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INTRODUCTION
MATERIEL ET METHODES

La. des doit & contrdlée pour préserver I'intégrité de la cellule. Ce controle homéostatique est
assuré par des voies métaboliques spécialisées, qui sont activées en réponse a de faibles variations de a concentration en peroxydes. Chez Saccharomyces
cerevisiae, Yapl. est n facteur de transcrption qui joue un rdle primordial dans @ réponse au stress oxydant par les peroxydes. L'aciivité de Yap1 es Echantillons protéiques

ol s En I'abs d Yapl est car il est exporté rapidement du noyau par le Les protéines extraites de la souche de levure S cerevisiae YPHO8 (Sikorski et Hieter, 1989) (MATa, ura3-52, lys2-801amber, ade2-1010che
récepteur nucléaire CrmJJXpol Lorsaue les cellules sont exposées & des peroxydes, Yap1, 0xydé, est plus reconnu par ce récepteur nuciéaire, et se trp1-AL leuz-AL) et de @6 purifiées et séperé ése sur gel selon les méthodes préslablement décrites (Delaunay et al, 2000
concentre de ce fait dans e noyau, 11 induit alors la majorité des activit lacellule. L’ export nucléaire de Yapl. est controlé par son état

et soumis). La protéine recombinante Myc-Yapl correspondant a la protéine Yapl marquée par 9 épitopes Myc en son extrémité N-terminale a éé

d'oxydation (Delaunay et al, 2000) purifiée & 1" side de I"anticorps monoclonal anti-Myc 9 E10.

En présece de peroxyde dhycrogéne (H0p), Yepl s lie de fagon rarsitoire avec ne protdine de 20 KDa par un pont disfure

Le Yapl aété é par LC-MSMS & Gpx3. L' éude de souche
levure a révélé que Gpx e premier maillon du syste 2 du peroxyde d' & lalevure et transmet ce signal AnalysesLC-MSMSet MSMS
de stress oxydant a Yapl. La liaison covalente de Yapl et de Gpx3 est essentielle & I' oxydation de Yapl en un pont disulfure intramoléculaire, la forme Les Prolens ﬁparéﬁ sur gel SDS-PAGE ont été digérées par la trypsine, d'apres le protocole de Shevchenko et al. (1996). La moitié de
active de ce facteur. En effet, le de induit par cette prévient I'export de Yapl hors du noyau en inhibant son aeré alkylée par éitol (DTT) et I é
interaction avec ' exportine Crm1. Pour identifier Gpx3, le prociit de digestion de la bande de gel correspondant & Yap1C¥% associé & son partendire a @6 analysé par
Des analyses par spectrométrie de masse en tandem sur un appareil nanoESI-Q-TOF ont permis de préciser les mé 6 capillaire en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MSIMS), & I'aide d'un systéme chromatographique
aboutssant A1 activation de Y 2p1, en centifient es résicus cysines impliqués: 1) cens I asocition covalente entre Y2pL. et e déecteur Gpc3; 2) das Famos-Switchos-UltiMate (LC Packings, Amsterdam, Pays-Bz) connecté & un spectrométre de masse hybride nanoESI-QqTOF (QTOF2, Micromass,
la de YapL. C confirmant des résultats précits par a généticue, ont permis de proposer un mécanisme singulier de Manchester, Royaume-Uni). Les s &6 menées sur ne colonne capillaire & polarité de phase inversée (Pepmap C18,
Idétection d' un siress par reposant sur ladétection et d'un signal redox par une peroxydase. 75um .. 15 om e longueu, LC Packings, aun débit de 200 nl/min, aves un raint de 100% detampon A (H,Oleconitrlo/AF, S6/400.1, ) a
50% de tampon B (H,O/acéonitrile/AF, 10/90/0,085, v:v) en 50 min, suivi par 15 min 2100% B. L ées de LC- mode
Memento atomtique o conveties en fichies PKL gréce a logiiel Maslyn (Micromass), puis soumises au programme de recherche Mascot
Yapl est une protéine de 72,5 kDa, possédant 6 cystéines aux positions 303, 310, 315, 598, 620 et 629, ( ). Les proté éesNCBIr.
GPx3 est Lne protéine de 18,6 kDa, possédant des cystéines aux positions 36, 64 et 82 Pour identifier les ponts disulfures, les peptides tryptiques des protéines Yapl et Gpx3 ont &é analysés par fragmentation manuelle en
Yapreos deYapl olllacysiéine 30 spectrométrie de masse en tandem sur le QTOF2. Des ions de masses correspondant aux peptides liés par un pont disulfure ou & leurs constituants
récuits et alkylés ont 46 détectés, slectionnés et fragmentés:
Yapl interagit de fagon covalente avec une protéine de 20 kDa : Identification du partenaire protéique de Yapl par LC-MS/MS. Spectres mal inter prétés par le programme Mascot :
Gpx3
Larepr Mascot epér
CIEN Masre Sawrvh B : A epitop :

+ e peptide 279-305 de Y apl contenant lamutation Cys303Ala.

Myc-Yap1C303A + partenaire protéique d' environ « le peptide 611-626 de Yapl ol la Cys 620 est akylée par le NEM, non proposé comme

A 20vpa

e m— e modification dans Mascot.
i L e e ey + le peptide 9-25 de Yap phosphorylé sur la sérine S (figure 3). Le précurseur sélectionné porte
w Myc-Yap1cosa i = une modification de 79,97 Da par rapport & la séquence peptidique 9-25 théorique. La perte de
NV oD phosphorylation par la sérine S est repérable sur le spectre de fragmentation : ce résidu apparait

H,0). 02 Da.

