la digestion de laeadpiecepar Arg-C n’est pas non plus visible sur le spectre
MALDI-TOF malgré sataille, ce qui pourrait étre d0 & uneanvase ionisation de ce dernier
ou a un effet des sels. &utre part, la digesth n’étant pas coptéte, des peptides deasse
supérieure sont observeés (veigure 67), de iz 3227.8 pour Arg-C (fragemt V23-R51) et
3096.4 pour Glu-C (fragent Y12-E39).

Figure 67. Spectres ALDI-TOF de laheadpiecanonirradiée digérée par les endoprotéinases
Arg-C et Glu-C.
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b) Analyse par spectranétrie de masse (MALDI-TOF) de laheadpiecearradiée et

digérée

Figure 68. Analge par MALDI-TOF &s peptideshienus apres irradiaticgt digestion de la
headpiecepar I'endoprotéinase Arg-CS[ : standardnterne). Les croix @rquent les adduits
de sodiunetpotassim et les étoiles indiquent les espécesdias

Lorsque les peptides obtenusé&gpprotéolyse par Arg-C (Rige 68) et par Glu-C (Figure
69) de laheadpieceirradiée sont analységar specométrie de masse MALDI-TOF, il

apparait que certains des fragns sont oxydésDes recoupepmts entre ces résultats (voir
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Figure 70) et la coparaison avec les calculsalisés pécéd&mment permttent de poser des

hypotheéses quant aux résidus endages.

Figure 69. Analge par MALDI-TOF @s peptidestienus apres irradiaticet digestion de la
headpiecepar I'endopotéinase Glu-CSl : standardnterne). Les croix mrquent les adduits
de sodiunetpotassim et les étoiles indiquent les espécesdies

Une seule oxydation est observée sur le fegmde niz 1265.2. D’apres les calculs, il
senble que ce soit la Tyr7 qui soit oxydée. lufdaoutefois noter que Isletl n'a @s été prise
en conpte dans les calculs et que les resitfies présentenégalenent une réactite élevee

avec les radicaux hydroxyles.

96



Résultats et discussion Etude des headpieces

Etonnanent, aucune oxydation n’est observée surdgnment de miz 1397.9: ni His29 ni
Arg35 ne semblent donc étre des ciblegenmres d’oxydation, ce qui eenh contradiction avec
les résultats obtenus par calcul. La non-oxydal®ilis29 pourrait s’expliquer par le fait que
I'oxydation des résidus His entrna la précipitation du pege [Schoneich, comumication
personnelle]raison pour laquelle aucun fragmbportant une histidinexydée n’est visible.

Si les résidus His29 et Arg3te sont pas oxydés, les demxydations observées sur les
fragments de nfiz 2739.8 et 3096.4eront portées par les regs Tyrl2, Tyrl7 ou Arg22.
Etant donné que les calcul®nirent que le rédu Arg22 présente une probabilité de réaction
réduite avec le radical hydroxypar rapport a ces deux résidusogine, il ne serait donc pas
une cible majeure.

L’'analyse du fragrent de miz 1901.6 fait resortir deux oxydations, certainemh celles
de Tyrd7 et Arg51. Or si ces deux résidantsoxydés, les deux oxydations observées sur les
fragments miz 1848.5 et 3227.8 correspondenk anémes dommages. Le résidu Met42 ne
serait donc pas oxydé.

Les trois oxydations détectées sur le fragide miz 2478.9 corrggondent d’'une part a
celle de Metl ou Tyr7, oxydation déja observédesinagment de miz 1265.2, et d’autre part,
certainenent a des domages aux résidus Tyrl2 &yrl7. En effet, legalculs nontrent que
les deux résidus tyrosine sont les cilpgesféretielles de I'attaque radalaire.

Figure 70. Récapitulatif demodifications de mas® observées par analyMALDI-TOF
(indiguées dans legctandes jaunesh partir des ertes peptidiques dexheadpiecdrradiée
avec une dose de 1000 Gy et digérée par ArgaCvéet) et par Glu-C (en rouge). Les acides
amnés dont les probabilités déactionavec le radical hgroxyle sont les pluglevéesainsi
gue le résidu Metl, sontpesentés ehleu sur la séquence.
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c) Analyse par spectronétrie demasse en tadem (MS/MS ESI-IT)

Des analges de spectroétrie de nasse en tadem ont été realiséeafin de déterminer
plus précisémnt quels ant les acidesmainés endmmagés a cours de l'irradiation. En effet,
cette techique permat de fragrenter les peptids et ainisde caractériser les adifications

éventuelles des a@s amnés.

Dans un premer temps, des échantillons deeadpieceont été irradiés a 500 Gy puis
digérés, soit par I'endopr@inase Arg-C, soit par Glu-C. Les échantillons digérés puis

dessalé ont ensuite étéalyses paESI-IT.

Le spectre MS obtenu lors de I'analyse du igepirradié et digéré par Arg-Cantre que
I'électrospray produit des ionsultiplement chagés (kgure 71). Il apparait également que
certains fragrents sont oxydés, ce qui avaieétontré par MALDI-TOF. Il faut égaleent
noter qu’aucun ion correspondant aux fragtade miz 1029.2 et 1396.6 n’est observé sur ce
spectre. Lerhgnent de miz 1396.6 étant cepenatavisible en MALDI-TOF, cette disparition
pourrait &re expliquée par une ompétition lors de I'ionisation éectrospay etre les

différents peptides issus dedmestion, situation défavorabdel'ionisation de ce fragent.

Figure 71. Spectre ESI-IMS) de laheadpiecearradiée (500 @), digérée par Arg-C puis
dessalé.
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Les fragnents issus de laidestion de laheadpiecerradée pa Arg-C, qui portent une

seule oxydation, sont ensuite fragmesafin d’obtenir leurspectre MS/MS.

Les ions issus de la fragmtation ont é annotés d’aprés Ste&Mann (2004) qui ont
réactualisé la noenclature de BepstorffFohlmann-Biemann [Ro@storff & Fohlmann,
1984; Biemann, 1992]. Cette noemchture est présentée a la Figui2. La chaine peptidique
se fragnente préférentiellernt au niveau dda liaison ande, ce qui produit des ions-b
lorsque la barge esportée pal’extrémté N-teeminale et @s ions-y lorsqu’elle éportée par
I'extrémité C-terninale. Les ions N-terimaux sont appelésa,, by, et ¢, ou m représentie
nonbre de groupeents R que ces ions contieent. Les ions C-tefimaux sont appelésnz,),
Yn-m) €t Xn-m) OU (n-m) est le norbre de groupeemts Rque ces ions contiennent (n étant le
nonbre total de résidus). Il faut égalent ®uligner gu’en plus de ces fragntations, les

ions peuvent égalesnt perdre une métule d’eau ou d’ammoniaque.

Figure 72 Nomenclaturele la fragnentation peptidque d'apres Steen & Mam 2004]

Il faut souligner que si un @me fragment est détecté a la foigxydé et non oxydé (par
exenple b et b+'°0 dans la Figure 73), @prouve que I'échantih consiste en unéange
de peptides parents oxydés sur au moins deu& ptusieurs acides anes. C’est le cas pour
tous les fragents issus de ldigestion par Arg-C de laeadpiecdrradiée, portant une seule
oxydation et qui ont été analysés MS/MS ESI-IT.
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Figure 73. Fagments attendus aprés isolemt et fragnentation d’'un ion préurseurmono-

oxydé (M+16). Cet ion précurseur peut étreya&sur deux résius différens, chacune e

oxydations donnant unprofil de fragmentation différent. Si ces deux résidusont
endommagés au cours de lirradiation, l'antillon sera composé des iongrovenant de
deux types de framentations et certas fragnens seront observés a fais oxydés et non
oxydés.

De nonbreux fragnents des sériespbet y, sont présents surdespectres MS/M%les
produits de digestion de laeadpiecepar Arg-C (Figure 74 &igure 76), certains étan
oxydés. Les ions visibles sle spectre sont annotés dar séquence; les fragmts non
oxydés et oxydés détectésns respectivernt notés h y, et by, y» . Les pics intenses non
annotés correspondent a des fragis internes, c’est a dire digagments ayant perdus leurs

extrénmités N- et C-taminales.
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Figure 74. Spectre MS/SIESI-IT obtenu pairagmentation du peptide Met1-Arg22, panta
une owdation et chargé trois fois (ion précursemriz = 832.2). Les ions lsservéssur le

spectreet correspondant a des fragnts non oxdés sont annotés sur la séquengeyd, tout

comme ceux correspondant a des fregts portant ne oxydation (b, , yn ).

En ce qui concerne le peptide précursgeimmiz 2494.6 (peptidéetl-Arg22 qui porte
une oxydation, voir Figure 74), il apparait tallabord que I'échantillon est en réalité un
mélange de peptides portant une oxydation s msidus différents puisque certains ions
fragments sont détectés a la fois oxydés (g, ) et non oxydés (hyn).

L’'analyse de la série y peanhde déteter une oxydation sur laéquence [Y17-R22]
puisque le fragment y est détecté gxlé. D’autre partaumoins une autre espece portant une
oxydation sur la séquence [M1-S16] pedsente puisque le fragnt by est détecté oxydga
présence des fragmits b 7*-b,* est conpatible avec cetteypothese); la présence dgnon
oxydé serhle indiquer que cette oxydation estdtisée sur la séquence [M1-A13]. Il faut
€galenent noter que la présence dg hon oxydé laisse pposer qu'ne espéce @tart une
oxydation sur [V20-R22] est égalem présente dans I'’échantillon.

Ces résultats ontrent donc 'existence d’amoins deux especes oxydées sur des résidus
différents et seraient apnent compatiblesaavec la pésence de troisspecexydées ou

plus.

L’'analyse de ce fragemt irradié a 500 Gy par MALDI-TOF ait révélé trois oxydations
radio-induites, donc trois sitgmtentiels d’oxydation. La presre ayant été kalisée sur le
résidu Metl ou Tyr7 (voir MALDI-TOF), les aalls de probabilité lasent supposer que
Tyrl2, Tyrl7 et Arg22 soient les autres cibtBsxydation. Puisque I'd@ntillon analyseé est
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en réalité un mange de peptides oxydésur différents résidysl’oxydation de Arg22
(prouvée pr byg) N'exclut pas celle de Tyrl7.

