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Le gène Trabecular meshwork-Inducible Glucocorticoid Response protein (TIGR), ou 

myociline (MYOC), cartographié au locus GLClA sur le chromosome lq23-q25 a 

récemment été associé au glaucome primaire à angle ouvert (GPAO). La fonction de 

71GWM YOC reste toutefois inconnue. 

La découverte d'homozygotes pour la mutation K423E non atteints par le GPAO 

soulève un nouveau modèle d'interférence allelique unique chez l'humain qui repose 

sur la formation d'hétérodimeres non fonctionnels entre des polypeptides 

TIGWMYOC sauvages et mutés. Pour vérifier ce modèle, nous avons clone I'ADNc 

de TlGR sauvage et celui muté dans des vecteurs d'expression eucaryotiques et 

transfecté des cellules COS-7 de façon transitoire. Nous avons aussi procédé à des 

digestions glycosidiques. Les protéines générées furent détectées par 

immunoprécipitation et immunobuvardage. 

Nos résultats démontrent que la protéine TIGWMYOC est N-glycosilée et forme des 

dimères via un motif de glissière de leucines. Les polypeptidesTlG WMYOC forment 

des hétérodimeres WT/K423E, supportant ainsi le modèle de complémentation 

hnmnall6lini i c r  
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CHAPITRE I 

1.1. Le glaucome 

Le glaucome, y compris toutes ses différentes pathologies, est la seconde cause de 

cécité au Canada. Le développement de cette pathologie est insidieuse et est dû à 

une dégénérescence de nerf optique gdneralement accompagnee d'une pression 

intraoculaire élevée. En 1968, le Dr Gilles Coté et ses collaborateurs ont publie une 

étude de ségrégation sur le glaucome primaire à angle ouvert (Cote et al.. 1968). 

Cette famille canadienne-française nombreuse qui compte plus de 600 individus 

vivants, à laquelle un effet fondateur est associé depuis 1799, a été le départ de notre 

projet. Cette famille associée au locus GLCIA, nous a permis d'identifier une 

nouvelle mutation dans le gène TIGWMYOC, la K423E. Cette mutation est 

responsable d'un type de GPAO spécifique a l'hétérozygote (Morissette et al., 1998). 

1.1.1. Pathologie 

Le glaucome est une maladie complexe de l'oeil caract6risee par la dég6nérescence 

du nerf optique et généralement accompagnee d'une pression intraoculaire Blevée, 

soit superieure à 21 mm Hg. Insidieuse et indolore, lorsqu'elle n'est pas 

diagnostiquee de façon hâtive, la maladie engendre des dommages permanents aux 

axones du nerf optique. Cela entraîne une excavation et une atrophie de la papille 

optique ainsi qu'une perte progressive des champs visuels. Laissé sans traitement 

sur une longue pdriode, le glaucome mène souvent à une cécité complète. Bien qu'il 

existe de plus en plus de médicaments qui visent a réduire la production d'humeur 

aqueuse au niveau du corps ciliaire, de nombreuses interventions chiurgicales sont 



encore pratiquées (Craig and Mackey, 1999). De plus, ces familles atteintes de 

glaucome doivent être continuellement suivies en ophtalmologie puisque la maladie 

est a caractère insidieux. 

1.1.2. Ctassification 

Puisque le glaucome est une maladie héréditaire complexe, une classification des 

différents types que l'on retrouve a et8 faite. Cette maladie est classée en trois 

catégories : le glaucome à angle ouvert, angle ferme et congénital. Chaque catégorie 

a été subdivisée en primaire lorsqu'il n'y a aucune anomalie de la chambre anterbure 

et aucune cause connue pour la maladie et secondaire lorsqu'il y a une condition 

oculaire ou syst8mique sous-jacente (Shields et al., 1996). La distinction entre angle 

ouvert ou ferme r6fère a I'angle de la jonction irido-corndenne de la chambre 

antérieure, c'est-à-dire I'angle entre l'iris et la cornde. Le glaucome congénital 

survient gén6ralement avant l'âge de trois ans et surtout avant l'âge de cinq ans 

(Danyluk and Paton, 1992) (Figure 1). Pour ce dernier groupe, il s'agit d'une 

malformation au niveau de I'angle irido-cornden causee par une differenciation 

anormale des tissus embryonnaires de l'œil (Shields et al., 1996). 

Avec l'avancement de la biologie rnokxlaire, la Human Genome Organisation 

(HUGO) a adopte le symbole GLC pour representer le glaucome suivi des chiffres 1, 

2 et 3 qui reprgsentent respectivement I'angle ouvert, I'angle fem6 et congénital. Afin 



de definir les differents loci identifi&, les lettres de l'alphabet A,B,C.. . representent 

l'ordre dans lequel les loci ont 610 découverts (Tableau 1). 



Glaucome 

Angle ouvert 

Angle fermé 

Congénital ( 

Pri maire < 
Secondaire 

Primaire 

Secondaire 

Primaire 

Secondaire 

GLClA 
Chronique 1 GLClB 

GLClC 

Juvénille 
J GLC'D 

GLC lE 
GLC 1 F 

Figure 1 : Classification des glaucomes 



1.1.3. Épidémiologie 

L'organisation mondiale de la santé a estimé, en 1992, à 5,2 millions le nombre de 

personnes dont la cécité était attribuable au glaucome (Thylefors, 1994 #41). Une 

seconde estimation pour I'an 2000 a été faite portant à 67 millions le nombre de 

personnes atteintes de glaucome comprenant 6,7 mil!ions de czs de cécité bilatérale 

(Quigley, 1996 #82). Ceci place le glaucome comme étant la troisième cause de 

cécité a travers le monde avec une incidence de 2,4 millions de nouveaux cas par 

année (Wilson and Martone, 1996). Au Canada, la Canadian National lnstitute for 

Blindness classe le glaucome comme étant la seconde cause de cécité chez les 

personnes agées de plus de 50 ans, pour un total de 8,3 Oh des cas de cécité 

enregistrés en 1990 (CNIB, 1990). Phénomène intéressant, au moins 50 % des gens 

qui souffrent de glaucome l'ignorent. 

Le type de glaucome rencontre le plus fréquemment dans la population est le 

glaucome à angle ouvert (GAO). II représente plus de 50 % des cas enregistrés 

(Shields et al., 1996). Chez les Caucasiens, cette forme affecte environ 2 % de la 

population agée de plus de 45 ans (Wilson and Martone, 1996). La prevalence du 

GAO varie en fonction de I'Qe mais aussi de l'ethnie. Chez les Afro-Américains, la 

prévalence est de trois à quatre fois plus Blevde que chez les Americains d'origine 

caucasienne (Raymond, 1997). Selon I'âge d'apparition des symptômes, ce groupe 

se subdivise en deux sous-groupes soit, le glaucome à angle ouvert chronique et le 

glaucome à angle ouvert juvénile. Le terme chronique est utilise pour définir les 

glaucomes qui surviennent après I'âge de 35 ans alors que le type juvénile est 



diagnostique chez les enfants et les jeunes (Johnson et al., 1996a). En 1995, 

Morisette et al, observent par étude d'haplotype que les types juv6nile et chronique 

sont associés au même gene sur le chromosome 1 au locus lq21 -q31 (Morissette et 

al., 1995). 



Tableau 1 : Classification génétique des glaucomes selon la nomenclature 
HUGO. 
D'après Craig, 1 999 (Craig and Mackey, 1999) 

Ci~ssificrtjon des glaucomes Locus Lacation Mode de Gène 

chromosamique ségrdgation déldt6re 

Glaucome primaire angle ouvert 

GJAO et GPOA (adulte) 

GPAO (adulte) 

GPAO (adulte) 

GPAO (intermediaire) 

GPAO (aduite a basse pression) 

GPAO 

Glaucome congénital 

GLClA 1 q24.Sq25.2 

GLClB 2cenq13 

GLC l C  3q2l -q24 

GLCID 8q23 

GLCIE 10~15-pl4 

GLClF 7q35-36 

AD MYOWIGR 

AD non identifié 

AD non identifie 

AD non identifie 

AD non identifie 

AD non identifie 

AR CYPlS 7 

AR non identifie 

- - . . 

APautosomale dominant; AR-autosomale rd&& GJAQglaucome juvdnile à angle ouvert; 

GPAO-galucome primaire à angle ouvert 



1.1.4. Anatomie et fonction de l'œil 

L'œil humain est une sphère composée d'une membrane externe blanche : la 

sclérotique et d'une partie circulaire translucide : la cornde. La cornée doit être 

hydratée afin de bien polariser la lumière (Danyluk and Paton, 1992). En coupe 

transversale, I'œil se divise en deux chambres séparbes l'une de l'autre par le 

cristallin et I'iris. La partie postérieure de I'œil contient environ 4 ml d'un liquide 

dénommé I'humeur vitrée composée B 90 % d'eau, d'acide hyaluronique et de 

mucopolysaccharide. La chambre antérieure contient environ 0'2 mL d'humeur 

aqueuse dépourvue de protéine (Kaufman and Mittag, 1994) (Figure 2). Son rôle est 

de nourrir la cornée, le cristallin et les tissus irido-cornéens, car ces tissus ont une 

importante activité physiologique bien qu'ils ne sont pas vascularisés. L'humeur 

aqueuse doit donc être continuellement renouvel6e. 

L'humeur aqueuse est produite au niveau du corps ciliaire qui est situé dans la partie 

latérale de la chambre postérieure. Le corps ciliaire est compose de muscles et de 

tissus endothéliaux hautement vascularis6s. L'humeur est produite par un 

mécanisme de diffusion passive, de transport actif et d'osmose. Sa composition est 

hypertonique, c'est-à-dire plus concentrée en sel, légèrement acide avec une grande 

concentration en acide ascorbique (Kaufrnan and Mittag, 1 994). L'humeur gagne la 

chambre antérieure via l'ouverture de l'iris pour être rsabsorbee au niveau du 

trabéculum où elle sera filtrée avant d'être retournée dans la circulation sanguine via 

le canal de Schlemm (Figure 3). Chez le singe environ 30 à 50 % de I'humeur 

aqueuse est récupérée au niveau uvéo-scl6rotique lorsque les muscles ciliaires sont 



au repos. Ce type de reabsorption est toutefois moins important chez l'humain 

(Vogel et al., 1990). La reabsorption de l'humeur au niveau trabéculaire est sensible à 

la pression intraoculaire, ce qui permet de maintenir une pression stable de 15-16 

mm Hg avec seulement 1-2 mm Hg de fluctuation (Kaufman and Mittag, 1994). Le flot 

de I'humeur vers la partie antérieure de I'œil résulte d'une circulation thermique. 