Figure 2 : (a) protéinesidentifiées par le
programime Mascot & partir des données LC-
MS/MS obtenues avec |a bande de gel Myc-
YapICA + partenaire. (b) Spectre MSMS
permettant d'identifier le partenaire de Yapl
comme étant Gpx3.

Figure 1 : migration de Myc-
Yap1C%0% sur gl non réducteur ()
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Aprés extraction protéique de cellules de levure traitées au peroxyde
d'hydrogéne (H,0,), I'immunoprécipitation de la protéine Myc-Yapl a permis
d'isoler une deuxiéme espéce protéique. La révéiation de cette protéine par Western
blotting avec I"anticorps anti-Myc montre qu'il s'agit de Myc-Yapl associé & une
protéine d' environ 20 kDa. Myc-Yapl. associé a son partenaire apparait en quantité
moinsimportante que Myc-Y apl seul (Figure 1). L’ éude de la souche sauvage et des
différents mutants de Yap1 (mutations ponctuelles de chaque cystéine) montre que
Yap1C303A, Yapl:40% protéique (1

Gpx3 = Hyr1: 27% de couverture de séquence (peptides 26-35, 96-108, 142-160). Lafigure 2b représente le spectre
MS/MS du peptide 96-108 de Gpx3 ayant contribué & son identification.

16150 :
Ji1 130651

Figure3: spectre de fragmentation dfun peptide phosphorylé de Yap1 obtenu en analyse
LC-MSMS automatique

M odéle de mécanisme de réponse au stress oxydant proposé Hypothése d’un pont disulfureintramoléculaire entreles cystéines 303 et 598 de Yap1 confortée par analyse M M S.
Le mécanisme d activation de Yapl. (figure 4) a été proposé suite & des éudes géndtiques effectuées
her \ Lors dela purification de a protéine Myc-YapL, les cellules de levure sont en présence de NEM, de sorte que les cystéines libres sont modifiées par cet agent alkylant. La
figure (6a.b) repré MSMS obten lors dela éces Amiz = 517,2(2+) dans e produit de digestion de la forme réckiite de Yapl. Les deux peptides
isobares 306-313 e 598-604 (M = 1032,45 Daet 1032,43 Da), contenant CysH10 et Cys598 alkylées par le NEM, ont pu ére misen évidence. Dansla forme oxydée de YapL digéré par
Itypsine, I ramentation des o iz = SIT.2(2#) i ek cleréler e peptic 305313, contaark Y7 akylc o 1o NEM (Figur G0, Le port il supposs
éines 303 et 598 dela ée de Y apl n'a pas pu &re révélé de fagon directe. En revanche, lorsque a forme oxydée de Y ap1 a été préslablement rédite et alkylée

lad tryptique, le pepti 4, avec Cys"% alkylée par I iodoacétamide, a pu étre détecté et fragmenté (Figure 6d).

Les données obtenues par spectrométrie de masse ont permis de confirmer et de renforcer les

par l'i
Les cystéines 310, 315 et 620 de Yap1 ont éé détectées sous forme alkylée par le NEM dansla f dée de Yapl. Ce donc pas impliqués

dans un pont disfure. En revanche, Cys™? formerait un tel pont o'aprés les réutes présentes figure 6. Les cystéines 620 et 303 n'ont pu re détectécs. Le plus peit peptide
pliq Cys¥Best a3,2kDa; ée peutt expliquer lanon détection d'un Cys®3

517,24 = [M+2H] 483,20 = (M+2H
\ -k —Cys.Caria M+H
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"

Figure 4 : modéle de mécanisme proposé pour |’ oxydation de Yapl 5205 @
i

Mise en évidence du pont inter moléculaire Yap1-Gpx3
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Figures: Frag e ——— W= 1547,8 Da, sousforme richargée, orrespondant aux Figure 6 : spectres MS/MS de peptides tryptiques de Yapl permettant de repérer les cystéines 310 et 598 modiifiées par I agent alkylant NEM ou iodoacétamide.

peptides 598-604 de YapL et 36-43 de Gpx3 liés par un pont disulfure. Les séquences des deu peptides peuvent
étre lues sur le spectre.

CONCLUSION

. o e - . slenchés cher lalevire lors o

En présence d Yapl, facteur qui active les fonctions delacallule, s associe & un partenaire protéique. L'analyse par LC-MS/MS du produit de digestion de Yapc03 [ié & son partenaire a permis d'identifier ce derier comme étant lathiol peroxydase
Gpx3. Cette analyse a aussi révélé que Yap1o%, lié a Gpx3, était partiellement phosphorylé sur sa sévine 14.

D'autre part, des analyses par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) ont permis delocaliser : 1) le pont i éculai YaplaGpx3; 2) r gsedun ponti éoulai 1 6ines 303 et 598 de YapL.

& pourrait 1) 1" éuck icati i Yapl et de Gpx3 en fonction de leur &at d oxydation (notamment les phosphorylations) ; 2) I'analyse du prodit de digestion de Yapl oxydé par

uneatre enzyme que la trypsine, afin de valider lapré pont & éines 303 et 598.
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