En conclusion, I'analyse MS/MS du pemidle miz 2494.6 ne perat donc pas de
localise sars anmbiguité I'ensenble des résidus endonages.

Figure 75. Spectre MS/S! ESI-IT obtenu pafragmentation du peptide Glu36-Arg51 qui

porte une rydation et est chargé troisi$dion précuseurm/z = 621.9)

Pour le peptide précurseur dézmi864.5 (pptide Glu36-Ag51 quiporte une oxydation,
voir Figure 75), I'échatillon es majoritairement conposé d’'un peptidegotant une xydation
sur la séquence [E36-E44] puisque les fragsys Vs Vs, Ve etY7 SONt détectés non oxydés et
gue ces pics doment le spectre. D'awdrpart, la présence des fragnts oxydés ¥ et bs*
montre que certains peptidesnmurs sonbxydés respectiveent sur les séquences [Y47-
R51] et [E36-A41].

Cette derniére observation est surprenantéesatalculs n’avait s aucun des résidus de
la séquece [E36-A41] en évidenaeomme cibles de l'attag radicalaire Au contiire, les
calculs suggerent plutét qu'yeptide contenant le résidiliet42 oxydé pourrait correspondre
a I'espee mgoritaire détetee enMS/MS. |l faut noter que l'intergétaion desrésultas
MALDI-TOF, qui excluait 'oxydation de Met2, reposait sur 'hyphése que chag espéce
mono-oxydé soit endomegée sur un résidu umie. L'analyse MS/MSnontre que ce n’est
pas le cas et, par conséqudiotxydation de Tyrd7 et/ou Arg51 aekclut pas celle de Met42.
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En ce qui concerne la ou les oxydations locaisg I'extrérnité C-terminale de la séquence,

les calculs suggérent que Tyr47”eg51 soient les cibles potentielles.

Figure 76. Pectre MS/M5 ESI-IT obtenu pafragmentation du peptide Val23-Arg5Gui
porte une rydation et est chargé quatre fois (ion préeurm/z = 811.5)

En ce qui concerne le peptide précursgeinmz 3227.8 (peptide Val23-Arg51 qui porte
une oxydation, voir Figure 76), I'échantillont &galenent un nélange de fragmnts oxydés.

Il serble que l'irradiation conduise a aueins une oxydation sur la séquence C-teate
et notamment sur la séquence [N46-R51dJomme le suggere le fragnt ys*. De plus, la
présence despnon oxydé tend a prouver gue oxydation est localiséerdas trois derniers
résidus P49, N50 ou R51. D’autre part, la présencedienontre qu’une autre oxydation est
présente sur la séquence2B/M42]. La présence dexynon oxydé est surprenante et laisse

penser a une oxydation sugs\ou Vaq.

Les calculs montrent gy au sein de laéquence [Y47-R51], les résidus Tyr47 et Arg51
sont les pla réactifs vis-a-is du radicalhydroxyl, avec une plus grande probabilité de
réaction pour Tyrd7. Par cgaraison avecl’analyse MS/MS, il est probable qu’une
oxydation soit localisée sur Arg5ésultat qui n’est pas incguatible avec une oxydation de
Tyrd7. Comne supposé lors de I'analyse dadment de m/z 1864.5 (voir ci-dessus), Met42

pourrait égalemnt étre mydée, ce guest cohérenavec les fragents bo* et ys-y; détectés.
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En conclusion, I'analyse de leeadpiece pa spectronétrie de masse montre que cette
derniere est bien oxydée sur plusieurs sitesa@us de l'irradiationLa conparaison des
calcds de probabilité de réaction entre leffétents résidus et le raxal hydroxyle avec les
résultats de MALDI-TOF et d&SI-IT tendent a prouver ques résidus Metl (ou Tyr7),
Tyrl2, Tyrl7, Arg22, Metd2Tyrd7 et Arg51 sont probablemt endomragés au cours de
I'irradiation. D’autre part, les calculs suggat une oxydation de Hi9 et Arg35, qui n'ont
pas été visualisées par MALDIOF. Toutefois ces hypotheses doivent étre colsn par
exenple par des digestions suppléntaires a laide d’autres endoprot&ses et par I'analyse

des espéces multi-oxydées par MS/MS.
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1. 3. Effet de l'irradiation sur I'induction in vitro du systemelac répresseur-lac
opérateur

L’expression des genes de I'opéilan eg sousla comnande du réms®ur et en abence
de lactosele répesseu tétranerique est fixéa sa séquence opératritka été nontré que
I'exposition de corplexes spécifiques péesseur-opérateur a un rayoneam perturbe le
processus de reconnaissance Apidtéine, principaleent viades dommages a la protéine.

Ce systema est égaleamt sous le contréle dh inducteur. lorsquedu lactose est présent
dans le rilieu, une petite paie de ce lactas est catalyséen dlolactose; cet irducteur
naturel se fixe au répresseet induit un changeent de confornation de ce dernier qui
diminue son affinité pour 'ADN. La question pese mintenant de savoir si I'inductioim
vitro du sys$ene lac répresseaulac opérateu est égalemnt pertubée sous irrddtion et si
oui, quels sont les dommages respbitesade la perte d’'induction.

Pour répondre a cette question, des eres répresseur-opérateur ont eté étudiés en
absence et en pewxe d'un inducteur gtuit, I'isopropyl-ED-thiogalactoside (IPTG).

L’interaction entrde répresseur et cet induatea égalerant été examée.

1. 3. 1. Altération de I'induction

Afin de déternmer si l'induction du systémlac répreseu-lac opérateur est perturbée
sous irradiation, le répresseur irradié semlsolution (de 0 a 1000 Gy) est incubé avec un
fragment d’ADN de 80 pb en absence (Figure 7#&)en présence de SMnd’'IPTG (Figure
77B). Les canplexes répresseur-ADN sont ensutealysés par électroplase en gel retard.

Figure 77.Gel retardmontrant les comlexes famés en incubant lerépresar irradié et le
fragment d’ADN de 80 plnon irradié, a absence (Apu en présence (B) deniM IPTG.
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Dans le cas du répresseur non irradié (peesspistes des gels A &, Figure 77), I'ajout
d’'inducteur provoque une dissodtat du conplexe répresseur-opgteur qui se @nifeste par
une chute drastique de la quantité d’ADN emptexe en présence de BmMPTG. Canpte-
tenu de la constante d'affinité du répseur pour 'lPTGde l'ordre de 5x10M™), des
concentratios en protmeres (3.2 uM) et enPTG (5 mM), tous les sites de fixation de
I'inducteur sont supposésaturés et donc aucun colexe nedevrait étre ofervé dans ces
conditions. Il apparait toutefois qu’une petitaction d’ADN (3%) est fixée par le répresseur
non irradié. Ce résultat surpremapeut étre expliqué pda présence d'une fraction de
répresseur non inductible, par exsen suite a I'oxydation des résidus Trp pendant la
préparation de la protéine. Une deuxémplication possible seitaune perturbation de

I'induction dans le gel, entrainamh relargage non quantitatif de 'ADN.

Figure 78. Evolutin du purcentage d'ADN en awplexe au cours dértadiation en abserec
(carrés) ou @ présence d'IPTG (triahgs), caonme détaminé par analge des gels retard
(moyenne de8 et 4 expériences respeeirent dans les conditior et 5nM IPTG).

Comme démontré précédement, la capacité ddixation du répresseur irradié a I'ADN, en
absence d'IPTG, diinue lorsque la dose augnte.

En présence de 5Md’IPTG, la quantité d’ADNen conplexe suit uneourbe en cloche :
elle augnente pour de faibles doses puis digea de plus hautes dosésne extrapolation de
ces résultats au I joué in vivo par le systém répressawopérateur-inducteur sdihe
montrer qu’aux doses auxquellegdépresseur irradié est toujowapable de se lier a 'ADN,

I'induction comnence gerdre son efficacite.

Ce dysfonctionneent de I'induction peut anir deux origines. La preigre hypothése
suppose que le répresseur irradié perde sait@placfixation de I''HG. La deuxiéra est que

le répresseur irradié soit toujours capable de fixer I'lPTG as qu’une fois celui-ci fixé, la
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transnission du signal Hostélique di site c fixation de I'lPTG vers lesite de fixation de
I’ADN ne se fait plus correcteemt; la fixation del'lPTG n’entraine ala pas de dissociation

du conplexe répresseur-ADN.

1. 3. 2. Diminution de l'affinité du répresseur irradié pour I'PTG

Afin de mesurer la capcité du répesseu irradié a fixer I'inductur, des expériences
d’équilibre de dialys ot été réalisées. Des stins de répresseur id# dans une gamme de
dose de 0 a 1000 Gy sont ¢gsdes contre un tampon 100nphosphate de potassiufpH
7.25), 0.5uM IPTG contenant di'C-IPTG. Apreés dilyse, les radiactivités de la solution de
répresseur (intérieur du boudin dialyse) et du tapon de diatse (extérieur du boudin) sont
conptées; la fraction @& protoneres en coplexe avec I'lAG est ciulée a partir de ces

mesures de radioactivité.

La Figure 79 rmontre que le répresseur pesa capacité de fixer I'PTG au cours de
I'irradiation. Une courbe exponentielle peére superposée aux dwes expérientales.
L’équation de cette eximentidle es F= exp(- 1.D) ou F est la fractiode protonéres actifs
vis-a-vis de I'lPTG, D la dose e4=0.00145 G¥ le taux de destructh de la capacité de
fixation de I'IPTG. Le coefficient de coregion entre la courbealculée et les données

expérimentales est de 0.99.

Figure 79. Capacité de fixation dePITG au r@resseur en fonctinde la dose (coefficient de
corrélation R = 0.99 entre la courlexponetielle F=expj-0.00145dose] et les valeurs
expérimentales ;moyennede 3 expériences).