L'humeur aqueuse produite dans la chambre post&ieure, OU la temperature est 

légèrement plus élevée, est drainée par convection thermique a la chambre 

antérieure de I'œil. Cette dynamique de l'humeur permet de nourrir les tissus 

oculaires et de maintenir une pression intraoculaire qui maintient la forme de I'œil et 

prévient les déformations lors du mouvement (Kaufman and Mittag, 1994). 



Iris 

. Ciliary 
body 

Lens 

Retrna 

Choroid 

Figure 2 : Coupe transversale de I'œil. 
Physiologie et identification des principales structures de I'œil mettant en évidence la 
chambre anterieure et post8rieure. D'après Danyluk, 1992 (Danyluk and Paton, 
1 992). 



Figure 3 : Synthèse et circulation de l'humeur aqueuse au niveau de la chambre 
antérieure de I'œil, 
L'humeur est produite au niveau du corps ciliaire dans la chambre posterieure de 
I'œil. Elle gagne ensuite la chambre antérieure de I'œil par l'ouverture au niveau de 
l'iris. Une infime partie est absorbhe par I'iris et la cornde, alors que le reste est 
&absorbe par le canal de Schlernm. Avant de gagner le canal de Schlemm, I'humeur 
est filtrée au niveau du r6seau trabéculaire. D'après Kaufman, 1994 (Kaufman and 
Mittag, 1994). 



1.1 .S. Dég4nérescence du nerf optique 

Chez les glaucomateux, plus particulièrement ceux souffrant de GAO, la pression 

intraoculaire est plus élevée que chez l'ensemble de la population (Polansky and 

Nguyen, 1998). La pression intraoculaire normale de l'œil se situe entre 10-20 mm 

Hg (Danyluk and Paton, 1992). Cette augmentation de la pression est un facteur de 

risque au glaucome. Cependant dans certains cas, des gens développent un 

glaucome à pression normale ou souffrent de pression intraoculaire élevée ( z 1  mm 

Hg) (PIO) sans développer de glaucome (Anderson, 1995). Pour les glaucomes à 

angle ferme, l'élévation de la pression résulte du défaut de réabsorption de l'humeur 

aqueuse produite puisque cette dernière ne peut pas gagner le réseau trabéculaire 

puisque l'iris bloque le trabeculum. Dans le cas des glaucomes à angle ouvert, c'est 

la réabsorption au niveau du trabéculum qui fait défaut. Ce dernier s'obstrue avec le 

temps et offre ainsi une plus grande resistance lors de la filtration, ce qui engendre 

une pression plus élevée (Kaufman and Mittag, 1994)(Figure 4). 

Comme certains cas de glaucomes sont plus ou moins associ6s à une augmentation 

de la pression intraoculaire, quelques thdories ont Bt6 propos6es pour expliquer sa 

dég6nerescence. Le nerf optique passe par le canal scl6ral qui est partiellement 

rempli d'un tissu collageneux appelé la lamina cribora (LC). Ce tissu est composé 

d'une dizaine de couches contenant environ 150-200 pores par couche (Flanagan, 

1998). Dans la théorie mécanique, la pression élevée déformerait ce tissu écrasant 

ainsi le nerf otique (Quigley et al., 1983). La seconde théorie veut que la pression 

modifie le niveau de vascularisation de la LC et du nerf optique, ce qui provoquerait la 



mort des cellules nerveuses (Flanagan, 1998). La dernibre thdorie propos6e est 

I'excitotoxicit6 par le glutamate au niveau de la rétine interne. Cette thdorie est 

supportée par des études de toxicite des ganglions rétiniens en culture (Osborne et 

al., 1999a; Osborne et al., 1999b). En combinant ces ditferentes études faites sur la 

dégénérescence du nerf optique et celle sur le contrôle de la pression intraoculaire, la 

nature pathologique du glaucome commence à mieux etre comprise. 



Figure 4 : Coupe transversale de l'équilibre des pressions. 
Flux de l'humeur aqueuse, en vert, au niveau de la chambre antérieure. En bleu, 
l'équilibre des pressions intraoculaires de l'œil. Lors de l'obstruction du flux, la papille 
du nerf optique est cornpressde et il y a atropie des cellules nerveuses. D'aprbs 
Trope, 1997 (Trope, 1997). 



1.2. Génétique moléculaire du Glaucome B angle ouvert 

1.2.1. Le gène TIGWMYOC 

Le premier chercheur à observer que le glaucome était une maladie qui survenait de 

génération en gdnetation fut Benedict en 1842. Sans le savoir, il stimula un grand 

champ d'etude de la fin du XXe sibcle (Leske, 1983). C'est en 1993 que le locus 

GLClA a été cartographié au chromosome lq21q31 par l'analyse génétique de 

nombreuses familles atteintes de GJAO (Sheffield et al., 1993). Par la suite, quelques 

équipes sont venues confirmer ce locus par t'ajout d'une dizaine de familles et, par le 

fait même, confiné le locus à lq21-q25 (Johnson et al., 1996b; Meyer et al., 1996; 

Morissette et al., 1995; Sunden et al., 1996). En 1995, l'étude d'une grande famille 

canadienne-française confirma que le locus GLClA était responsable de la forme 

juvénile et chronique de glaucome primaire à angle ouvert (Morissette et al., 1995). 

Le gène T E R  (Trabecular meswork Inducible Glucorticoid Response gene) a été 

cloné en 1997 par l'équipe de Sheffield après quelques années de recherche (Stone 

et al., 1997). 

Parallèlement en 1993, une Bquipe de San Francisco travaillait avec des cellules de 

trabéculum en culture afin de determiner les protdines induites par les 

glucocorticoÏdes. Chez les glaucornateux, le taux de glucocorticoïde est plus élevé, 

ce qui induit environ 4 à 5 % des gènes des cellules du trabéculum (Wordinger and 

Clark, 1999). Cette équipe demontra qu'une glycoprotéine de 66 kDa, le produit du 

gène TIGR, était induite lors du traitement de cellules trab6culaires en culture 



(Polansky et al., 1989). Ainsi, le gene TIGR rapport6 par 1'8quipe de Sheffield par 

localisation géndtique et la proteine induits par les glucocorticoïdes proposee par 

Nguyen s'avère être un des ghes impliqu6s dans le GPAO (Polansky et al., 1997; 

Stone et al., 1997). Une autre équipe, de façon independante clona le gène MYOC, 

pour son homologie B la myosine, dans le cilium des cellules photoréceptrices de 

l'œil, sans toutefois l'associer au glaucome (Kubota et al., 1997). 

Le gène TlGR/MYOC humain est compose de trois exons et d'une région promotrice 

de 5 KB (Figure 5).  Les extrbmites introns-exons respectent la règle d'épissage 

GT/AG (Kubota et al., 1998) et un seul transcrit est d6tect4 par analyse de type 

Northern. Son cadre de lecture ouvert a 1512 acides nucléiques et code pour une 

protéine de 504 acides amines. L'ARN, de 2,3 kB est exprimé fortement dans 

plusieurs tissus dont le trabéculum, le corps ciliaire, l'iris, le cœur, les muscles 

squelettiques (Ortego et al., 1997) et le cerveau (Swiderski et al., 1999). Chez la 

souris, l'expression du gene a Bté associde à des regions sp6cialis6es du cerveau 

dont, en particulier, la barrière hémato-encdphalique située dans les troisième et 

quatrieme ventricules. Ce tissu compos6 de cellules Bpendymales est spécialisé dans 

la synthèse et la rdabsorption des liquides c6r6bro-spinaux et a une importante 

production dlARNm TIGWMYOC. Ce tissu ressemble au corps ciliaire et au réseau 

trabéculaire ou t'humeur aqueuse est synth6tis6e et réabsorbée (Swiderski et al., 

1999). TIGRLMYOC est retrouvé Bgalernent des niveaux d'expression plus faible ou 

indetectable dans la cornée, le cristallin, l'épithélium rétinien pigmenté et dans la 

raine (Ortego et al., 1997). Comme le gene est exprime dans plusieurs types de 



tissus oculaires et non-oculaires, il joue probablement un rôle biologique plus 

général dont les mutations jusqu'ici rapport6es n'affectent que l'œil en particulier. 



Figure 5 : Gène TIGR/MYOC. 



La région promotrice de TIGRMYOC possède une boîte CAT et une sequence 

consensus TATA en position -103 à -99 en amont du triplet d'initiation à la traduction. 

Lorsque l'on compare I'ADN, à I'ADN génomique, il existe une homologie jusqu'à -43 

en amont du codon d'initiation. Ceci implique que la transcription du gène débute 

entre la position -103 à -43 (Kubota et al., 1998). Cette region promotrice contient 

également 13 éléments de réponse aux hormones dont sept GREs qui sont des 

éléments de réponse aux glucocorticoïdes (Nguyen et al., 1998). Un élément de 

réponse aux glucocorticoides est un concensus de six paires de bases inversées et 

séparées par trois paires de bases quelconques. La séquence parfaite est : 

S'AGAACA(N), TGlTCT3' (Lodish and Darnell, 1995). Ces différents éléments GREs 

pourraient expliquer la spécificité d'expression tissulaire du gene TIGR/MYOC 

(Diamond et al., 1990). Des études sur des glaucomateux non apparentés supportent 

également l'importance de la régulation du promoteur puisqu'il existe des variations 

de séquences dans la région promotrice du gene (Nguyen et al., 1998). Dans la 

partie 3' non codante, trois sites de polyadenylation sont présents aux positions 171 4, 

1864 et 2006 du cadre de lecture ouvert (Fingert et al., 1 998). 

