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Résumé

L’isoforme B de la nucleoside diphosphate kinase B (NDPK-B) humaine a été précédemment identifiée comme facteur de transcription stimulant, in vitro et in vivo, la transcription de I’ oncogéne c-myc, ce qui montre I'implication de cette
enzyme dans la carcinogénése. Nous avons étudié les propriétés enzymatiques de laNDPK-B en présence de divers oligonucléotides simple brin pour montrer que les oligonucléotides sont des inhibiteurs compétitifs de I" activité catalytique.
Ceci indique que le site actif agit comme site d'interaction pour |"ancrage de I’ oligonucléotide. En outre la présence d’ une guanine a I’ extrémité C-terminale des différents aptamers étudiés augmente d’ un facteur 10 son affinité vis a vis du
site. Pour définir la surface de la protéine en contact avec I' ADN au sein du complexe nucléoprotéique, le complexe a été immobilisé par crosslink par impulsions laser unitaires de I" ordre de la nanoseconde, et |e produit a été protéolysé. Les
peptides couplés a I’ oligonocléotide ont été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. L' utilisation d'oligonucléotides simple brin 11-mer et 30-mer a conduit a I'identification des mémes trois différents nucléopeptides aprés
irradiation. Ceci indique un mode d'interaction commun pour des deux aptamers. L’ ensemble de ces résultats permet de proposer un modéle pour lastructure de laNDPK-B en interaction avec I’ ADN simple brin.
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Analyse du complexe NDPK-B/d[T -Gl

(A) Andlyse du mdange de digestion du complexe obtenu avec I'oligonucléotide d[T,-G] par HPLC par
comparaison des absorbances & 254 nm (-) et 280 nm (...) (rapport d absorbance 2541280 # 2). Trois pics
correspondent & ce critére (fractions 15, 16 et 17).

(30 M) irradié (-) et non irradié (...) ont éé analysés par
HPLC aprés digestion endoLysC. Le méange irradié
présente un pic additionnel spécifique (pic |, fraction12)

(B) Lafraction 12 a &¢ analysée par MALDI-TOF MS. Tros (B) Lestroisfractions 15, 16 et 17 ont ét6 analysées par MALDI-TOF MS et ont permis dfidentifier respectivement

espéces majeures sont observées: le peptide E120-K143 & les nucléopeptides E129-K 143, Q50-K56 et F40-K49. Les peptides libres correspondant ont des temps de

mz 1495, P'oligonucientide [Ty G] & miz 3307 et le rétention distincts commeindiqué dans le cadre A

complexe obtenu par crosslink & m/z 5553,
Conclusion
Nous avons utlisé I association du crossHinking par UV laser et du MALDI-TOF pour identifer les points de contact entre des aptaméres sirple bin et la NDPK-B. Le aer pu\se avec des

rapide pour « geler » en minimisant le couplage artéfactuel pi o

pu déterminer I’ affinité de couplage (0.15 uM). NDPK-A ne réagit par par crosslink avec les aptaméres, seul NDPK-B est complexé. (A) Empreintes structurales du complexe NDPK-B/d[T15-G] ou NDPK-B/d[T-
La différence observée entre la masse théorique et la masse expérimentale du seul nucléo-peptide E129-K 143 observé peut provenir tout d'abord o une mauvaise résolution de cette espéce de G]. Dans cette représentation du dimeére, les peptides Q50-K56, E129-K143
"aAbIe rapport /B observée en mode linéaire né;;:w vraisemblablement accompagnée d addiits de potassum. De plus la chimie de la complexation elle-méme n'est pas connue. Enfin et S144-E152 liés 4 d[T10-G] sont en rouge, les peptides liés 3 d[Ty-G] sont
X & méme est é "irradiation.

en rouge ou en jaune. Le résidu K135 (site de complexation) est en vert
Les études de préaration de I'échantillon & partir de conitions reativement défavorables (tampon phosphete de potassium et présance de tensioactf zwmammque) afin d observer

ap tout s cours ce ' uele mdange 2.ABAINA (B) Moddlestructural du complexe NDPK-B/11-mer ADN simple brin
8:2 (wiw) ave éait lamtrice apl ée pour de petit éotides (m/z < 8000) en mod égatif. Des étudk & ont q (C) Vues du trimére selon I'axe de symérie d'ordre 3 (cadre B) et de
st plusvrai pour i & P & d résolus.

I'hexamére selon I'axe d ordre 2 (cadre C). Ce moddle a &€ construit en
Les 3 mémes pepides sont impliqués dans |'interection NDPK-B/d[Ty-G 00 d[ToG]: E129-K143, Q50-K56 et F40-K49. Trois aides amins différent entre NDPK-A et NDPK-B: SI3I,

K135 et K143 (tous dans E129-K143). Seul K135 permet NDPK-A e NDPK-B. En effet Ia chaine larale de S131 pointe vers I'intérieur dela utilisant Insightll (Molecular Simultions) en utlisant les données de cette:
structure protéique et K143 est doigné du site actif de la protéine. De plus K 143 est strictement conservé danstous les NDPK-B. étude de crosslink pr irradiation laser.
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