Le dysfonctionnemnt de 'induction est donmajoritairenent di a une perte d’affinité du

répresseur pour I'lPTG et non a des pdrdtions de l'allostée de la protéine.
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1. 3. 3. Destruction du site IPTG
Si le répresaur n’eg plus conpletement actif, cela peut-étré d:

- soit a une dinmution de la constante d’affié K, qui devient i{ (m< 1), toutes les
molécules restant actives-a-vis de I'lPTG

- soit a une baisse du nomlate sites de fixation, c’est ardiqu’une partie des protares
ne sont plus actifs et que Bevient nR (n< 1), les preomeres actifs gardant leaffinité

pour I'lPTG intacte.

Afin de répondre a cette questiates expériences d’équilibre dmlyse du répresseur ont
été réalisées contre des f@ms de oncentration variablen IPTG (2 10° 1 x 10°,
5x 10°, 1 x 10" et 5x 10® M). La fraction de répregur en comlexe avec I'lPTG est
appelée r, avec r = CfRLa représentation de ik en fonction de r est une droite dont la
pente est -, et d'abscisse a I'origes n. Cette représetion est apgée «diagamme de
Scatchard ».

[4]
I£ mK(n r)
|
Ces expériences ont été réalisées d’'une pax du répresseur nagt d’'autre part avec

du répreseu irradié (3@ Gy).

Figure 80. Diagramme d&catchard de en fonction de r{lpour du répressematif (carrésket
irradié par ue dose de 30Qy (cercles) (myenne d& expériences).

Les deux courbes obtenues sont linéaires et piasgligest a dire de constantes d’affinité
K (calculée d’aprés I'inerse de la pete) icentiqles et égales a 5 x2LBI™. Pour le répresseur
natif, I'extrapolation de la dite donne r = 1.0, valeur attéme pour une protéine totalem
active alors que dans le cas t#e protéine irradiée, I'drkapolation donne r = 0.7. La
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concluson de cette exience es donc que la constante d’afié@ du répresseur pour I'PTG
ne varie pas au cours de l'irradiatiomisnquele nonbre de sites de fixation dimue, ce qui
explique la baisse de capacité de fixation'tTG. Des résultatsisiilaires avaient été
observés pour du répresseur irradiérpgonnenant ultra-violet [Charlieet d., 1977].
L’échantillon de répresseinradié conprend donc deux populahs de protorares: des
protoneres intacts, c’est a dieetifs vis-a-vis de I'lIFG et des protogresdont le site IPTG a

été taalement détruit.

Afin d’identifier les dommages responsablesldeperte de fixation de l'inducteur, les
acides anmés en contact ou proches de I'inductent été examés sur la structure cristalline
du répreseu fixé a I'PTG (structue PDB 1LBH). Parmles acides amés sités a noins de
0.45 nmde I'lPTG, certains sont tres senkdb a l'attaqe par les adicaux OH; il s’agit
notamnent des résidus Trp220, Phe293, Arg10At197 (Figure 81)De plus, un deuxiem
résidu tryptophane, un pglus éloigné, se trouve égalentdans le voisinage de I'lPTG. Ces
résidus ont des constants réactia éleées aecles radicaux OH 1.3 x 13° M*s* pour le
tryptophane, 6.9 x foM™s* pour la phénylalanine et 3.5 x 1M™s™ pour I'arginine. Les
résidus tryptophane étant les plus réactifs-asvis des radicaux OH, ils vont étre plus
particulierenent étudiés.

Figure 81. Représentation du site IPTGajes lastructure PDB 1LBH @ Lewis et al,
1996] Les résidus représentés en vert sont ceugssiumoins ce 0.45 nmde lamolécule
d’'IPTG. Lesrésidus phérliglanine et tryptophaze ®nt représerdis espectivenent enjaune
et en cyan. Lamolécule dIPTG figure en rauve sur & dessin.
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1. 3. 4. Endommagement des résid Tryptophane

Les domnages causés aux résidus tryptopharmp201 et Trp220) lors de I'irradiation ont
été suivis pr mesure @ la fluorescence intinseque du répresseur,muipalenent due a ces
deux résidus. Le spectre d'&sionde la protéine irradiée a é&éregistré de 270 a 450 nha

longueur d’onde d’excitation étant de 280.nm

Figure 82. Evolution du spectre wliéssion de fluorescence du répresseur irradiéfonction
de la dosegexprimée enGy sur chaque sgtre (conditions »@érimentales 32 UM en
protorreres, mesure de florescene a 25°C).

Comne montré a la Figure 82a fluorescence de la protéine diae au cours de
I'irradiation sans qu’il N’y & de modification dans la fme du spectre. Cette dinution
montre que les noyaux indolesdegsidus Trp201 etrp220 sontdétruits. L'attaque de se
noyaux par les radicaux OH peutfa@re via des additions sur tg/cle benzénique ou sur la

liasison C2=C3 et mner a la formtion deN-formylkynurénine et d’hydroxytryptophanes.

Afin de déternmer si les deux résidus Trp saridonmagés a la @me vites®, l'intensité
de fuorescace du réprsseur até mesurée erconditiors dénatuantes En efet, l'intensté
de fluorescence du répresseuesarée en @nditions non dénaturantes est la smrdes
spectres d'éimgsion de chaque résidu Trp poreR par leur rendement quantiquees
transferts d’énergie peuvent passer entre noyaux indoke qui complique I'analyse des
résultats. En conditions dénaturantes (8M chioide guanidine), les résidus Trp présentent
tous le n@éme spectre avec unéme rendenent ; dans ces conditions, feuorescence esurée

refléte le contenu en trygphane de la protéine.

La conparaison des intensitég fluorescene rdative du répresseur en conditions natives

et dénaturantes (Figure 83pnire que les tax de destruction dedeux résidus tryptophane

110



Résultats et discussion Effet des radiations sur l'inddion in vitro du systéme lac

sont du néme ordre de grandeutUne méme courbe exponentielle: F Igo exp (- 1o . D) peut
en effet étre superposée aleux séries de données, @lekt lintensté de fuoresence d
répresseur irradiégd I'intensité de fluorescemrcdu répresseur non irradié,, = 0.00144 Gy

le taux de dégradation du tryptophane et D la dose.

Figure 83. Diminution de ihtensité ddluorescenceelative du r@resseur enohction de la

dose en conditions naég (carrés noirs) et daturantes (carrés blancs) dyenne de3

expériences).

La Figure 84 rontre que la destruction dessidus tryptoplane est forteent corrélée a la
perte de fixation de I'liPG (coefficient de codlation égal a 0.97). Ceci prouve le réle joué

par I'oxydation des résidus Trp ddagerte de fixation de I'lPTG.

Figure 84. Corrélation entre landinution de l'inensté relativede fluorescene et de & perte
de fixation dd'IPTG du r@resseur irraie.

Des dommages a d’autres acides arés situésdans le site de fixation de I'lPTG, non
détectés par fluorescence, peuvent egatgrocontriber a la perte de la capacité de fixation de

I'inducteur par le rpresseur irradié. Par exepha, les résidus Phe293, Argl97 et ArglOl
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présentent es réactivités éledes aec OH. Ces réactivitésaneurert cependant inférieures a
celle des résidus Trp (deux fois pour la phénylakaret quatre fois pourarginine) et seul
Argl01 présente une accessibilitéux a trois fois supérieurecalle des résidus Trp et peut
étre endomagé a la néme vitesse. Au vu di& tres bone corrélatio observée a la Figure
84, il senble toutefois que la destructiomadiolytique d’'acidesaminés autreque le
tryptophane ne joue pas de rélgjenr dans lgperte de la cagzité ddixation a I'inducteur du

répresseur irradié.

1. 3. 5. Protection par I'lPTG de son site de fixation
Puisque le répresseur est protégeé par 'ADNateé@r lors de lirrdiation des complexes
[Eon et al, 2001], il est tout a fait posse que 'IPTG joue égaleemt un rdle de protecteur

vis-a-vis de son site dexftion sur le répresseur.

Des solutims de répreseur ont doc été irrattes en absence et en présenceCpM
d'IPTG puis dialysées contre un tampon X@M phosphate de potassiufpH 725) pour
éliminer I'PTG irradié.Les sdutions de répraseur irradié ont ensuiteté dalysées toute la
nuit contre un tapon (100 "M phosphate de passiumpH 7.25, 0.5uM IPTG contenant du
“C-IPTG) non irradié. & fractionde protonéres inductibles, c'¢s1 dire fxant l'inducteur, a

été calculée a partir deresures de radioactivit€omme précédemant.

Figure 85.Fraction de potomeres inductibles efonction de la dose, apres irradiatiom d
répreseur enabsene (carrés) et en pésene de D uM d'IPTG (cercles) (moyenne de3
expériences).

Comne le montre la Figure 85, la perte d& capacité de fixation a lindteu du

répreseur irradié en présce d’'IPTG ne suit plus unengple courbe expnentidie :
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- pour de faibes doses (< 400 Gy), le site fixation de I'lPTG semble étre efficacemnt
protégé puisque le taux de fikan d'IPTG ne varie pas sidicativement. L'IPTG fixé
au répresseur protege fortem son site de fixation.

- pour de plus hautes doses (> 400 Gypdde de fixation suit une courbe exponentielle.
Le taux de destruction de dapacité de fixation de I'lPTG est de 0.00074 Gypour
le répesseu irradié enprésence € 10 uM d'IPTG, soit la roitié de la valeu 1
obtenue pour le répresseuradié seul. Cette perte da capaité de fxation de
I'inducteur deux fois plus lente en présend’IPTG suggére que I'lRT puisse agir
comme un capteur de radicaux OH, ce quiustifie pa la stricture méme de ce

galactoside.

1. 3. 6. Capture des radicaux par I'lPTG

La capacité de I'lPTG a réagir avec laslicaux hydroxyles a été testée par umhode
connue l'induction de coupures simple brin $B) sur un plaside. Le plasnde utilisé ici
est le pPBR22. Gomme I'IPTG ne se fixe pad 'ADN, seule la capacité de I'lPTG a réagir

avec les radaux OH en solution est observée.

La relaxaion et la lin@risaion du plasnde iradié permettent de détermer des valeurs
moyennes de coupures gl brin et double tin par plasnde et, par 1a @me, le pouvoir

scavengede I'lPTG vis-a-vis de I'ADN,.apn.