Les études réalisées sur les familles liées au locus GLClA ont permis d'associer une 

trentaine de mutations responsables des différentes pathologies familiales observées 

(Tableau 2). 11 ressort de ces études que la majorité des mutations observées sont 

situées dans le troisième exon du gène. Cet exon a une homologie de séquence de 

77,7% avec I'olfactomédine, une protéine extracellulaire retrouvée dans l'épithélium 

olfactif (Snyder et al., 1991). Ces observations suggèrent l'importance de la 



conservation des acides 

la protéine au niveau du 

aminds dans cette region afin de maintenir la fonction de 

trabéculum. De toutes ces mutations observdes, seulement 

deux se trouvent dans le premier exon, la Glnl9His et la Arg82Cys (Alward et ai., 

1998). Cet exon a une homologie de séquence de 77,6% avec la chaine lourde de la 

myosine de Dictyosteiium discoideum. La forte concentration de mutations associées 

à I'exon trois suggère une liaison importante de celui-ci dans le mécanisme 

pathologique du glaucome. Comme la fonction de I'olfactomédine est encore 

inconnue a ce jour, elle ne fournit pas d'information pertinente pour l'étude de la 

protéine TIG WMYOC. Cependant, vu la forte concentration de mutations localisées 

dans ce domaine d'homologie, l'étude du rôle biologique de I'olfactomédine aidera 

sûrement a comprendre la fonction de TIGFUMYOC. 



Tableau 2 : Principales mutations associées au glaucome primaire à angle 
ouvert dans le gènetGR/CMYOC. 

(Ahvard et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Adam et al., 1997) 

(Suzuki et al., 1997) 

(Alward et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Stoilova et ai, 1997) 

(Alward et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Suzuki et al., 1997) 

(Alward et al., 1998) 

(Adam et al., 1997) 

(Alward et al., 1998) 

(Alward et al,, 1998) 

(Stailova et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Stoitova et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Morissette et al., 1998) 

(Mansergh et al., 1998) 

(Alward et al., t998) 

(Ahvard et al., 1998) 

(Alward et al., 1998) 

(Adam et al., 1997) 

(Adam et al., 1997) 

(Adam et al., 1997) 

(Aiward et al.. 1998) 

(Adam et al., 1997) 



1.2.2. Histoire dans une famille canadienne-française nombreuse 

l'étude dans une famille canadienne-française nombreuse, la famille GV-001, a 

permis en 1995 à l'équipe de Morisette, Raymond et le groupe Rdseau Glaucome 

Québec de faire un lien entre GCAO et le GJAO au locus GLClA (Morissette et al., 

19%). Peu apriis l'identification du gène TIGR/MYOC par 1'8quipe d e  Sheffield et al. 

en 1997, cette famille regroupant plus de 600 individus ayant un fondateur malade, 

permit d'identifier des individus homozygotes pour une nouvelle mutation (Morissette 

et al., 1998). Dans cette famille, l'acide aminé lysine 423 était substitué pour un acide 

glutamique (K423E) et la maladie ségregue de façon autosomale dominante. L'étude 

détaillée du pedigree a permis d'identifier plus d'une dizaine de mariages cosanguins, 

dont un entre des cousins du second degr6 porteur de la mutation K423E (Figure 6). 

Selon la génétique mendélienne, environ 75% de la fratrie aurait dû être atteinte de 

glaucome puisqu'il s'agit d'une forme autosornique dominante. Sur l'ensemble des dix 

frères et sœurs, seulement deux souffraient toutefois de glaucome. L'analyse 

génétique a permis d'identifier quatre homozygotes porteurs de la mutation qui 

étaient asymptomatiques, bien qu'âgés de plus de 40 ans (Morissette et al., 1998). 



Figure 6 : Pedigree du branchon GVSIO de la famille GV-001 porteuse de la 
mutation K423E. 
D'aprbs Morisette et al., (Morissette et al., 1 998) 



Une réversion de la mutation, une seconde mutation dans TlGR/MYOC inversant 

la K423E et un effet d'empreinte parentale furent éliminés par étude des haplotypes. 

De plus, un des homozygotes de ce noyau a eu deux enfants malades porteurs de 

I'haplotype commun. Cet homozygote transmet donc une mutation fonctionnelle 

(Morissette et al., 1998). Pour comprendre ce phénomène, l'étude de la protéine 

TlGRlMYOC est essentielle. Le modèle prgsenté veut que deux polypeptides 

TIGWMYOC mutés interagissent entre eux via un motif de glissière de leucines et 

complémentent le phénotype. Ainsi, un allèle mute A' et un allèle sauvage A 

s'associent pour former un complexe défectueux AA' alors que le complexe A'A' est 

fonctionnel. Ce concept d'interaction entre deux polypeptides a déjà été observe chez 

les organismes inférieurs tels la drosophile et la levure (Crick and Orgel, 1964; 

Fincham, 1966) et est analogue au mécanisme d'interférence métabolique proposé 

par Johnson en 1980 (Johnson, 1980). Ce phhomene observé a travers cette 

grande famille de plus de 600 individus est un nouveau modèle de compl6mentation 

hornoallélique chez l'humain proposé par l'équipe de Morisette et al. L'étude des 

interactions protéiques observées entre les polypeptides TIGWMYOC eWou avec 

d'autres permettra de mieux comprendre et prouver ce modèle de complémentation. 

1.2.3. Étude de la structure proteique TlGR 

Tel que deja établi, le produit du gène TIGWMYOC est une protéine acidique de 504 

acides aminés (Figure 7). La protéine possède une grande homologie de séquence 

avec I'olfactomédine et la rnyosine. Le domaine d'homologie à I'olfactom6dine est 

situé dans la partie C-terminale entre les acides aminés 259 et 501. L'homologie 

entre Rana catesbeiana est telle que 56 des 179 acides amines sont conserves et 83 



sont des substitutions conse~atives portant l'homologie à 77,7% (Kubota et al., 

1997). Dans ce même domaine, la cystéine 433 fait partie d'un groupe de dix acides 

aminés qui sont conservés chez les espèces inférieures jusqu'a C. elegans. 

L'olfactomédine est une protéine sdcrétée au niveau du tractus olfactif dont la 

fonction est encore inconnue (Snyder et al., 1991). L'implication de cette cystéine au 

niveau de la dimerisation de TIGWMYOC et de I'olfactomédine n'a pas encore été 

démontrée (Nguyen et al., 1998). 

Le second domaine d'homologie est situé entre les acides aminés 72 à 179. Ce 

domaine est similaire à la chaîne lourde de la myosine de Dictyostelium discoideum 

ou 20 des 67 acides aminés sont similaires et 32 sont des substitutions 

conservatrices portant l'homologie à 77,6% (Kubota et al., 1997). Le domaine 

d'homologie a la myosine contient deux motifs de boudin emboudinéss (coiled coil) 

entre les acides amines 71 à 85 et 117 à 116. Le premier motif contient trois résidus 

leucines répétés à toutes les sept positions alors que le second en contient huit 

(Ortego et al., 1997). Le second motif de huit leucines forme une hélice alpha 

apolaire et ressemble au motif de glissière de leucines sans le domaine basique de 

liaison à l'ADN (Treisman et al., 1995). Dans ce motif de glissihre de leucines, cinq 

résidus arginines sont répétés tous les onze acides aminés. Lorsque le motif leucine 

est représenté comme une roue hélicoïdale, les cinq résidus arginines se retrouvent à 

l'opposé des huit résidus leucines, formant ainsi une région chargea positivement 

favorisant l'interaction protéique (Ortego et al., 1997). Cette partie N-terminale de la 

protéine sera donc un élément clef pour tester la formation d'oligomères supportant le 



modèle de complementation hornoallelique. D'ailleurs, dans la litt&ature, de plus 

en plus de modèles d'interactions protéiques reposent sur ce motif de boudin 

emboudines : les SNARE's, les myosines et quelques récepteurs membrana 

(Atkinson and Stewart, 1991; Chakerian et al., 1991; Sutton et al., 1998). 

formation de complexes oligom6riques de la protéine TIGWMYOC a déjà 

res 

La 

été 

démontr6e en utilisant un agent de r6action de couplage, le glutharaldehyde, sur des 

extraits protéiques totaux (Nguyen et al., 1998). L'équipe de Nguyen et al. proposa 

donc que la protéine pouvait former des dimères et peut-être même des tétrameres 



Figure 7 : Structure de la protéine TIGWMYOC 



Par la bio-informatique, la protéine TIGWMYOC a été caractérisée par différents 

groupes de recherche. Cette caract4risation permet de formuler des hypothèses sur 

sa structure, son rôle biologique ainsi que sur son rôle dans le glaucome. La protéine 

a un poids moléculaire théorique de 57 kDa et a un point isoelectrique de 5,44. Ces 

valeurs furent utiles pour confirmer le produit du géne GLCIA. En effet, l'équipe de 

Nguyen et a l  travaillait à l'époque sur des cellules du trab6culum en culture (HTM) 

induite au dexamet hasone, une forme de glucocorticoïde synthétique. Ces cellules 

induites produisaient des protéines de nature inconnue sur gel SDS-PAGE 2D entre 

52 à 56 kDa et 66 kDa. Le point isoelectrique observé variait entre 5.4 et 5.8 

(Polansky et al., 1985; Polansky et al., 1997). L'équipe, a partir du gene TIGWMyoc 

clone par l'équipe de Sheffield en 1997 grâce à des séquences EST (Stone et al., 

1997), développa un anticorps à partir de la protéine TIGWMYOC recombinante 

surproduite dans des cellules Sf9. II s'avéra que le gene TlGR/MYOC localisé par 

l'équipe de Sheffield était en fait la protéine induite dans les HTM caractérisés par 

l'équipe Nguyen et al. (Nguyen et al., 1998; Polansky et al., 1997). 