Le systers peut étre décrpar les égiations sivantes :

radiation + eau S0 OH Paramétre cinétique:%—?(débit de dose) [9]
OH + ADN «¥ coupure [6]
OH  + inpuretés «$o  produit A [7]
OH + IPTG <% produitB [8]

Dans ce schéamsimplifié, les CSB et CDB sont considérées comntenguniquerant
dues a l'attaque de I'ADN pardeadicaux OH [6], ces radicagouvant étre piégés par des
impuretés [7] ou par uscavengespecifique, I''PTG dans ce cas-ci [8].

En présence d’ADN et de concentrations saffites d'IPTG, les effets de capture des

radicaux dus aux ipuretés edu tampon sont négligeables.
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A I'équilibre:

dCoupure@ G, k, ADN @ (9
dDose k, ADN> k, IPTGD @

L’ADN et I'IPTG étant peu endomagés dans lgamne de doses étudiée (0-10 Gy), leur
concentratia est conslérée conmnte; I'équation [5] peut alors étre résolue comnune

fonction liréaire :

dbose 1 1] L1 . .PT> @ [10]
d[coupure] G, G, k,[ADN] Goy
k
avec . —3
ANk, ADN> @

Figure 86. (A) Rendment en CSB en fonction dia dose, emprésence dd0°M (cercles
blancs), 4 x10*M (triangles), 1dM (cercles noirs), 1M (losanges) et 1M (carrés)
IPTG. (B) Inverse des pts des droiteen fontion de la concentratn en IPTG (royenne

de 3 expériences).

Des solutions d’ADN (20 ng/ul, soit 63 uM alésoxyribose) sontradiées en présence

de différentes concentrations d’l8T0, 10°, 4 x 10* 10% 10° et 10°M) dans une gamme
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de doses de 0 a 10 Glyes courbes représentale nonbre de coupures par plage en
fonction de la dose sont des droites (Figured®8jt les pentes correspondent aux reredem
en cassies par pasmde et par Gy. Le tracdes inverses des pentes en fonction ale |

concentration en IPTGseune droite. Le rappor entre sa pente et son ordonnée a l'origine

est égal aDpn.

Le pouvoirscavengede I'lPTG déterrmé graphiquernt .,pn €st é@gl a (1.6 = 0.4) x
10° M. La concentration en ADN étant de 63 PINPTG est donc 100 fis plus efficace que
les désoxyriboses de 'ADN pouagturer les radicaux OH, ce qui confier’hypothése que
I'lPTG est un bon scavenger.

Il faut noter que cette valeuppy ne peut pas étre directent appliquée a la capture des
radicaux GH par rapport au répresseur. Cependatly permet d’avoir un ordre de grandeur
de .igressewr Parangtre qui sera ajustpour obtenir une bonne agléation entre le modéle et

les valeurs expériamtales.

1. 3. 7. Destruction de I'lPTG par irradiation
Il a été nontré que I'IAFG est un bon scavenger des radic®H. Si I'IPTG réagit avec

les radicaux hydroxyles, il est fort probable gabit endormagé au cours de cette réaction.

Des solutions de 10 pM d’IPTG contenant’80-IPTG ont été irradiées dans une ganm
de dose allant de 0 a 750 Gy. Les échantillons eosuite dilués jusga une concentration de
0.5 uM en IPTG afin de réaliser des expécend’équilibre de digkse avec du répresseur non
irradié. Lafraction d’IPTG irradié toujours capable de se fixan répresseur peut ainsi étre

calcuée.

Figure 87. Fraction d’'IPG intact mesuré par duilibre de dialyse, en fonction de la dose,
apreés irradiation deQluM d'IPTG (moyenne de 3 exgpiences).
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La Figure 87 rontre que ldradion d’'IPTG intact Rprg diminue rapiderent au cours de
I'irradiation. Une courbe exponentielle peétre superposée aux valeurs expérimentales
Fiers = € %P ol D est la dose ety= 0.0115 G¥ le taux de dégradion de I''PTG

(coefficient de corrélation 0.90).

L'IPTG étant endommagé lors de lirratan, qu’'en est-il deson pouvoir scavenger
aprés irradiation a de fortes doSe#\fin de répondre a cette questj des solutions de
0.1mM et 1nM IPTG ont été irradiées danse gamra de dose de 0 a 750 Gy et le pouvoir
scavenger de I'lPTG irradié est détamencanme précédemment. Bien que I'lPTG irradié ne
soit plus capable de se fixer au répresseuppaeait de cette expérience que celui-ci garde le

méme pouvoir scavenger qlitPTG non irradié.

1. 3. 8. Modele généfade radiolyse du répreseur en présence d’'IPTG

La courbe expérientale nontrée a la Fjure 85 peut étre expliqué comasuit.

A de faibles doses, lesnolécules d’'IPTG intat occupen leur site @ fixation sr les
protoneres et le protégent dorde la radiolyse. Dans tte gamne de doses, les points
expérimentaux sont situés sur une droite quasizontale, sgne que Ie sites de fixation de
I'inducteur dans la populatiatie protonéres ne sont ptiquenent pas endomageés.

A de plus hautes doses, I'lPTG endommagéerfes plus sur son site et celui-ci est alors
détrut avecun taux inférieu a celui du répresseur irradiéwdeuisque I''PTG endomagé

posseéde toujours la propriété piéger les radicaux OH.

Le systers peut étre décritgp les égiations sivantes :

radiation + eau %  OH [11]
OH + IPTG <&  produits de dégradation de I''PTG [12]
OH + site IPTG « &b site inatif [13]
OH + protéine ¥ protéine endomagée [14]

L’inactivation du site de fix@on de I'inducteur est dO 8attaque de ce site par les
radicaux OH [13]. D’atre part, les radicaux peuveégaement attaquer d'dres #tes de la
protéine [14] ou étre piegésrpdPTG présent en solution [12)es effets de capte par les

impuretés sot consi@rés ici comra étant ggligeables.
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De ces équations, il apparait que :

d sutelpT@ G?.H K po (141
SitelPTG Lk, Protéin® k, IPTG @@
Lorsque le répressead irradié en absencel®TG, la fraction de protoéres intacts est:
F e @ o Gon ks :
" 1k Protéing @

En présence d'IPTG, l'inductelgcavengdes radicaux hydroxyles d¥quation peut étre

réécrite :
d[sﬁelPTCi L .dDose [15]
[sitelPTG] 1 ., [IPTG]
F e QD ou Gon k4 Q

: uepcareQ —=
| ki Protéing k, IPTG 3 e@@ 1 DIPTG>

Une partie @ I'lPTG présent ersolution esfixée au répregur, susm site de ixation. Les
sites occupés par I'lPTG sont protégés debcaux OH par deux éanisnmes: par capture
des radicaux hydroxyles, tout coma pour les mlécules d'IPTG libresen solution et par
masquage des sites, ctes-dre par réduction deeur accegsilité. Le taux de destietion des
sites occupés par uneolacule d’inducteur estonc ,= 1/FP, ou FP, le facteur de

protection, est un parasne ajustable.

En résur, la concetration en sites IPTGntact varie enfonction de la dose. Cette
variation put étre expmée comme lssomne de deux terms. Le prener, [ O (Ry-C)],
concerne la destruction des sites roxcupés par l'inducteur avec un talx et le second,
[ @ c], concerne la destruction des sites occupés par I'lPTG avec unGauxéquation
différentielle donnant Ren fonction de la dose est donc la suivante :

dR,
dDose ' *

ou est R et ¢ sont les concentrations respectivan prtoméres actifs et en aaplexe

c ',cC [16]

répresseur-inducteur.

Cette équation différentielle peut étreakie nundriquement enconsidérant que :

1. La concentration en IPTG intacarie en fonction de la dose jpfg = e~(00115dose)

2. La formation du corplexe répesset-opéirteur obéit a la 10:

répresseur IPTG mo complexe oe R ¢ K

cil, C

a a
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La constante d’'affinité K caliée d’aprede diagramre deScatclard est égale a %
10°M™. La concentration en cquitexe peut aisi étre calculée pour chaque dose, c’est
a dire pour chaque concegiton en PTG intact.
L'IPTG et son/ses produit(s) dkégradation ont le @éme pouvoirscavenger

4. Lesparangtres xep et FP sont ajustés pour obtelsirmeilleure adquation agc les

valeurs expérimntales.

La Figure 88 rantre que l'introduction des valeurg, = 7 X 1¢ M™et FP>20 donne une
courbe qui s’ajuste bien aux données expéntales. Cette figure peetn égalerant de
vérifier que le pouvoiscavengerde I'IPTG est constant acours de lirradiation puisque
I'ajustenent de la courb calculée dns ce cagcourbe pleine) est @lleure que lorsque le

produit de dégradation de I'lPTG est considéré cemonscavenger(courbe en pointillé).

Figure 88. Faction de protomres actifs erfonction de la dse aprés irradiation du
répressur enabsencécariés)et en préencede 10 uM d'IPTG (cercles). Lescourbes pleines
correspondent & la résolution de I'équatigh. [La courbe en pointillé cogspond a la
résolutionde |’ équation [T en considénat quel’ IPTG irradié ne scavenge plles radicaux
hydroxyles.

1. 3. 9. Modele: dysfonctionnement du sysine lac répresser-lac opérateur apres
irradia tion
Comme montré a la Figure 78, lirradiain du répresseur provoque un dysfonctionsrém
de l'induction par I'lFG du systema lac répresseulac opérateur. La fraction d’ADN en
conmplexe, apres irradiation duépresseur, dépend de la fian de té&rameéres toujous
inductibles. Afin d’expliquer le données expérimntales, le nmbre de tétramares inductibles
doit donc étre déterimé en foncton de la dose. Ces valeurs peuvétre calculées a partir du

nonbre de protorares inductibles.
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Les protomeres inductibles sont définisgomme des mtomeres dont le site IPTG est
intad ; lorsque I'PTG est fixé, cesprotoneressont conglérés incapdbs de fixer la dem
séquence opératrice. Des téteaas inductiblesant des rolécules de répresseur capables de

fixer suffisamment de métules d'IPTG pour étre incapables de fixer 'ADN.

Un tétrangre contenant i protoénes inductibles peut adopte@:j1 configurations

différentes et seules certainds ces configurations énent ades tétrarares inductibles. Pour
calcder la fraction $de tétrarres inductibles, dex hypothéses sont envisagées:
a — la fixation d’'une mlécule d'IPTG par dnere est suffisante pour empécher la fixation
de ce dingre a I'opérateur.
b — deux molécules’l®TG par dinére, soitune par proto@re, sont nécessaires pour
enmpécher la fixation du digre a 'ADN.
Soit R, et R respectiverant les fractions de prat@reset de tétramres imluctibes. Alors :

P rs.cipil R 41D @ [17]
t i'1CC4 P p

Figure 89. Représentation des différents types demétea conénant i protomeeintacts
(rectangles blancs). Dans la colonne Sc, &irdition est faite @re les casa et b (deux
hypothésegnvisagées, voir textei-desus). Lorsqudestétranéres sont fomésd'un dimére
inductible et din dimere pn-inductible, la vdeur deSc estz a cause de l'ingendance de
I'attaque radicalaire sues deux dmaines etl’ égale probabilité de fixer I'opérateur ses |
deux dingres.

La fraction de tétragres inductibles erionction de la dose esalculée, pour les
hypothéses a et b, a partir B&quation [17] (voirFigure 89). Cette cobe est obtenue en

considérant que la variation de protes inductibles suit une loi exponentielle.
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La courbe calculée représentéka Figure 90 est la convolutiale I'activité du répresseur
irradié vis-a-vis de ADN (voir Figure 78) et de la fracth de tétrameremson-inductibles
dans les cas a et lzette coune correspond donc a la fractiontd&aneres toujours capables
de se fixer a ’ADN mais n’étdrplus induits par I'lPTG. Dans les deux cas considérés, les
courbes dculées préentet une forme et une amplitude similaires aux valeurs
expérinentales.

Il senble donc qu’une seule ofécule dinducteur soit @cessaire qur enpécher la
fixation d'un dmeére a l'opérateur. Les dvaux de dymaique noléculaire de Flynret al
(2003) ont montré que la fixation d’'uneolicue d’'IPTG entraine la propagation du signal
allostérique du site de fixatiate I'inducteur jusqu’au doainede fixation de ’ADN, et ce au
niveau des deux amoneres du dinere; ceci porteégalenent a croire que la fixation d’une

seule nolécule d’inducteur est suffisante pampécher laixation du dinére a 'ADN.

Figure 90. Fraction de cqiexe ADN-répressu irradié en présence de 5 mMIRITG en
fonctionde la dose: valeurs expérimeetalcecles)et calculés (lignes continues a et b).
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2. La protéine Fpg

2. 1. Eude d’'un mutant : P1G-LIFpg

La formamidopyrimidine-ADN glycosylase (olFpg) est une enzyende réparation de
'ADN, comme cela a été rappelé précédemmenin At déternmer si I'exposition de ce
systéne de réparation aux radiations ionisanpesturbe la reconnaissance des lésions par
Fpg, le complexe foré par le mutant P1G-Fpg deactococcuslactis et le site 1,3

propanediol a été étudié.

2. 1. 1. Effet de l'irradiation sur la complexation de P1G:IFpg a un ADN portant une
lésion

Le conplexe étudié est donc fodrdu mutant P1G-Fpg deactococcudactis et d'un ste
1,3-propandiol. P1G-kpg est une téne detype « mutant inactif» obenue en suituant le
résidu Prol par une glycine [Seekal, 2002]: cette protéine mtante conserve sa capacité
de se fixer spécifiqueent a ses substratsam a perdu gn activté enzynatique. Elle a
'avantage d’étre plus stablgue la fome sauvage et omtre la néme affinité que cette
derniere vis-a-vis de 'BN. Cetype de protéine pemhdoncd’étudier la fixation de Fpg sur
des substrats wais». Toutefois,pour des raisons d#isponibilité de sulisats, le substrat
utilisé lors de cette étude est un analogue detralie haute affinitde 1,3-propanediol. Ce
site est placé au centre d’un fraent d’ADN double brin de 59 pb.

Dans un preter tenps, le conplexe FpgADN a été irradié danane gamme de doses
allant de 0 a 750 Gy puis les échantillons samalysés par électroptese en gel retard.
Comme le montre la igure 91, la proportiom’ADN en conplexe dimnue rapiderent au

cours de l'irradiation.

Figure 91. Gel retardandyse des camplexesentreun fragment d&9 pb mrtant le site 1,3
Pr (50nM) et la protéinedP1G-Fpg (0.4 uM) apreés irradiation des conplexes (doses 0,
25, B, 75, 100, 125 et 19 Gy).
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I a été montré que, dans le cas du eépeur de l'opéron lactose, les dommages
responsables de la disparition du complexe twrd’irradiation de celui-ci sont ceux portés
par la protéine plutét que ceportés par '’ADN. Afin de vérir si le néme phénorene se

passe pour le systénfrpg, ls deux partenaires du cplaxeont été irradiés séparént.

Figure 92. Gkretard : analse des coplexes entre un fragent d’ADN non irradié de 59 pb
portant le site 1,3-Pr (50 nM) et la protéir&G-Fpg irradiée (0.4 uM) (doses : 0, 1200,
300,400, 500, 750et 10@ Gy).

Lorsque la protéine est irradiée seuleyglane gamme de desde 0 a 1000 Gy, puis est
incubée avec le fragent d’ADN non-irradi€, il apparait que lintensité de la bande
correspondant au cqiexe dinminue brutalerant aec la dose d’irradiation (voir Figure 92).

Lorsque I'ADN est irradié seul0 a 750 Gy) puis est incubéeavla protéineon-irradiée,
la bande correspondant au qiexe dimnue égalenent avec la dose, a@s beaucoup plus
faiblement.

Ces tros expérierces -I'irradation du conplexe,de la protéine et déA DN seuls- ot été
réalisées en anquant soit ldorin d’ADN porteur du g& Pr, soit le brirromplémentaire : des
résultats identiques ont été obtenus dans les deux cas.

Figure 93. Gel rexd : analyse des caplexes entre un fragnent d’ADN irradié de 59 p
portant le sitel,3-Pr (50 nM) et la protéine1G-Fpg non irrad&(0.4 uM) (doses : 0, 100,
200,300, 400, 500 750 et1000GY).

122



Résultas et discussn Etude de Fpg

De plus hautes doses sont donc nécessairesiptiuire le corplexe que pour détruire la
capacité de fixation a '’'ADN de lprotéine irradiée (voir Figurg4). De plus, de trés hautes
doses sont nécessaires pouridumer I'affinité de 'ADN irradié pour lgprotéine non-irradiée.
En conclusion, tout comme pour le syséedel'opéron lactose, ceosit les domrages a la
proténe Fpg qui sont critiques dans la disfi@an du conplexeet la praéine en complexe est

partiellerent protégée des effetslél@res de l'irradiation par '’ADN.

Figure 9. Fraction dADN complexé a la protéin€pg aprés iadiation de laprotéine Ibre
(triangles), desomplexes(cercles)etde IADN libre (carés)comme dégrminé par analge
des gels retar(moyenne de 3 expériences pour chaque cas).

Afin de déternmer pourquoi’ ADN irradié est noins bienreconnu par la protéine Fpg
non irradiée, I'état du double brin d’ADN a é&®aniné par électrophorése en gel dénaturant.
Le pourcentage d’ADN intact, c’est a dire netpat aucune coupure, dinue avec la dose.
En camparant la proportion d’ADNritact a celledujours capable de se fixer a la protéine non
irradiée (Figure 95), il apparaifu’alors que 'ADN présentees Iésions (cassures gl
brin), il est toujours fixépar Fpg. Ceci peut étre expligpér la petite taille des régions de
'’ADN im pliquées dans la fixation (5 ou 6 ctéotides autour du ppanediol et un seul
nucléotide, le C situéafe au R, su le biin complémentaire). De pluspuisque l'irradiation de
'’ADN endommage celui-ci, certaines |ésionseuvent étre reconnues par Fpg et ainsi
augnenter le taux de fixation de I'enzyma I’ADN.
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Figure 95. Fraction ADN irradié libre toujours cagble de fixer la préine Fpg non irradiée
(cercks noirs) conparéea la proportiond’ADN irradié libre intact -cést-a-direne présentant
aucune cassarsimple brin - apres irradt#oon (carrés blancs)rioyenne de 3 expériences).

Comne cela a été soulg par Eoret al. (2001), les coupures de chaine ne sont pas les
dommages critiques ais ce sohles modificatios des chaines latéraleesdacides amés qui
jouent un réle fondaemtal dans la perte deapacité de fixation du répresseur a ’'ADN. Afin
de conprendre l'origine de la perte de la cap@de fixation de la protéine Fpg irradiée a

r7

I’ADN, l'intégrité de lachaine peptidique a&ttudiée par SDS-PAGE.

Figure 96. Fraction de protéine Fpg irradiée libeeprésentant pas de saesde la chaine

peptidique (triangles noirs) ecoparéea la proportiond/ADN non irradié fixant toujours la

protéine Fpdrradiée libre (triangles blancanfyenne de 3 expériences).

La Figure 96 rontre que la fraction de proté intacte diminue légeremt au cours de
I'irradiation. La conparaison de ces résultatgec la perte de la capacité fikation a I’'ADN
confirme que les casses de la chaine peptglie n’expliquent pas entiegment I'inadivation

de Fpg. En plus des coupumds chaine, la protéine porégalenent des domimges sur les
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chaines latérales dessacides amés. Bien que ces donages ne puisnt pas étreugntifiés
expérinentalerrent, le modéle RADACK déveppé par Marie Begasa a l'Institut de
Physique MNcléaire (Prague, Républiquetieque)pernet d’évalier les probalilités rdatives
de réaction entre le radic®DH et les atores d’hydrogénedes acides amés (voir
précédemrent).

Figure 97 Complexe entre la protéinEpg delLactococcus lactiet unduplexd’ADN portant
un site popanediol représenté avec des s@séde Smluchowskipourles atomes réactifst
des sphéresedvan der Waals pour lesutresatomes. (A) Représentation de paotéine (en
vert et gris) edu squelette deADN (rubanrouge).(B) Représetation de IADN (en bleuet
gris) et du sgelette peptidique de Fguban roge)

Les calcls montrent ga sur I'ensmble des ractiors entre le radical et la pr@ine, 81%
impliquent les chaines latérales et sedpti9% des radicaux réagisdéeavec I'hydrogene
de la chaine peptidiqgue. Ce sont donc trebainlenent les domrages aux chaines latérales

qui sont responsables Hia activation de Fpg.