La protéine possède deux sites d'initiation de la traduction, un premier situé a la 

position +1 et le second a la position +15 de I'ARN,. Elle contient également un 

signal potentiel de clivage, Val-Ala IArg-Thr (von Heijne, 1983), qui se situe entre la 

position 32 et 33 de la séquence protéique . Selon les résultats de Nguyen et al par 

séquençage en N-terminal de la protéine, le doublet obsewe à 55 kDa est une forme 

utilisant le premier méthionine alors que l'autre forme serait clivée de façon post- 

traductionelle. Quant à la bande observée à 66 kDa, il s'agit d'une forme glycosilée 



d'un des doublets de 55 kDa (Nguyen et al., 1998). 11 n'ont pas fait le séquençage 

de cette bande mais l'ont identifiée en utilisant un inhibiteur de la N-glycosilation, la 

tunicamycine. La protéine comporte des sites de O-glycosilation et un site unique de 

N-glycosilation. La glycosylation de type O est l'ajout d'un oligosaccharide à 

I'oxygene d'une sérine, d'une threonine ou d'une hydroxylysine au niveau du 

réticulum ou du cytosol (Lodish and Darnell, 1995). La N-glycosilation est 

l'attachement d'un oligosaccharide à l'azote d'une asparagine sur une séquence 

spécifique, Asp-X-SerKhr ou X peut être n'importe quel acide amine à l'exception 

d'une proline. La réaction commence au niveau du réticulum endoplasmique pour 

prendre fin dans l'appareil de Golgi (Hubbard and Ivatt, 1 981). Les oligosaccharides 

liés à I'oxygene sont plus courts et plus diversifiés que ceux lies a l'azote, ces 

derniers étant de nature beaucoup plus complexe. 

Deux régions hydrophobes ont été identifiées dans la séquence de TIGRfMYOC. La 

première se situe entre les acides aminés 8 a 28, alors que la seconde est dans la 

partie C-terminale de la protéine, entre les acides aminés 425 à 445. La longueur et 

le degré d'hydrophobicité de ces regions ne permettent pas de confirmer si ces 

domaines sont transmernbranaires ou non (Fingert et al., 1998) (Figure 7). En 

immunofluorescence, la protéine a d'ailleurs été localis6e dans le cytoplasme des 

cellules comme étant associée aux microtubules. Cette association aux microtubules 

a été localisée dans la partie N-terminale de la protéine entre les acides amin& 1 à 

1 24 (Mertts et al., 1 999). 



Cetude du gbne TIGWMYOC se fait Bgalement chez la souris et le rat où les ADN 

homologues ont été clones. L'organisation génomique est conservée chez les deux 

espèces et une grande homologie existe entre les séquences. Chez le rat, seulement 

le clonage de I'ADNc a été réalisé. L'homologie entre la séquence humaine et celle 

de Rattus norvegicus au niveau proteique est de 81 %. Chez la souris, les Btudes sont 

plus nombreuses vu la possibilité de créer un jour des souris transgeniques afin de 

développer un modèle animal de glaucome. L'homologie, dans ce cas, est de 82% 

pour la structure nucléique et protéique. L'orthologue Mus musculus possède 

seulement 490 des 504 acides aminés humains, les résidus 1 à 14 étant absents 

(Fingert et al., 1998). L'expression du gène chez l'adulte est similaire entre les 

espèces. Toutefois, l'expression observée chez la souris a étB mieux définie au 

cerveau (Swiderski et al., 1999). Le site de clivage, le motif glissière de leucines et le 

site de glycosilation sont conserves chez la souris (Tomarev et al., 1998). Toutefois, 

d'autres motifs tels la sdquence de direction au peroxisome, Ser-Lys-Met à la position 

502-504 (Subramani, 1993) et des sites de phosphorylation sont absents chez la 

souris. Ceci suggère donc un rôle plus ou moins important de ces sites dans la 

fonction du gène (Fingert et al., 1998). 11 est également intéressant de noter que 

plusieurs des mutations ayant été associées au glaucome sont des acides amines 

conserves entre la souris et l'homme (Fingert et al., 1998). 

1.3. But et intérêt du projet de recherche 

La découverte d'individus homozygotes par l'équipe de Morissette el Raymond en 

1998 a soulevé un nouveau modèle de ségrégation génétique chez l'humain : la 

complementation hornoallélique (Morissette et al., 1 998). Ce nouveau modèle 



demande une étude approfondie des interactions proteiques qui existent dans la 

protéine TIGR/MYOC. Comme la protéine possède deux motifs de boudin 

emboudinés, un de trois et un de huit résidus leucines répétés, celle-ci devrait former 

des complexes moléculaires, soit avec elle-même ou avec d'autres polypeptides. 

Pour faire l'étude de ces interactions protéiques, la protéine sera produite de façon 

transitoire dans les cellules COS-7 à partir de I'ADNc sous-cloné dans un vecteur 

d'expression eucaryotique. Par la réaction de polym6rases en chaîne, le motif 

glissière de leucines contenant les huit leucines sera excisé de la protéine et celle-ci 

sera analysée sur gel SDS-PAGE. Sans ce motif de dimérisation, la protéine devrait 

migrer sous forme de monomère uniquement. Une réaction de couplage avec le 

glutharaldéhyde sera r6alisée sur la protéine TIGR* et TIGRmP afin de confirmer que 

ce motif est impliqué dans I'oligomérisation de la protéine. La protéine sera 

également produite dans un systeme de production in vitro, les réticulocytes, et 

analysée par immunobuvardage afin de démontrer que la protéine forme avec elle- 

même des homodimeres, soit pour le type sauvage et le type mutant pour la K423E. 

Dans une seconde partie du projet, nous nous sommes int6ressés à la formation 

d'hetérodimeres TIGWMYOC entre polypeptides sauvages (Wt) et mutes (K423E). 

Grâce à un systeme à double Bpitopes, les complexes WtlK423E seront 

immunoprécipités et analysés par immunobuvardage. Une seconde approche sera 

utilisée, c'est-à-dire l'utilisation d'une protéine tronquée de 137 acides aminés. Ce 

clone sera construit en remplacant l'acide aminé glutamine 368 par un codon d'arrêt, 

il s'agit d'une mutation que Iton retrouve dans plus de 1% des cas de glaucome 



associé au gene TIGR/MYOC . S'il y a formation d'h8t6rodimeres entre la prot6ine 

sauvage et celle tronquée, un complexe de poids molt3culaire intermediaire sera 

deteciable par imrnunobuvardage. Ces deux experiences nous confirmeront 

l'hypothèse de complernentation homoallélique sur une base structurale mais non 

fonct ionneNe. 

Comme la proteine migre sous trois isoforrnes distincts, un doublet de 57 kDa et une 

bande de 60 kDa, nous ferons l'étude de la glycosilation de la protéine. Celle-ci 

possède plusieurs sites pour la O-glycosilation et un pour la N-glycosilation. Pour ce 

faire, des digestions glycosidiques spécifiques du type O et N seront réalisées sur la 

proteine TlGWMYOC recombinante ainsi que celle isolée à partir de trabéculums 

humains. Les cellules COS-? seront egalement traitees avec de la tunicamycine, un 

inhibiteur de la N-glycosilation, afin de confirmer qu'il s'agit bien d'un type N. Ensuite, 

par mutagenèse dirigée, l'unique site de N-glycosilation à la position Asn 57 sera 

détruit. Cette protéine mutante nous permettra de vérifier si la glycosilation des 

polypeptides TlGWMYOC est essentielle à la formation des dimères et des 

complexes de haut poids moléculaire observés en condition non-rdductrice. 

L'étude du produit du gene TIGR/MYOC permettra de mieux comprendre la nature 

pathologique du glaucome ainsi que le rôle que joue ce gène dans Itb16vation de la 

pression intraoculaire chez les patients atteints de GAO. 



CHAPITRE II STRUCTURAL EVlDENCE FOR METABOLIC 

INTERFERENCE TO ACCOUNT FOR AUTOSOMAL DOMINANT 

HETEROZYGOTE-SPECIFIC INHERITANCE Of GLAUCOMA. 

AVANT-PROPOS 

Ce chapitre constitue le manuscrit d'un article qui sera soumis pour publication dans 

la revue PNAS. 

J'ai effectué les expériences sur la glycosilation des isomères TIGWMYOC ainsi que 

celles démontrant que le motif de glissière de leucines est impliqué dans la 

dimérisation de la protéine. J'ai également participé, avec Steve Moisan MSc., à la 

construction des clones TIGR*" et TI GR^''^^ contenant les epitopes c-myc et histidine. 

J'ai ensuite participé aux expériences d'immunobuvardage afin de démontrer qu'il 

existe des hét6rodimères TIGR in vitro. Les experiences avec les reticulocytes ont 

été entièrement réalisées par Steve Moisan MSc.. 

J'aimerais mentionner également que IIADNc complémentaire de TIGR/MYOC 

construit avant mon arrivée n'est pas identique à TIGR/MYOC sauvage. L'acide 

glutamique 96 était une glycine. J'ai moi-même corrigé cette mutation et cela a pour 

effet d'éliminer la bande de plus haut poids moléculaire des dimères lorsque traités à 



la tunicarnycine. Une bande s'ajoute en plus dans les complexes de haut poids 

moléculaire. Je suis présentement à refaire l'ensemble des clones que nous 

possédons afin de répéter ces expériences. Cette mutation, bien que présente, ne 

change en rien le présent ouvrage puisqu'il y a toujours formation de dimères TIGR. 
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2.1. Résumé 

Les mutations dans le 3ieme exon de TIGR/MYOC causent un glaucome primaire à 

angle ouvert (GPAO) qui segregue de façon autosornique dominante (AD) (Shields et 

al., 1996; Stone et al., 1997). 11 s'agit d'une maladie oculaire caractérisée par une 

neuropalhie du nerf optique i8sultant en une perte progressive du champ visuel 

conduisant généralement a la cécité si la maladie n'est pas traitée. Une d'elle, la 

TIGRK423E, est la première qui manifeste une dominance autosornique spécifique de 

l'hétérozygote chez l'humain (Morissette et al.. 1998). L'interférence métabolique 

propose qu'un allèle sauvage A et qu'un allèle muté A' ne donnent pas de phénotype 

observable lorsqu'elle sont à l'état d'homozygote. Toutefois, lorsque les deux allèles 

se retrouvent à l'état d'hétérozygote AA', elles donnent un phénotype mute qui résulte 

d'une interférence entre la protéine sauvage et celle mutée (Johnson, 1980). 

Nous montrons ici que les polypeptides TIGWMYOC existent sous deux formes de 

monomères migrant à 57 kDa et 60 Kda. La bande de 60 kDa est un isomère N- 

glycosile au résidu Asn 57. En conditions non-r6ductrices, TIGR/MYOC est détectée 

sous deux complexes majeurs migrant à 120 kDa et 240 kDa. Lors de CO- 

transfections de I'ADNc TI GR^^^^^ et VVT, il y a formation de complexes identiques à 

ceux observés avec le TIGRw seul. Un système a double épitopes confirme que les 

complexes de 120 kDa sont composés d'hétérodimeres TIGR"</TlGRK423E. Par 

déletion et par un mécanisme de réaction de couplage, nous démontrons que le motif 

de glissière de leucines est essentiel la dimérisation de la protéine. La protéine 

TIGRGln368X est tronquée de 137 acides amines en C-terminale et à un poids 



moléculaire de 82 kDa. En CO-transfection avec TIGRw, il y a formation d'un 

complexe intermédiaire qui migre à 98 kDa. Ce complexe est un h6térodimere 

wtEln368X. Ces résultats supportent le modèle de complémentation homoallelique 

proposé pour le glaucome. 



Abstract 

Mutations in the 3d exon of TIGR/myocilin cause autosomal dominant (AD) primary 

open-angle glaucoma (POAG), a major ocular disorder characterized by an optic 

neuropathy and a progressive loss of the visual fields that often leads to blindness 

(Shields et al., 1996; Stone et al., 1997). One of them: was the first 

mutation that has been shown to manifest autosomal heterozygote-specific 

dominance in humans (Morissette et al., 1998). Metabolic interference proposed a 

wild-type allele A and a mutant allele A' such that homozygosity for either allele has 

no phenotypic consequence, but the heterozygous state AA' leads to a deleterious 

defect due to interference between the protein products of the two different alleles 

(Johnson, 1980). 

Here we show that TIGRw' polypeptide generated two peptides migrating at 

approximately 57 and 63 kDa. The 63 kDa isoforrn resulted from N-glycosylation of 

the smaller peptide at Asn-57. Under non-reducing conditions, TIGRM was detected 

as 2 major complexes migrating at about 120 and 240 kDa. Co-transfection of a 

TI G R~~~~~ cDNA with its wt counterpart produced complexes identical to those 

observed when the wt construct was transfected alone. Double epitope tagging 

experiments confirmed that the 120 kDa complex observed in CO-transfections 

resulted from heterodimerization between TIGRwt and TIGRK4'=€ polypeptides. 

Deletion and cross-iinking assays revealed that TlGR NH24erminal leucine zipper 



was essential for dimerization. TIGRGln368Stop1 that yiefded a truncated protein, 

generated smaller 82 kDa homodimers. Interestingly, CO-transfection of wt and 

Gln368Stop cDNAs generated 3 complexes, one of these migrated at approximately 

98 kDa and consisted of wtlGln368Stop heterodimers. These results support 

metabolic interference to account for autosomal heterozygote specific glaucoma. 

2.2. Introduction 

Glaucoma encompasses a complex of ocular disease entities characterized by an 

optic neuropathy and a progressive loss of the visual fields (Shields et al., 1996). The 

disorder is one of the leading causes of blindness worldwide (Thylefors and Negrel, 

1994). Of al1 the different glaucomas, primary open-angle glaucoma (POAG) occurs 

most frequently, affecting more than 1 to 2% of the caucasian population over 40 

years of age. (Johnson et al., l996b; Lichter, 1994). The disorder shows genetic 

heterogeneity (Raymond, 1 997), (Sarfarazi, 1997; Wirtz et al., 1999). 

In 1997, the disease gene located at GLCIA on chromosome 1q was identified as the 

trabecular meshwork-inducible glucocorticoid response (TIGR) gene (Nguyen et al., 

1998; Polansky et al., 1997; Stone et al., 1997), also known as myocilin (Kubota et 

al., 1 997). The TlGR gene encodes a protein of 504 amino acids which function still 

remains to be characterized. Except for a nonsense variant at codon 46 that may be 

associated with autosomal recessive POAG, these TlGR mutations convey the 

disorder as an autosomal dominant trait (Adam et al., 1997; Alward et al., 1996; 

Fingert et al., 1999; Kennan el al., 1998; Mansergh et al., 1998; Morissette et al., 



1998; Richards et al., 1 998; Stone et al., 1 997; Wiggs et al., 1 998). 

We have been studying a huge family in which 98 heterozygotic carriers of a TIGR 

lysine to glutamic acid mutation at codon 423 (K423E) displayed autosomal dominant 

POAG (Morissette et al., 1998). Four mutant homozygotes did not manifest any of the 

symptoms of g laucoma in the pedigree. Recent ophthalmological investigations 

confirmed that these individuals, now aged between 40 and 52 years old, remained 

unaffected. Meiotic reversion, parent-of-origin dependent effects and reduced 

penetrance of the mutant allele were ruled-out in these asymptomatic mutant 

homozygotes. ~ l ~ f ~ ~ ~ ~  therefore appeared to be the first mutation that caused an 

autosomal dominant heterozygote-specific phenotype in humans. Although similar 

forms of segregation have been explained by inter-allelic complementation in lower 

eukaryotes (Fincham, 1966), the molecular basis of autosomal dominant 

heterozygote-specific inheritance has not yet been defined in humans. 

Metabolic interference proposed a one locus mechanism with a wild-type allele A and 

a mutant allele A' such that homozygosity for either allele has no phenotypic 

consequence, but the heterozygous state AA' leads to a deleterious defect due to 

interference between the protein products of the two different alleles (Johnson, 1980). 

Interestingly, analysis of TlGR polypeptide revealed a leucine zipper containing seven 

leucine motifs with no basic domain in its NH,-terminal (Nguyen et al., 1998) and a 

cysteine at position 433 conserved by the several members of the olfactomedin family 



(Morissette et al., 1998). Since these structures were potentialy involved in 

mediating TIGR-TIGR protein interactions, we tested metabolic interference as a 

model tu account for autosomal dominant heterozygote-specific inheritance of 

glaucoma 



2.3. Results and discussion 

COS-7 cells were transiently transfected with expression vectors encoding either the 

K423E 
TIGRwild-type(wt) or TIGR gene products (Fig 1 A) and newly synthesized 

proteins were analysed by immunoblotting using a specific polyclonal antibody 

(Poiansky et ai., 1997). in celis transfected wiih the TGR* cDNA construct, 

pRcTIGRwt, immunoreactivity was detected as two high MW complexes migrating at 

between 110 and 125 kDa and, at approximately 230 kDa (Fig. 1 8, lane 4, Fig. 2A, 

lane 1). Several bands constituted the 110-130 kDa complex while only one or two 

bands were recognized in the 220 kDa complex. Following addition of the reducing 

agent dithiothreitol (DIT) to the extracts, both complexes were resolved into two 

lower MW forrns migrating at approximately 57 and 60 kDa (Çig. 1 8, lane 3). A highly 

K423E 
sirniiar pattern of migration was observed when the TlGR cDNA construct, 

pRcTIGRK423E, was transfected (Fig. 1 0,  lane 5 and Fig 4 A, lane 6 and 7). TlGR 

K423E 
and TlGR 57 kDa isoforms most likely diplayed unprocessed monomers as their 

peptide masses were both estimated at 56.9 kDa. Under non-reducing conditions, 

immunoblotting of protein extracts obtained from human trabecular rneshwork (HTM) 

tissues showed that TIGR polypeptides also formed two high MW complexes in 

ocular tissues (Fig. 1 8, lane 1). Under reducing conditions, HTM TlGR polypeptides 

were resolved into the same 57 and 60 kDa isoforms as observed in cultured cells as 

well as a smaller, approximately 53 kDa, TIGR polypeptide resulting from interna1 

cleavage or utilization of a second initiation site for translation (Fig. 1B, lane 2) 

(Nguyen et al., 1998). 



TlGR polypeptide contains several potential sites for N- and 0- giycosilation 

(Nguyen et al., 1998). To assess the involvement of this post-translational processing 

mechanism in generating the different TIGR isoforms, COS-7 cells were transfected 

with TIGR* cDNA for a 12 hr period prior to a 36 hr incubation with the antibiotic 

tunicamycin, an inhibitor of the dolichol-dependant N-glycoside sugar chain 

biosynthesis. Western analysis under non-reducing conditions revealed that the 

inhibitor did not hinder oligomerization of TlGR peptides even if it prevented the 

addition of carbohydrates to several of the proteins present in the 110-130 kDa 

complex (Fig 2 A. lanes 1 and 2). Incubation with tunicamycin also decreased the 

strength of the signal observed at 220 kDa (Fig. 2 A, lane 2, and data not shown). 

The nature of the oligosaccharide links was then investigated by treating the cell 

extracts with speciiic glycosidases prior to protein analysis under reducing conditions. 

As depicted in figure 28, lane 4, treatment with O-glycosidase did not alter the 

migration pattern of the 57 or 60 kDa TlGR isoforms. On the other hand, PNGaseF: a 

specific N-glycosidase that releases asparagine-linked oligosaccharides, removed al1 

carbohydrates from the polypeptide backbone of the 60 kDa monomer leaving intact 

only the 57 kDa isofomi (Fig 2 6, lane 3). Incubation of COS-7 cells with tunicamycin 

showed that the inhibitor prevented synthesis of the 60 kDa monomer, further 

supporting that oligosaccharides were linked to the 57 kDa isoform by an N-glycoside 

chain (Figure 28, lane 2 ). Similar results were obtained when HTM tissues were 

treated with these two glycosidases demonstrating that TlGR polypeptides were also 

partiaily N-glycosyiated in ocular tissues (Fig 2 C). Since the peptide harbored only 

one potential site for Kglycosylation at Asn57, we then rnutated this amino acid to a 

tyrosine residue. Transfection and analysis of this recombinant revealed that 



7 IG ~ k n ~ m ~ r  generated only one isoforrn migrating at the 57 kDa position (Fig. 2 D, 

lane 4), confirming that the lower TIGR" monomer was an unglycosylated polypeptide 

while its 60 kDa counterpart was an N-linked glycoprotein. When the transfected 

T 1 G R Asn57Tyr gene product was analysed under non-reducing conditions, the 

polypeptide generated three distinct oligomers (Fig 2 A, lane 3). Two of these 

oligomers displayed MW of approximately 114 kDa and 132 kDa, identical in size to 

the oligomers generated by TIGR"" when transfected in cells grown in the presence of 

tunicamycin (Fig 2 A. compare lanes 2 and 3). TIGRw' or TIGRAs"57yr 114 kDa 

oligomers displayed MWs twice the size of their respective monomers and most likely 

represented homodimers. On the other hand, the two 132 kDa oligomers rnay depict 

TIGR* or TIGRAInSny' homodimers interacting with additional peptide(s). Alternatively, 

a single TlGR monomer may interact with other proteins to generate these 132 kDa 

complexes. 