D’autre part, certam acides amés présenterdes probabilités plus élevées que d’autres

d’étre endommageés lors de ladiayse. D’apes les calds, c’es le cas de certains résidus

impligués dans la fixation a 'ADN. Des dommages causés a ces acidass gmeuvent
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enpécher la fixation de lgprotéine a son substrat, sadirectenent en modifiant les
interactions ADN-protéine, soit via des dganents de cordgrmation de la protéine.

A partir de structures cridtagraphiques, plusieurs élé@mts structuraux de Fpg ont été
identifiés comme étant impliqués dans la fixatées substrats d’ADN. Par exgi®, la triade
Met75-Arg109-Phelll s’insere dans le trtaissé dans la double hélice d’ADN par
I'exclusion de la base endmgée. Cette étapest essentielle pour fxation de 'ADN
pour l'activité enzymatique qui s’en suit. D’awe part, Tyr238 interagidirectenent avec le
phosphate en 5’ de la lésion @ape, dande doigt de zig, Lys256 et Arg260 stabiknt le
site Pr dans sa confoation « expulsée ».

Bien que les résidus Cys245, Cys248, Cys26®yt268 du doigt deinc ne soient pas
impliqgués directerant dans la fixation dé’ADN, leur destruction, hauteemt probal#
compte tenu de leur réactivité élevée vis-a-gles radicaux hydroxyles, a pour conséquence la
perte du zinc endogene et la déstructuratiomadtif, ce qui peut conduire en final a la perte

de la capacité de fixation a '’ADN.

Protection de la protéine par ’ADN

La Figure 98 rontre les probabiés relatives de réaction &e le radical hydroxyle et les
acides anmés de la protéine Fpg libre ou emmplexe avec ’ADN. Ua preniére observation
est que les probabilitéde réaction des acides iads en contact avec 'ADN dimuent
lorsque la protéine efikée a son substrat, ce qui n’est p@msas poulesautres résigs (voir
Figure 98). Ainsi, les prolidités de réaction de OHvec les résidus Phelll, Arg260, His91
diminuent respectiveent de 95%70% et 66% alors que d’autragdes aninés situésoin du
site de fixation de I'enzymne ®nt pas protégés de la radiolyse.

De plus, les chaines latérales Epg sontpraégees fjus efficacerant que la chire
peptidique puisqu’elles somn contact étroit avec '’ADN. Dhe naniére globale, le ratio
entre les ractions inpliquant H. et celles irpliquant les chaines latérales de Fpg passe de
19:81 pour la protéine irradiée libre a 21:@6ur la protéine irradiée en cplaxe. La
protection des chaines latérales est particutieme visible pour certai résidus (voir Figure
98).

Il a été nontré [Serreet al, 2002] que la conforation de la protéine Fpg ne change pas
suite a la fixation de '®N. La protectiorobservée est donc due uniqueaina un masquage
de la protéine par I'ADN. Cenasquage est a la fois stan@ puisque la fixation de 'ADN
diminue l'accessibilité des sgtede la protéine aux radicauet chimque, puisque I’ADN

réagit lui-méme avec OH
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Figure 98. Probabilités relatives calées de réction des radicaux Okwvec chaque acide

aminé de la protéine Fpg libre (aires noires) ehpl@xée (aires grises).

En conclusion, I'exposition aux rayonnemts ionisants d’'un systeende réparation de
I’ADN peut pertuber la réparatiogn dimnuant I'efficacité deeconnaissance des lésions par
la protéine. La question prolongeant ce trawea évidemment de svoir si, en plus de
perturber la reconnaissance des lésions, rediations mdifient égalerant l'activité
enzynatique de la protéine Fpg.
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2. 2. Eudela protéine Fpg sawage deEscherichia coli

Afin d’étudier I'effet des radiations sur I'ticité enzynatique de la protéine Fpg, des
conplexes ont été forgs entre la protém sauvagewtFpg de Eschericlia coli et des
fragments d’ADN de 13 pb paeurs de lésions.

Deux stratéges ont ététilisées daaces tavaux.

La premere consiste a étusli un complexe abortif dgge [enzyme/analogue] fané par
la protéinewtFpg et un frament d’ADN de 13 pb porteud’un analogue de site abasique (site
1,3-propanediol). La protéingauvage reconnait en effet cettgion sans I'exciser, ce qui
permet d’étudier la premiere étapdu processside réparation, la reconnaissance et la fixation
de la lésion par Fpg.

La deuxiene stratégie repose sur ke d’'un deuxiem complexe, forra parwtFpg et un
substrat vrai, la 8-oxoguanine. Un fragmh del3 pb portant la 8-oxo®n son centre a été
synthétisé par Didier &parutto du Laboratre des Lésios des Acides Nucléiques (CEA,
Grenoble). La reconnaissaan de la 8-oxoguanine parFpg est suivie par I'excision de la
|ésion. L’étude de l'intégritélu fragnent d’ADN sous rayonneemt permet donc d’étudier

I'influence des radiations sliactivité enzynatique de Fpg.

2. 2. 1. Activité et fixation de la protéme non irradiée a un ADN portant une lésion
Dans un premer tenps, des expeériences tiration des fragrents d’ADN par Fpg ont été

réalisées dans le but de fixes conditions expériemtales.

a) Fixation dewtFpg sur le site Pr
Pour I'étude de la fixation detFpg sur le site Pr, des solutions d’ADN de concentration
constate (01 nM) sont incubées 20inutes suglace avec des concentrationsissantes de
wtFpg (de 0 a 16.4 pM), dans un tampon 30 mM phosphate de potagsiume), 80 v
NaCl, 5% glycérol avant d’étre analysées pactbphorese en gel retard (Figure 99). Le type
de tanpon choisi ainsi que sa concentrationtsonportants pour linter les effets de capture
des radicaux hydroxyles par le toom et d’autre part pour amtenir I'intégrité de la protéine

Fpg, la protéine sauvage étardins stable que sa fme mutante.

L’effet des radiations sur la fixation d&ADN sera étudiée sur un complexe dont les
caractéristiges sont u@ concetration en protéine de 1.6 pkt une cacentration en ADN

de 0.1 nM ; ces concentrais correspondent a une qaexaion de 30% de 'ADN marqué.
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Figure 99. Titration du figment dADN de 13pb portant un sité®r par la protéinavtFpg.

Gel retardmontrant les coplexes fomés lorsquales concentrations croissantes de protéine
(0, 0.26,0.5, 1, 2, 4.1, 8.2 et 16.4 pMjont incubées en pesce dune ®ncentration
constante dADN (0.1 nM), pendant 2fhinutes sur glace.

b) Activité de wtFpg sur la 8-oxoG
Pour étudier l'activité devtFpg sur le site 8-0xoG, deslgtions d’ADN de concentration
constate (01 nM) sont incubéesOlminutes a 37°C avec des contations créssantes e
wtFpg (de 0 a 8.2 uM), dans un tampon 30 rphbsphate de potassiufpH 7.6), 80 v
NaCl, 5% glycérol. aréactionest arrétée par I'ajout an volume de tampon de charge @0
formamide, 10 M EDTA, bleu de bromphéol) et incubation 5 mutes a 95°C. Les

échantillors sont ensuite analyséargglectrophorése en coitidns dérmturantes.

Figure 100. Titration du fragment d’ADN del3 pb portantune 8-oxoG par la protéine
wtFpg. Gel dénaturantmontrant le clivag du brin dADN lorsque des amcentrations

croissantesle protéine (0, 0.26, 0.5, 1,21, 8.2 £16.4 uM) ®nt incubées en présenc
d’une concentration constanteADN (0.1 nM), pendant 20 mmutes a 37°C.

L'effet des radiations su’activité de wtFpg sur ’ADN porént un danmagesera étudié
sur des solutions a 1.6 uM evtFpg et 0.1 nM en ADN; cesoncentrations correspondent a

un clivage de 15% de ’ADN marqué.
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2. 2. 2. Activité et fixation de la protéme irradiée a un ADN portant une Iésion
a) Fixation dewtFpg sur le site Pr
Lorsque la protéine est irragh seule, dans une gammedise de 0 a 750 Gy, puis est
incubée avec le fragegmt d’ADN non-irradié, il apparait que lintensité de la bande
correspondant au cquiexe dimnueau cours de l'irradiation.

Figure 101. Fxation de la protéine Fpg irrad sur n ADN de 13 paires de base portant un

site 1,3-prpanediol (coditions expérimentales WEFpPGjiadidion= 32 UM, [WtFPJ complexation=

1.6 uM, [ADN]=0.1 nM, conplexation etmigration a 4°C).

Il faut souligner que la pertde capacité de fixation 8ADN endommaé dela protéine
wtFpg irradiée est décalée vers de plus hautsesdpar rapport a la protéine P1gFCeci
s’explique par la différence de camtrations auxquelles les solutionswidi&Epg et P1G-Fpg

ont été irradiées, soit n@activerment 3.2 uM et G uM.

Figure 102 Fraction dADN complexé a la protéind-pg aprés irradiation de la protéine dipr
comme déteminé par analse des gels retarchyenne de 2 expériences).
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b) Activité de wtFpg sur la 8-oxoG
Des solutios dewtFpg a 3.2 uM sont irradiées danse gamme deose de 0 a 750 Gy
puis incubées avec 0.1 nM d’ADN (8-oxo@omme le nontre la Figure 103, I'activité
enzynatique de Fpg est adifiée par lirradiaibn puisque la fraction de 13amclivé par

I'enzyme diminue avec la dose.

Figure 103 Evolution de 1activité dewtFpg irradiée sur un ADN de 13 paires de base portant
une 8-oxguanine. Gel déaturantmontrant leclivage du brin d’AON en fonction de la dose
(conditions &périmentales fwtFpdiradiaion= 3.2 PM, [WtFpdcivage= 1.6 M, [ADN]=0.1 rM,
complexation etmigration a 4°C).