These results above showed that N-glycosylation was not essential for TlGR 

polypeptides to undergo oligomerization but such process rnay require extraneous 

proteins to occur. To investigate if TlGR monomers generated homomultimers without 

interacting with additional proteins, TI GR^ and ~ l ~ d ( 1 2 3 ~  cDNAs were added to an in 

vitro reticulocyte lysate system in which transcription of the cognate DNA was 

coupled to translation of its mRNA. Following protein extraction and irnmunoblotting, 

K423E 
we observed that both TI GR^ and TlGR polypeptides produced monomers 

migrating at about 57 kDa. 60th polypeptides also formed homodimers migrating at 

the expected 1 1 4 kDa position (Çig 3 A). 



To test if TIG R-TIG R dimerization also occurred in cultured cells, we next constructed 

an expression vector encoding the Q368Stop mutation (Fig 1 A). TIGRo36aStop variant is 

the most common mutation associated with adult-onset primary open-angle 

glaucoma, carried by more than 1% of al1 POAG patients (Alward et al., 1998; Stone 

et al., 1997). Since this mutant cDNA should yield a truncated polypeptide of 

approximately 41 kDa harboring an intact leucine zipper, we hypothesized that, upon 

simultaneous transfection of TIGRwt and TI GR^^^^^^^^ cDNAs in COS-7 cells, 

interaction between the wt construct and the TI GR^^^''^ recombinant would generate 

a novel heterodimer of intermediate size. To facilitate analysis of the complexes, 

tunicamycin was added to the culture medium for the last 36 hr of the incubation 

period. As depicted in figure 3 B, when TIGR" and TIGRo388Smp recombinants were 

transfected alone, they formed homodimers migrating, respectively, at between 110- 

130 kDa and at about 80 kDa (Fig 3 B, lanes 1 and 3). As previously observed, the 

higher MW TlGR isoform migrating above the 114 kDa band at approximately 130 

kDa rnay be a dimer interacting with an additional protein. Interestingly, in cells 

transfected simultaneously with both cDNAs, a novel immunoreactive complex was 

produced at approximately 98 kDa (Fig 3 6, lane 2). This newly generated complex 

most likely resulted from heterodimerization of one TIGRwt monomer with its 

Q368Stop counterpart. These results therefore showed that TlGR polypeptides did 

not require extraneous proteins to undergo oligomerization either in vifro or in cultured 

cells. Moreover, since TI GR'^^^ did not encode cysteine 433, these data 

demonstrated that this c-terminal cysteine was not essential to induce TlGR 

dimerization. This residue andlor other cysteines may, however, increase stabilization 



of the dimers as D l T  was required to resolve the high MW complexes into their 

monomeric isoforms. 

Previous experiments have shown that purified TlGR polypeptides undenvent 

complex formation following a 2 hr in vitro treatment with glutaraidehyde (Nguyen et 

al., 1998), a cross-linking agent which has been used extensively to study leucine 

zippers interactions. To further confirm the role of TlGR leucine zipper in the 

dimerization process, we constructed pRc/TIGRAzip: an expression vector in which 

TIGR leucine zipper has been deleted (Fig 1 A). Expression of pRcKlGRhzip in COS- 

7 cells and analysis under non-reducing conditions revealed the production of Wo low 

MW TlGR monomers migrating at a rate slightly faster than the estimated peptide 

mass of 51 kDa for an unprocessed TIGRmP monomer (Fig 3 C, lane 2). Experiments 

performed with PNGaseF and O-glycosidase demonstrated that the higher MW band 

represented the N-glycosylated isoform of TIGRmP while the lower MW band 

represented an unprocessed TIGRuP monomer (results not shown). We then 

performed glutaraldehyde cross-linking experiments (Abdella et al., 1979). COS-7 

cells were transfected with either pRc/TlGRwt or pRc/TIGRAzip and the lysates 

treated with DST to reduce TlGR oligomers into their monomeric forms prior to 

addition of the cross-linking agent for increasing periods of time. As shown in Fig. 3 

Dl lanes 2 to 5, the wild-type TlGR construct started forming high rnolecular weight 

complexes as eariy as 2 minutes after addition of glutaraldehyde. Twenty minutes 

following addition of the linking agent, al1 wt monomers had undergone dimerization. 

On the other hand, both glycosylated and non-glycosylated TERb2@ polypeptides 



failed to generate such complexes even 20 min after addition of the glutaraldehyde 

(Fig 3D, lanes 6 to 9). These results therefore confirmed that the TlGR leucine zipper 

was essential for dimerization in vitro (Tong el  al., 1997). 

The majority of TlGR mutations causing glaucoma have been detected within the 

olfactomedin homology domain (Rozsa et al., 1998). Since these variants may 

change TlGR conformation thereby altering TlGR protein-protein interactions, we next 

assessed the role of the K423E mutation on complex formation. lncreasing 

K423E 
concentrations of TlGR cDNA were transfected in the presence of decreasing 

arnount of the wild-type construct. After cell lysis and protein analysis, we observed 

that the pattern of immunoreactivity was identical to that detected when transfections 

were performed with pRcTlGR alone at al1 concentrations tested, thereby indicating 

K423E 
that TlGR gene products did not disrupt the formation of the two high MW 

complexes (Fig. 4A, lanes 2 to 6). 

To further investigated if TIG R* can form heterodimers with its TIGRK"' counterpart, 

we realized an immunoprecipitation with a double tag system. Cos-7 cells were 

transfected alone or in combination with TIGRW'His and TI GR^^^^^-^^^ CDNA (Fig 1). 

lmmunoprecipitation was first realized with an antibody raised against myc epitope on 

a crude transfected protein extract and then followed by a western blot analysis with 

an antibody raised against His tag . Transfection alone p roved the specificity of 

antibody against their own epitope (Fig 48 iane 1 and 2). When they were CO- 



transfected together, a complex made of heterodimers was detected (Fig 48 lane 

3). These results supported the metabolic interference model proposed above where 

heterodimer TIGRM/TlGRK4aE were represent as a nonfunctional corn plex. 

Taken together, the results of our experiments have shown that TI GR^ polypeptides 

formed homodimers in reticulocyte lysates as well as in COS-7 cells consistent with 

K423E 
metabolic interference (Johnson, 1980) to account for unaffected TIGR mutant 

homozygotes. Our results therefore demonstrate that TlGR can form in vivo 

heterodimers between a wt and a mutant allele as well as homodimers made of two 

wt or two mutant alleles. Our modei may explain x-linked inheritance with male 

sparing, as observed, for example, in a large pedigree suffering from epilepsia (Ryan 

et al., 1997). and unusual forms of autosomal dominant inheritance not yet reported, 

like disorders occuring in al1 members of large sibships with both normal parents. Our 

results showing that TIGRw and TIGRK4*'€ polypeptides formed homomultimers are 

also consistent with the model of interallelic complementation proposed by Crick and 

Orgel in 1964 (Crick and Orgel, 1964). These data further suggest that heterodimer 

formation between a normal and a rnutated TlGR polypeptide may be an important 

aspect of TIGR disease-causing mutations. 
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Figure 1 Antibody detection of TlGR gene products. a, The schematic structure of 

human TlGWMYOC proteins and diagrams of the clones used in this work. b, Human 

trabecular meshwork (HTM) tissues (lane 1) showing two high molecular mass 

complexes of TIGR, one at approximatively 120 kDa thought to be dimers and one at 

240 kDa. Under reducing conditions (lane 2), TIGWMYOC were resolved into a 57 

kDa doublet protein and a 60 kDa glycoprotein. Recombinant TIGWMYOC (lane 3 

and 4) and TIGRK423E (Lane 5) protein were aslo resolved with a similar pattern of 

migration under reducing and non-reducing conditions. 

Figure 2 Western blot analysis of post-translational glycosylation of TIGWMYOC 

isoforms in COS-? cells. a, Under non-reducing (lane 2) conditions, tunicamycin did 

not hinder oligornerization of TlGR but greatly decreased the amount of high 

molecular weigth complexes. Inhibition of TIGWMYOC glycosylation did not alter 

oligomerization of these complexes of 240 kDa (lane 3). b, The nature of the 

oligosaccharide link was detenined by treating the cells with specific glycosidases. 

Treament with O-glycosidase (lane 4) did not alter the migration, whereas PNGase F 

(lane 3) and tunicamycin (lane 2)removed al1 carbohydrates from the backbone. c, 

Similar results were observed when HTM tissues were treated. d, TIGRAsnmyr 

transfection revealed that the protein is N-glycosilated at Asn 57, the only potential 

site for this process (lane 4). 



Figure 3 TIGWMYOC dimerization and oligomerization in COS-7 cells and in a 

reticulocyte lysate system. a, TIGRM (left and right panel,lane 2). and (right 

panel, lane 1) proteins were produced in a in vitro reticulocyte lysate system giving a 

monomer of about 57 kDa and a dimer of about 120 kDa. b, Transfection of TIGRw 

(lane 1) and TIGRQ36BX (lane 3) in presence of tunicamycin in COS-7 cells formed 

homodimers migrating respectively at 120 kDa and 80 kDa. When their respective 

,DNA, where CO-transfected, they formed a heterodimer at about 98 kDa (lane 3). c, 

TIGRUiP (lane 2) in non-reducing conditions were migrated as a monomeric form at 

about 51 kDa. d, TIGRwt (left) and TIGRsiD (rigth)were tranfected in COS cells and 

reduced protein lysates were treated with 0,01% glutharaldehyde for the time 

indicated. 

Figure 4 TIGRwt forrned alone or in combination with oligomer. a, Co- 

transfection with increased concentration of TlGR K423E CDNA and decreased 

concentration of TIGR" construct were analysed by western blot. b, Co-transfection 

followed by a double immunoprecipitation (anti-Myc followed by anti-His) revealed 

that TIGRw-H'S and TIGRK423E-Mw forrned heterodimer complexes (lane 3). Lane 1 and 2 

are transfections alone and lane 4 a control with no transfection. 



2.4. Methods 

Construction of the expression vectors. To create an eukaryotic expression vector 

encoding the wild-type TlGR cDNA, a 1831 bp HindlllNofl fragment encompassing 

36 bp of the 5' untranslated region, the full-length 151 2 bp ORF and 188 bp of the 3' 

untranslated region of TI GR^' cDNA was puriiied h m  pTiGRM and çubcioned 

directionnaly into the HindllllNod sites of plasrnid pRcCMV (Invitrogen). This new 

construct was named pRc-TIGR and produced high constitutive levels of mRNA due 

to the presence of CMV enhancer-promotor sequences. Full-length TlGR mutants 

were generated by site-directed mutagenesis of pRc-TIGR using the QuickChangeT~ 

mutagenesis kit (Stratagene). Tagged TlGR was made by using the overlap 

extension method in combinaison with polymerase chain reaction (Ho et al., 1989). 

Overlapping oligonucleotides used to construct TIGR tagged his (pRc-TIG Whis-tag) 

W e r e 5 ' -TTT-TCC-m-TGC-GGC-CGC-TCA-ATT-CAG-ATC-CTC-mC-TGA-GAT-GAG-TTT-TTG- 

TTC-CAT-CTT-GGA-GAG-CTT-GAT-GTC - ATA - AGT -3' and t0 C O ~ S ~ ~ U C ~  TlGR tagged myC 

(PR-TIGR/myc-tag) 5'-m-TCC-m-TGC-GGC-CGC-TCA-GTG-ATG-ATG-GTG-GTG-ATG- 

GAG-C~-GAT-GTC,-ATA-AGT-~' (overlapping sequence underlined). 

Flanking oligonucleotides used for construction of both his and rnyc were 5'-CE-ACT- 

- GCT-TAT-CG-3'. The resultant PCR product was cut with HMll and Non 

and cloned into pRc-TIGR cut with the same two restriction endonucleases. The tag 

was placed at the C-terminus of the TlGR cDNA just 5' of the stop codon (see Fig. 1 ). 

To clone pRc-TIGWAzip, two overlapping oligonucleotides, 5'-CGC-CTG-CTA-GCGAGG- 

AGG-TTG-GAA-AGC-AW-AGC-CAG-GAG-3' and 5'-GCA-GGG-CTA-GCC-CCT-CCT-GGG - TCT - 

CCT-GGG-GCC-TGG-CAG-3', located respectively just before and after the leucine 



zipper, were used to create a 147-base pair deletion corresponding to the leucine 

zipper consensus sequence (see Fig.2). The PCR product was eut with Nhel (new 

restriction site created at each end) and recircularized. All constructions were verified 

by sequencing the inserts bidirectionnaly between the HindiIl and Nofi sites. 

Transfectlons. COS-7 cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM)(Gibco BRL) supplemented with 10% fetal bovine serurn (FBS; Gibco BRL) 

and antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 pglml streptomycin (Gibco BRL)) at 37 O C  in a 

humidified 5% CO2 incubator. Cells were plated at a density of 1 x 106 cells per 100 x 

20 mm dishes. Twenty-four h later, transient transfection was performed using the 

FUGENE 6 transfection (Roche) according to the manufacturer's protocol. Cells were 

lysis 48 h after transfection. 

Reticulocyte lysate transcription-translation coupled system. In vitro 

transcription/translation was performed using the TNT@ Coupled Reticulocyte Lysate 

Systems (Promega) according to the manufacturer's protocol. As both pRc-TIGR and 

pRc-TIGWK423E constructs carried the T7 RNA prornoter, no additional DNA 

modifications were done before testing. Reactions contained 0.5 pg of each plasmid 

and a cornplete amino acid mixture instead of 3%-methionine. Canine Pancreatic 

Microsomal Membranes (Promega) (2.5 pl (2EQ/pl)/ 25 pl reaction) were added to the 

samples to optimize cotranslational processing. The samples were incubated for 90 

min at 30 O C  before protein anaiysis by Western blotting. 



Protein extraction, SDS-PAGE and Western blotting. Confluent cells expressing 

wild-type or mutated TlGR cDNA from dishes were washed twice with PBS, scraped 

and dissolved in 1 ml of ice cold lysis buffer (IO mM tris-HCI; 0.25% (v/v) triton X-100, 

pH 7.5) containing the Complete", EDTA-free, Protease lnhibitor Cocktail 

(Boehringer Mannheim). Human trabeculum meshwork (HTM) tissues were dissected 

frorn donor eyes and lysed in 0,5 ml of cold lysis buffer. Protein concentration was 

estimated,by Bradford's methods and dissolved in SDS-PAGE sample buffer and 

dithiothreitol (DTT; 0.1 mM) was added to selected. SDS-PAGE was performed 

according to leamili. Protein were transferred ont0 nitrocellulose (0.45 prn pore size; 

arnersham pharmacia biotech), using a Trans-Blot@ SD Semi-Dry Transfer Cell 

apparatus (Bio-Rad). and incubated overnight at 4 OC with purified TlGR polyclonal 

antibodies (Polansky et al., 1997). 

Immunoprecipitation. Forty-eight hours after transfection, cells were washed, 

scraped and solubilized in a buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM 

NaCI, 1% Nonidet P40 and 0.5% sodium deoxycholate and they were incubated with 

anti-myc antibodies (Invitrogen) overnight with protein G-agarose beads (Boehringer 

Mannheim) according to the manufaturer. The immune complexes were then 

subjected to SDS-PAGE. 



Cross-linking in 

in presence of 

the cell lysates. Cell lysates were prepared as described above 

DTT (0.1 mM for 10 min at 4OC), and incubated in 0.01% 

glutaraldehyde, 50 mM triethanolamine (pH 8.2) and 100 mM NaCl, using 20-50 pl of 

lysate of COS-7 ceIls transfected with DNA constructs, corresponding respectively to 

20 pg (pRc-TIGR and pRc-TIGWK423E) and 70 pg (pRc-TIGWAzip) of total proteins. 

Aliquots were removed at the times indicated, and the reaction was terminated by 

boiling the mixture in SDS-PAGE sarnple buffer. The samples were resolved by 

Western blotting as described above. 

Glycosidases and tunicamycin treatments. To totally prevents the Kglycoçylation 

in vitro, tunicamycin (1 pg/ml medium) was added in the COS-7 culture medium 24 h 

after transfection. Respectively to hydrolyse the possible Oglycans or N-glycans 

present in TIGR, Oglycasidase (1 mu120 pg proteins; incubated at 37 OC for 1 h; 

Boehringer Mannheim) or PNGase F (500Ul20 ~g proteins; according to the 

manufacturer's protocol; New England BioLabs) was added into selected cell lysates. 
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CHAPITRE III CONCLUSION GÉNÉRALE 

La mutation K423E associée au troisième exon du gène TIGRNYOC est responsible 

d'un glaucome qui s6grègue selon un mode de dominance specifique à 

l'hétérozygote. Afin de supporter ce mode de transmission génétique qui se comporte 

comme une mutation dominante négative, nous avons dû caractériser par 

immunobuvardage le produit du gène. Ce mode de transmission génétique qui a déjà 

été observe chez les organismes inférieurs, s'applique lorsque l'interaction entre les 

produits des deux allèles est possible. 

Comme le démontrent les résultats obtenus avec les reticulocytes, deux polypeptides 

T G  WMYOC s'associent pour former des homodimeres de 120 kDa. Des complexes 

de très haut poids moléculaire à 240 kDa sont egalement observés dans les tissus 

oculaires et lors de transfections dans les cellules Cos-7. La structure responsable de 

ces interactions entre polypeptides est un motif de glissière de leucines. Ce motif 

forme une hélice alpha apolaire qui contient huit r6sidus leucines et 5 résidus 

arginines alignes de part et d'autre de l'hélice. Ce type de motif a été cité dans la 

littérature comme permettant l'interaction entre polypeptides. En éliminant ce motif de 

la proteine TIGWMYOC, la formation des dimères et des complexes de haut poids 

moléculaire n'est plus possible. Nous possédons donc maintenant une proteine qui a 

les caractéristiques essentielles à l'interférence métabolique que nous proposons. 



En condition r6ductrice, la protéine se retrouve sous forme de monomeres migrant 

à 55 et 63 kDa. Dans le trabéculum humain, un doublet est observé à 55 kDa et 

résulte de l'utilisation d'un site de clivage situe entre les acides aminés 32-33 

(Nguyen et al., 1998). Or, dans notre système, nous ne retrouvons qu'une seule 

bande. Ainsi, dans les cellules Cos-7, le site de clivage n'est pas utilisd. La bande de 

63 kDa est une forme glycosilée du doublet des peptides observés à 55 kDa. Nous 

avons identifié la glycosilation comme étant de type N sur l'asparagine 57 par des 

digestions enzymatiques spécifiques et par mutagénese dirigée. La protéine est 

probablement stabilisée par des ponts disulfures extra-moléculaires puisqu'elle 

résiste a de fortes concentrations de SDS. 

Cette glycosilation n'est pas essentielle à la dirnérisation de la protéine et la formation 

des complexes de haut poids moléculaire. Cependant, lorsque les cellules sont 

traitées avec de la tunicamycine, il n'y a plus formation de complexes à 240 kDa. Ce 

qui nous suggêre que les protéines impliquées dans la formation des complexes de 

haut poids moléculaire doivent être N-glycosilées. Cette caractbristique sera 

intéressante pour faire l'identification des protéines presentes dans ce complexe. 

L'immunopr6cipitation ou encore une purification de la protéine TlGWMYOC 

permetteraient d'identifier les protéines composant ce complexe de 240 kDa. 