Pour de &ibles doss, I'activité dewtFpg irradiée ne dimue pas pour une dose de 200
Gy, la protéine a perdu seulent 3% de son aciié. A de plus hautedoses, 'activité chute
brutalenent puisqu’elle n’est plus quie 56% a 300 Gy et est nulle a 750 Gy.

Figure 1@. Faction dADN clivé parwtFpg irradiéesn fonctionde la dose, comme d&miné
par analge des gels dénaians (moyenne de 3 expinces).

La conparaison de la perte de fixation déF-pg au #e Pr avec Igpete d'adivité de la
protéine vis-a-vis d’'unéésion 8-o0xoG est surprenante. &fet, pour de faibles doses, alors
gue la protéine perd sa @mité de fixation a 'TADN endomagé, son activité reste stable
(Figure 105).
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Pour expliquer ces résultats, pligs hypotheses peuvent étreies.

Sous irradiation, Fpg peut soit voir sa danse d’'affinité K poud’ADN di minue, soit
étre totalerant incapable de fixer son subst(abnstante d’affinité nulle). Un échantillon de
Fpg irradié peut donc étre caitisé soit de protéines qixent TADN avec une constante
plus faible, soit d'un ®ange de deux populatig, des protéines fixatoujours I’ADN avec
la méme affinité que la potéine native et d’autrescapables de fixer ’ADN.

Dans les dex cas, lemaintien de lactivité enzymatique olservée poude faibles dses
nécessite que la protéine irrédiaie un turn-over plus grand{kque la protéine native. Des
résultats comparables ont été obtenus pan&@weich (communicatiopersonnelle, 2005) qui
a nontré que I'exposition d’une enz@m unrayonnenant peut augrenter son activité via
des nodifications de résidus cystéine.

Afin de vérifier cettederniére hpothése,il serait dorc nécesaire de réaliser des

cinétiques enzyatiques qui perrettront de déterimer a la fois Wa, Kuv et kat

Figure 105.Comparaisondes fractions dADN en conplexe (e@rcles noirs) et dADN clivé
(losanges blancs) paitFpg en fonctia de la dose dfradiation dda protéine.
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La destruction radio-induite des compleX&3N-protéines peut avoir des conséquences
graves dans le cas de systsnmpliqués danga régulation de I'expreson des genes ou dans
la réparation de domages induits par desrass oxydatifs. Ce travail a paere répondre a
de nontreuses questions concernant les eftlts radiations ionisantes sur deux systm

nucléo-protéiques.

Le premer systene étudié est ursysténe de régulationde I'expession génige chez

Eschericla coli, celui de I'opéron latose.

Comme cela avait déja étéantré précédemment, l'irragtion du complexe répresseur-
opérateur détruit ce dernier. Alors que la c#pate fixation de I’ADNirradié au répresseur
non irradié ne dinmue que Iégereent lorsquela dose augente, la cpacité du répresseur
irradié a se fixer sur de I'’ADN an irradié diminue rapiderent. La dose nécessaire a la
destruction du copiexe étant supéure a celle induisant la pertotale de la capacité de
fixation du répresseur irradiébliea ’ADN, ceci nontre quela protéine est protégée par

I’ADN des rayons .

Les expériences erelgretard nontrert égalemrent qu’'un deuxiem type de comlexe est
formé lorsqie lerépes®ur est irradé libre ou en conplexe. Or, comra ce deuxiémtype de
conplexe n'est pas observé lorsque I’ADN esadié seul, il correspond donc a unmplexe
formé entre un fragemt d’ADN et une nolécue de répresseur endoragé. Deux hypothéses
peuvent expliquer I'apparition d’'utkeuxiene type de comlexe aucours de l'irradiation. Soit
I'irradiation provoque des dommagyqui vont nodifier les interations ADN-protéine et donc
la courbure du fragent d’ADN. Sat l'irradiation provoque des dommages au dom de
tétranérisation du répresseur, ce qui entraliapparition d’'une forne dimérique de la
proténe. Afin d’idertifier I'origine de ce deuxieenconplexe, des expéri@es de iftration
sur gel et de pontage au glaléhyde devraient pegtire de détecter une possible ferm
dimérique du répresseur irradiéa pernutationcirculare permettrait quant aele de cdculer
la courbure d’'un fragemt d’ADN en complexe avec le répresseur [\\N& Crothers, 1984] et
donc d’observer d’éventuelles odlifications de cette courburersque le répresseur est

irradié.

Les radiations ionisantes pembant les interactions répeesur-opérateur, le daime de

fixation du répresseur a I'’ADN,appelé égaleent headpiece,a ensue €€ plus
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particulierenent étudié afin d’identifier les domages responsables de la perte de capacité de

fixation de la protéine irrade a saé&uence opératrice.

Un peptide de 60 acides arés correspondardu donaine de fixation du répresseur a
I’ADN a été expringé chezEscherichia coli et purifié.

Comne pour le répresur entierl'irradiation induit des coupes de la chaine peptidique
puisqu’une dirmution dela proportion deheadpieceintacte est okernee au cours de
I'irradiation.Or, ces copuresde claine peuert entraimer des changerents dans la structure
secondaire de lheadpiece tout comne certaines wdificaions des chaines latéralegsd
acidesaminés. L'analys par dchroisne circuaire de laconfomation de laheadpiecea
révélé une déstructuration du peptide au sode lirradiation. De plus, alors que la
dénaturation thermque de leheadpiecenon irradiée est réversibleglle du peptide irradié ne
I'est plus; un cycle de dénasion-renaturation révele sledomnages supplémntaires.
L'irr adiation modifie égalemant la stabilité termique de laheadpiecepuisque son F§

diminue au cours de l'irradiation.

Les tyresines étant prticulierement sengles a l'attaque radigaire, I'état des gatre
résidus tyrosine présents sutkeadpiecegTyr7, Tyrl2, Tyrl7 et Tyr47) a été suivi au cour
de lirradiation. L’intensité de fluorescence dimae au cours de lirradiation, preuve que les
résidus tyrosine sordndomnagés. De plus, évolution de l'intens& de fluorescence en
fonction de la dose laisse penser qu’un ouielus résidus sont endomagés avant les autres.
L'étude de protéines mutantes pdes quatre résidus tyrosine dehleadpiecepermnettrait de
déterniner la cinétique d’oxydatn des différentes tyrosines.

L’intensité de fluorescence dans la bamti&mission des dityrosines augmte avec la
dose, ce qui suggére que lirradiation entraimdormation de ce coppsé; ceci pourrait
expliquer, au rains partiellenent, la perte dda capacité d fixation du répreseur irradé a
I’ADN. Les résidusTyr7 et Tyrl7 sont suffisament proches pour participer a la fation
de dityrosnes intanoléculaires, comme montré par mdélsation noléculaire [Graset al,
2005]. La fornation de cette dityrosine intraméculaire pourrait étre confirde en ratant
soit le résid Tyr7, soit Tyrl7 et en étudiauiévolution de la fuorescence dans la bande
d’émission des dityrosines. En effet, en abgedtine des deux tyrosines, aucune dityrosine

intranoléculaire e devrait alors étre fonée.

La headpiececonprend égalemnt, en plus des tgsines,d’autresacices aninés hautemant
oxydables par les radicaux hydroxyles, tels quadeglus rgthionine, histidine et arginine.
Les calcls réalisés @ Marie Begsova (Insitut de Physique Nucléai, Prague) ont ontré
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que les acides amés Tyr7, Tyrl2, Tyrl7, Aj22, His29, Ag35, Met42, Tyrd7 et Arg51 ont
les probabilités de réagir avec le ratlibggdroxyle les plus élevées. Des techniques de
spectrongtrie de nasse (MALDI-TOF et ESI-IT) onété utilisées pour tenter de détaren si
certains de ces résidus sont end@geés.

Dans un preter tenps, I'analyse de leheadpieceentiére pr MALDI-TOF a révélé que
celle-ci est oxydée sous rayonren et que le notore d’oxydationsest fonction de la dose.

L’'analyse du peptide dier ne permettancepenant pas de déteiner quel(s) résidu(s)
sont oxydés au cours dértadiation, les échantillons ont &légérés en fragemts plus petits
par des endoprotéinases. Les fragmentseostiite été aalyséspar MALDI-TOF et pa
MS/MS ESI-IT. La conparaison s calculs € probabilité de réactio entre les difféerents
résidus et le radical hydroxyleevles résultats de M8ndent a prouver que les résidus Metl
(ou Tyr7), Tyrl2, Tyrl7, Met 42 et Arg5%ont probableent endommagés au cours de
I'irradiation. Etonnamment, lesxpériences de MS tendenpéuver que ni His29, ni Arg35
ne serblent étre des ciblesaeures d’oxydation, ce qui est eantradiction avec les résultats
obtenus par calcul.

Certains fragrents ne ent pas visibles en sptronétrie de masse, tel ge celui de nfz de
1029.2 issu de la digestion dehl@adpiecepar Arg-C. La séparatiotes produits de digestion
par chronatographie, la concentration desfféients fragments collectés et leuanalyse
individuelle en spectroétrie de nasse pernettrait de déterminer poguoi ce fragment n’est
pas observé en MALDI-TOF, une hypothése étani glibnise noins bien que les autres e
gue la corpétition lars ce I'ionisdion lui e défavorable.

Il est nécessaire qules hypotheses é&es su base des caltaide probabilité et des
premers résultats de MS soient coniiges par des expeériences supg@etaires.
Prenmerenent, I'analyse MS/MS de peptides pamt plus d’une oxydation pourrait fournir des
renseignerents supplémentaires sur les doages radio-induits. D’autre part, des digestions
a l'aide d’autres endoprotéinagesrnettraient de faire plus de recoupets. Par renple, la
digestion de laheadpiecepar Lys-C, qui coupe apres ledsidus lysine, perettrait de
distinguer les oxydationde Metl et Tyr7 en isolant ceteux résidus. Rutre part, des
digestions miltiples pernettraien d’obtenr des fagments plus petitset qui €
fragmenteraient meux en MS/MS. Afin de détminer si certains acides amés sont oxydés
en prener, il sgait galenent utile de ré@ser une tude de cinéique d’apprition des

dommages en fonction de la doge qui n'a pas encore étélisa dans les études de MS/MS.
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L’étude par radiolyse puls@e la headpieceirradiée pourrait égaleamt founir des
informations sur I'apparition des radicaux Tyrset leur évolution, par exepte par transferts
de dommages sur d’autres résidus.

Dans un deuxiém temps, les effets des ratibns ont été étudidesur l'induction du
systene lac répresseulac opérateur afin de détemer si les interatons inducteur

répresseur sont perturbémsnéme titre que les int@ctions répresseur-opérateur.

Lorsque l'inducteur se fixe au répresseuinduit un changeent de confomation de la
protéine qui dirmue so affinité pour ’ADN. C’est notamment cette régulation qui petra
E.colid'utiliser le lactose gisent dans son environnamhcomne source de carbone.

Lorsqu'un complexe non irradié répresseupérateur est incubé&avec de l'PTG,
I'inducteur provoque une dissodi@t du complexe. Lorsque le p@sseur irradié seul en
solution est incubé avec sa séquence opésaten pésence d'IPTG, il apparait que le
pourcentage de cqutexe répresseur-opérateaugmente pour de faibles doses puis dline a
de plus hautes doses. Ceantre que, alors que répesser irradié est toujours capable de
se lier a 'ADN, le conplexe ©€preseuropérateur n'est pludissocié par I'PTG.

Les expériences d'équilibre de dialysmt montré que ledysfonctionnerant de
I'induction est di a une perteatffinité du répresseur pour TS et non a des perturbations
de l'dlostérie de la prtéine site a l'irradiation. D’autre part, ldracé du diagramme de
Scatchard prouve que ce n’est pas la constaafénité du répresseyour I'PTG qui varie
au cours de l'irradiation ams que lenonbre de sites de fixation dimue.

Afin d’identifier les dommagesesponsables de la perte deafion de I'inducteur, I'état
des résidus Trp201 et Trp220, respectigatmprotie et au contact de linducteur, a été
exaniné par nesure de la fluorescen irtrinséqie du répreseur. Ceexpérierces omn montré
gue les noyaux indole des résidus Trp201 et Trp220 détruits au cours de lirradiation,
avec des taux de destruction dénme ordre degrandeur. La forte corrélation entre la
destruction des résidus tryptopkant la grte de capcité defixation de I''PTG senble
prouver l'implication des dommgesaux tryptophanes dans la pede fixation de I'inducteur.
D’autre part, au vule cette trés bowe corrélabn, il senble que ladestruction radiolytique
d’acides aminés autres que les tryptophaneoue pas de rble geur dans la perte de la

capacité deikation a I'inducter du répresseur irradié.

L'IPTG étant un galactoside, sa capadté&éagir avec les dicaux hydroxyles a été

testée sonpouvoir scavengerdéterniné graphiquerent est égal & (1.6 + 0.4) x AM™. S;j
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'IPTG réagit avec les radicaux hydroxyles, est égalerant fort probable qu'il soit
endommagé au cours de cette réaction. Desriexigés d’équilibre de dialyseantrent en
effet que la fraction d’'IPTG toujours capabde se fixer au répresseur dime
exponentiellerant au cours de lirradiation. LEaux de dégradation de I'lPTG, déténén
graphiquerent, est égal a,= 0.0115 GY. Il faut souligner que, bien que I'PTG irradié ne
soit plus capable de se fixer au répressewaiitle toutefois le éme pouvoir scavenger que

I'IPTG non irradié vis-a-vis des radicaux hydroxyles.

D’autre part, la perte de la capacité deafiion a I'inducteur duépresseur irradié en
présence d’'IPTG ne suit plus une simple beuexponentielle, comenlorsque le répresseur
est irradié seul. Ceci prouve qUHEPTG protége son site dexftion sur le répresseur tout
comme I'ADN protége le répresselars de l'irradiation des coptexes. A de faibles doses,
les nolécules d'IPTG intact ocupent leur ste de fixation sur les protoenes et le protegén
donc de la radiolyskeles sites de fixation dénducteur dans la population de protéras ne
sont pratiquemnt pas endomagés. A de plubautes doses, I'lPTG endoragé ne se fixe
plus sur sorsite & cdui-ci eg alars détrit mais avec un taxiinférieur ( = 0.00074 GY) a
celui du répressetdirradié seul (;=0.00145 G¥). L'IPTG endomragé posséde en effet

toujours la propriété decavengetes radicaux hydroxgk en solution.

Conmpte tenu de toutes les données exposedsssus, un modéle général de radiolyse du
répreseur en présence d’'IPTG a été conspaur expliquer les variations de concentration
en sites IPT intact au cours de liiadigion. Ces variations peuvent étre expées comme la
somme de deux tems, soit la destruction des sites non occupés par l'inducteur avec un taux
O, et la destruction des sitescupés par I'lPTG avec un tau®. La mise en équation de ce
systéne, la résoltion numérique del’équation différentielle ainsi obtenuet I'ajustenent de
certains parastres (facteur de protection duesiPTG supérieur a 2Qpouvoir scavenger de
I'IPTG vis-a-vis des radia& en présence de protéing, = 7 X 1d M™) donne une courbe

qui s’ajuste bien audonnées expériantales.

D’autre part, un rmdele a égaleent été cortsuit pour expliquer le dysfonctionnemt de
I'induction du systéra répressedmpérateur apres irradiatioBe nodele comhine d’'une part
I’évolution de I'activité du répresur irradié vis-a-vis de 'ADN at’autre part la fraction de
tétraneres non-inductibles eroriction de la dose. Le produde convolution de ces deux
fonctions est une courbe qui correspond doncfeatdion de tétragres toujours capables de

se fixer a 'ADN nais n’étan plus induits pal'lPTG. Il ressat également de ce modele, que
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la fixation d’'une seule olécue d’'IPTG par dindre de r@resseu soit suffisante pau

enpécher la fixation de ce dare a I'opérateur.

Le deuxiéne systera étudié danse trawail ed conposé de la protée de réparation Fpg

(ou Formamidopyrimidine glycosylasegt d’'un ADN porteude Iésion.

Dans un premer tenps, le conplexe forné par le mtant P1G-Fpg déactococcs lactis
et le site 1,3-propanediol a été étudié afirddeerniner si I'expositon d’'un tel system aux

radiations ionisantes parbe la reconnaissandes Iésions par I'enzyen

Si le conplexe abatif P1G-Fpgl,3-Pr est détruit sous irradion, de plus hautes doses
sont nécessaires pour détruire le complexeppue détruire la cap#é de fixation a 'ADN
de la protéine irraée seuleDe plus, de trés hautess#s sont nécessaires pour dimer
I'affinité de I’ADN irradié pourla protéine non-irradiée. Donc, tout compour le systém
de l'opéronlacto®, ce sont les ainmages ala protéine Fpg qui sont critiques dans la
disparition du corplexe; d’autre part, la protée Fpg en complexe est partiell@rhprotégée
des effets déléteres dertadiation par 'ADN, ce qui a été confignpar calcul.

L’ADN endommagé se fixe toujours Bpg. Cecipeut étre expliqué soit par la petite taille
des régions de I'ADN ipliquées dans Idixation soit par la formtion de lésions
supplénentaires au 1,3fPqui augnenteraiente taux de fixation de Fpg au fnagnt d’ADN.

La fraction de protéine intaetdimnue au cours de l'irradiion. La conparaison d ces
résultats avec la perte de dapacité de fixation a 'ADN coifne que les cassures de la
chaine peptidique n’expliquent pas entiegati’ inactivation de Fpg. En plus des coupures de
chaine, la protéine porte égalem des domnges sur les chaines latérales de ses acides
amnés. L'analyse de la radiolyse de Fpg fmmodeéle RADAGK mortre que ce sont trés
probablenent les domrages aux chaines latéralgsi sont responsablake I'inactivation de
Fpg. D’autre part, certains acidesinés préseent des probabilités plus élevées que d’autres
d’étre endommageés lors de la radiolyse, doattains sont ipliqués dans la fixation a
'ADN. Des dommages causés a ces acidemeésnpeuvent epécher la fixation de la
protéine a son substrat, soit direc&rmen mdifiant les interactions ADN-protéine, soit via
des changeemts de confanation de la protéine.

L’exposition aux rayonneants ionisants d’'usystene de réparation de ’ADN peut donc

perturber la réparation en dimuant I'efficacité de reconmissance des lésions par la protéine.
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Des conplexes ont esute été forngs entre la otéine sauagewtFpg deEscheichia coli et
des fragrents d’ADN porteurs de lésions, afin devoir si les raditions affectent la
réparation de I'’ADN en perturbagt la fois la reconnaissanet la fixation par Fpg de son

substraet I' activité enzynatique de cettenpténe

L’activité de Fpg est effectiveemt perturbée sous rayonnamh . Pour de faibles doses,
I'activité de wtFpg irradiée ne diminue pagpour unedose de 200 Gy, la protéine a perdu
seulenent 3% de son activité. A de plus hautleses par adre, I'activté chue brualenent
puisqu’elle n’est plus que &% a 300 Gy et nulle & 750/G

La conparaison des pertes de fixation et d’activitévdEpg est surprenante. En effet,
pour de faibles doses, alors dagrotéine perd sa capacié fixation a I’ADN endmmagé,
son activité reste sthb Ces résltiats peuvenétre expiqués comme suit. Sous iadiation,
Fpg peut soit voir sa constante d’affinité p6ADN di minuer, soit étre totaleent incapable
de fixer sm substrat. Dans le dernier cd®chantillon sera donc m mélange de deux
populations, des protéines fixaonujours '’ADN avec la réme affinité que la protéine native
et d'autres incapables de fixer 'ADN. Dmrles deux cas, le rmgien de [l'activité
enzynatique observée po de faiblesloses écesite que la ptéineirradiée aie un tn-over
plus grand (kg que la protéine native. Afin deérifier cette hypothése, il serait donc
nécessaire @lréaliser @s cinétiqgues enzyaiques qui pernettront de détermer a la fois
Vmaw Km €t kot D’autre part, la dérmination des k et k; par résonance plasmique de
surface (Biacore) devrait peattrede suiwe I'évolution de l'affinité de g pour son substrat

au cours de l'irradiation.
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