Lors de transfection TIGRKdpE, il y a formation de dimères comme pour la protéine 

sauvage. Nous pouvons donc croire qu'il est possible qu'il y ait interaction entre les 



deux polypeptides. Par CO-transfection de I'ADNc de TIGRw et TIGRK423E, ceux-ci 

forment effectivement des dimères. La formation d'hetérodimères entre deux 

polypeptides est-elle possible? En effet, lors d'imrnunoprecipitation A l'aide d'un 

système a double épitopes, il y a formation d'un complexe TIGRw/TIGRK423E. Ce 

complexe in vivo, c'est-à-dire chez les glaucomateux, ne serait pas fonctionnel dû à 

un effet dominant negatif de la mutation K423E sur le peptide sauvage. Pour le 

complexe TIGRK423E/TIGRK423E, il serait tout a fait fonctionnel. Celà explique pourquoi 

nous avons quatre individus homozygotes, pour cette mutation, qui ne souffrent pas 

de glaucome. Cette mutation a pour effet de nuire au complexe dimérique à l'état 

d'hétérozygocité. II s'agit d'un modèle de cornplémentation homoallélique qui existe 

chez les organimes inférieurs et qui a été proposé par Crick en 1964 (Crick and 

Orgel, 1964). 

D'autres résultats avec une prot6ine tronquée, la Q368X, appuient ce principe de 

formation d'hétérodimères. La protéine TIGRa368X qui a un poids moléculaire de 41 

kDa forme, en CO-transfection, un complexe de 80 kDa qui correspond à un 

hetérodimere T I G R ~ ~ I T I G R ~ ~ ~ ~ ~ .  Même si cette mutation permet la formation 

d'hétérodimeres in vitro, il n'existe pas d'homozygote connu à ce jour pour cette 

mutation. Nous pouvons cependant croire que les gens seraient probablement 

atteints de glaucome puisque la protéine est tronquée de 137 acides aminés. 

Toutefois, cette mutation se comporte anormalement, c'est-à-dire qu'il existe des 

malades porteurs de I'haplotype complet sans avoir la mutation Q368X. D'autres par 



contre, possèdent cette mutation et I'haplotype complet sans être malades 

(Raymond et ai. données non publi6es). 

Bien que les dernières publications associent la protéine TIGWMYOC aux 

microtubules, sa fonction demeure toujours inconnue. Nos résultats reposent donc 

sur une base strictement structurale de la protéine. Comme perspective, il serait 

intéressant de vérifier si les héterodimeres TIGRw/TIGRK423E sont non-fonctionnels et 

si les homodimères TIG RK423E/TlG RK423E sont fonctionnels. Cette expérience sera 

possible seulement lorsque nous connaitrons la fonction de TlGR/MYOC au niveau 

du trabéculum. Une telle explication confirmerait le modèle de cornplémentation 

homoallélique que nous proposons. Comme fonction hypothétique, la protéine 

TlG WMYOC serait impliquée au niveau du transport des vésicules intracellulaires ou 

encore dans la réorganisation des structures du cytosquelette. La nature exacte des 

composantes du complexe de haut poids moléculaire reste également à être définie. 

Pour ce faire, l'isolation du complexe s'avère essentiel afin d'identifier par des 

techniques telles le spectre de masse ou le séquençage en N-terminal, les protéines 

impliquées dans cette structure quaternaire. Sa caractérisation pourrait nous aider à 

élucider la fonction de TIGFUMYOC et demeure fondamentale dans la compréhension 

de la relation entre le gène TlGR/MYOC et le glaucome primaire à angle ouvert. 
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ANNEXE A &QUENCE CODANTE DE TIGRIMYOC 

+I 

ATG AGG TTC TTC TGT GCA CGT TGC TGC AGC TTT GGG CCT GAG ATG 
m e t  arg phe phe cys ala arg cys cys ser phe gly pro glu met 
+1 

CCA GCT GTC CAG CTG CTG CTT CTG GCC TGC CTG GTG TGG GAT GTG 
pro  ala val g l n  leu leu leu leu ala cys leu val trp asp val 

91 
GGG GCC AGG ACA GCT CAG CTC AGG AAG GCC AAT GAC CAG AGT GGC 
g l y  ala arg thr ala gln  leu arg lys ala asn asp gln ser gly 
3 1 

CGA TGC CAC TAT ACC TTC AGT GTG GCC AGT CCC M T  GAA TCC AGC 

arg cys gln  t y r  t h r  phe ser val  ala ser pro asn glu ser ser 

181 
TGC CCA GAG CAG AGC CAG GCC ATG TCA GTC ATC CAT AAC TTA CAG 
cys pro glu gln ser gln ala met ser val ile his asn leu gln 
61 

AGA GAC AGC AGC ACC CAA CGC TTA GAC CTG GAG GCC ACC AAA GCT 
arg asp ser ser thr gln arg leu asp leu glu ala thr lys ala 

CGA CTC AGC TCC CTG GAG AGC CTC CTC CAC CAA TTG ACC TTG GAC 
arg leu ser ser leu glu ser leu leu his gln leu thr leu asp 
91 



CAG GCT GCC AGG CCC CAG GAG ACC CAG GAG GGG CTG CAG AGG GAG 

gln ala ala arg pro gln glu  thr gln glu g ly  l eu  gln arg glu 

CTG GGC ACC CTG AGG CGG GAG CGG GAC CAG CTG GAA ACC CAA ACC 

leu gly thr leu arg arg glu arg asp gln l eu  glu t h r  gln t h r  

AGA GAG TTG GAG ACT GCC TAC AGC AAC CTC CTC CGA GAC AAG TCA 
arg glu leu glu thr ala tyr ser asn leu leu arg asp lys ser 

451 
GTT CTG GAG GAA GAG AAG A M 3  CGA CTA AGG CAA GAA AAT GAG AAT 
val leu glu glu glu lys lys arg leu arg gln glu asn g l u  asn 
1 5 1  

CTG GCC AGG AGG TTG GAA AGC AGC AGC CAG GAG GTA GCA AGG CTG 
leu ala arg arg leu glu ser ser ser gln glu val ala arg leu 

541 
AGA AGG GGC CAG TGT CCC CAG ACC CGA GAC ACT GCT CGG GCT GTG 
arg arg gly gln  cys pro gln t h r  arg asp thr ala arg ala val 
181 

CCA CCA GGC TCC AGA GAA GTT TCT ACG TGG AAT TTG GAC ACT TTG 
pro pro g ly  ser arg glu val ser t h r  trp asn l e u  asp t h r  leu 

63 1 
GCC TTC CAG GAA CTG M G  TCC GAG CTA ACT GAA GTT CCT GCT TCC 
ala phe gln glu leu l y s  ser glu leu thr glu va l  pro ala ser 



CGA ATT TTG AAG GAG AGC CCA TCT GGC TAT CTC AGG AGT GGA GAG 
gly  île leu lys g l u  ser pro ser gly ty r  leu arg ser gly glu 

721 
GGA GAC ACC GGA TGT GGA GAA CTA GTT TGG GTA GGA GAG CCT CTC 

g ly  asp thr gly  cys gly g l u  leu val trp val gly glu pro leu 
241 

ACG CTG AGA ACA GCA GAA ACA ATT ACT GGC AAG TAT GGT GTG TGG 
thr leu arg t h r  ala glu thr ile t h r  gly lys t y r  gly val trp 

ATG CGA GAC CCC AAG CCC ACC TAC CCC TAC ACC CAG GAG ACC ACG 

met arg asp pro lys  pro t h r  t y r  pro tyr thr gln glu thr thr 
271 

TGG AGA ATC GAC ACA GTT GGC ACG GAT GTC CGC CAG GTT TTT GAG 
trp arg ile asp thr val gly thr asp val arg phe val phe glu 

9 0 1  
TAT GAC CTC ATC AGC CAG TTT ATG CAG GGC TAC CCT TCT AAG GTT 
tyr asp l e u  ile ser gln phe m e t  gln gly t y r  pro ser lys val 
301 

CAC ATA CTG CCT AGG CCA CTG GAA AGC ACG GGT GCT GTG GTG TAC 
his ile leu pro arg pro leu g l u  ser thr gly ala val val t y r  

991 
TCG GGG AGC CTC TAT TTC CAG GGC GCT GAG TCC AGA ACT GTC ATA 
ser gly  ser leu t y r  phe gln gly ala glu ses arg thr val ile 
331 

AGA TAT GAG CTG AAT ACC GAG ACA GTG AAG GCT GAG AAG GAA ATC 
arg tyr glu leu asn thr glu thr val lys ala glu lys glu ile 



1 0 8 1  
CCT GGA GCT GGC TAC CAC GGA CAG TTC CCG TAT TCT TGG GGT GGC 

pro gly ala gly tyr his gly gln phe pro tyr ser t rp gly gly 

361 

1171 
ATT TAC AGC ACC GAT GAG GCC AA?i GGT GCC ATT GTC CTC TCC M 

ile tyr ser thr asp glu a la  lys g ly  ala ile val leu ser lys 
3 9 1 

CTG AAC CCA GAG M T  CTG GAA CTC GAA CAA ACC TGG GAG ACA M C  

leu asn pro glu asn leu glu leu glu gln thr trp glu thr asn 

1261 
ATC CGT AAG CAG TCA GTC GCC AAT GCC TTC ATC ATC TGT GGC ACC 

i l e  arg lys gln ser val ala asn ala phe i l e  i l e  cys gly t h r  
3. 423 

TTG TAC ACC GTC AGC AGC TAC ACC TCA GCA GAT GCT ACC GTC AAC 
l e u  tyr t h r  val ser ser tyr thr ser ala asp ala thr val asn 

1 3  5 1  
TTT GCT TAT GAC ACA GGC ACA GGT ATC AGC AAG ACC CTG ACC ATC 
phe a h  tyr asp thr gly t h r  gly ile ser lys thr leu thr i l e  
451 

CC19 TTC AAG AAC CGC TAT AAG TAC AGC AGC ATG ATT GAC TAC AAC 
pro phe lys asn arg tyr lys ty r  ser ser met ile asp tyr asn 



CCC CTG GAG AAG M G  CTC TTT GCC TGG GAC ?AC TTG AAC ATG GTC 
pro leu glu lys l y s  leu phe a la  t r p  asp asn leu asn met val 

1486 
ACT TAT GAC ATC AAG CTC TCC AAG ATG TGA 

tnr cyr asp iie l y s  1sü s e r  lys  =et 
496 




