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SOMMAIRE

Le syndrome de DiGeorge (DGS) est caractérisé par un ensemble de défauts
congénitaux affectant le thymus, les glandes parathyroides, le coeur et la morphologie
crinio-faciale. Dans plus de 90% des cas répertoriés de DGS, on observe la perte d'une
copie de la région 22q11.2. Par une approche de géne candidat, le géne ZNF74 localis¢
dans la région critique 22q11.2, connue comme subissant des réarrangements chez les
" majorité des patients atteints de DGS, a été isol¢. Ce gene, dont une seule copie semble
présente chez la majorité des patients DGS, est exprimé chez 'embryon et fait partie de la
super-famille des génes a motifs doigt de zinc de type Cys,His,. ZNF74 comprend douze
doigts de zinc et fait partie de la famille des multidoigts de zinc. ZNF74 encode, d'autre
part, un domaine conservé de type KRAB présent chez prés du tiers des protéines a
multidoigt et caractérisé comme un domaine de répression de la transcription. La
présence de ce domaine et de motifs doigt de zinc améne a considérer les protéines
KRAB 4 multidoigt comme des facteurs transcriptionnels potentiels. Les objectifs de ce
mémoire visaient 1'étude des interactions de la protéine ZNF74 avec les acides
nucléiques. Nous avons cherché a déterminer si ZNF74 pouvait lier I'ADN a l'instar des
facteurs transcriptionnels traditionnels. Par des études de buvardage de type South-
Western et de retardement sur gel, nous démontrons qu'en effet la proteine ZNF74 lie
I'ADN via son domaine doigt de zinc. Par contre, il n'a pas été possible d'isoler, par des
études de sélection de sites in vitro, des séquences spécifiques d'ADN double brin
auxquelles se lie ZNF74. Quoique la liaison spécifique a des séquences d'ADN double
brin soit caractéristique de la grande majorité des facteurs transcriptionnels, ce type de

liaison n'a pu étre démontré jusqu'a présent pour aucune protéine KRAB a multidoigt.
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On ne peut exclure & I'heure actuelle que les protéines KRAB a multidoigt aient besoin de
co-facteur(s) pour stabiliser leur liaison & 'ADN ou fonctionnent comme des co-
régulateurs de la transcription en se liant a des facteurs transcriptionnels eux-mémes liés a
'ADN. Nos expériences de retardement sur gel démontrent également que ZNF74 lie
I'ADN simple brin préférentiellement a I'ADN double brin et hétéroduplex. Au cours des
dernitres années, il a pu étre démontré que certaines protéines se liant a I'ADN simple
brin de fagon dépendante (ex: FBP et hnRNP K) ou indépendante de la séquence (ex:
PC4) sont capables de réguler la transcription en tant que facteurs de transcription bona
fide. Certaines d'entre elles se lient aussi a 'ARN (FBP, hnRNP K) et pourraient aussi
avoir un rdle post-trancriptionnel. Les conséquences fonctionnelles de la liaison de
7ZNF74 4 I'ADN double brin, simple brin ou hétéroduplex telles que détectees in vitro de
méme que ses genes cibles potentiels demeurent actuellement inconnus.

Compte tenu des résultats présentés dans ce mémoire et de la mise en évidence
par d'autres études réalisees dans notre laboratoire d'une interaction de ZNF74 avec
I'ARN ainsi qu'avec une forme de I'ARN polymérase II impliquée dans la maturation de
'ARN, il est possible de proposer que ZNF74 puisse avoir un double role. En effet,
ZNF74 pourrait agir comme facteur transcriptionnel via son domaine KRAB et sa liaison
potentielle & I'ADN et aussi comme facteur de maturation de I'ARN via son interaction
avec I'ARN et son interaction avec une forme de 'ARN polymérase retrouvée dans des
sites nucléaires enrichis en facteurs d'épissage. On estime actuellement qu'il y aurait de
100 & 300 protéines KRAB & multidoigt encodées par le génome des mammiferes. Il est
fort probable que d'autres membres de cette famille partagent des caractéristiques

communes avec ZNF74.
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I-INTRODUCTION



LE SYNDROME DE DIGEORGE

1.1 Phénotype et origine embryologique du syndrome de DiGeorge

Le syndrome de DiGeorge (DGS) se caracterise par un défaut du
développement de structures embryologiques comme le thymus, les parathyroides et
les gros vaisseaux du coeur qui dérivent des arcs et poches pharyngés 3 et 4. Les
anomalies résultantes incluent l'absence ou I'hypoplasie du thymus et des
parathyroides, ainsi que des malformations au niveau des gros vaisseaux du cceur,
mais plus de 30 différentes manifestations du syndrome ont ¢té rapportées (Goldberg
et al., 1993, Wilson ef al., 1993). Parmi les manifestations cliniques majeures du
DGS, on observe des anomalies au niveau des fonctions cardiaques, des infections
récurrentes chez l'enfant dues 4 une immunité cellulaire déficiente, des signes
d'hypoparathyroidisme pouvant mener a4 des convulsions hypocalcémiques, des
anomalies cranio-faciales et un retard mental. Soixante-quinze pour-cent des
nouveau-nés meurent de déficiences cardiaques peu apreés la naissance. Les
premiéres indications d'un possible mécanisme cellulaire responsable du DGS
proviennent des expériences de Kirby et al. (1984) qui démontraient que 1'ablation
des cellules occipitales prémigratoires de la créte neurale chez I'embryon de poulet
produisait des malformations analogues a celles du DGS chez I'humain. On pense
actuellement que le développement normal des gros vaisscaux du coeur et en
particulier la septation normale de l'aorte et de l'artére pulmonaire ainsi que le
développement du thymus et des parathyroides dépendent d'une migration et d'une

interaction normale de cellules de la créte neurale au niveau des arcs et poches



pharyngés 3 et 4, des structures embryonnaires a partir desquelles se développent les

principaux organes affectés dans le syndrome de DiGeorge.

1.2 Défauts génétiques

Des analyses cytogénétiques et moléculaires avec différentes sondes d'ADN
servant de marqueurs pour la localisation chromosomique précise ont révélé que des
microdélétions hémizygotes du chromosome 22q11.2 sont présentes dans plus de
90% des cas de DGS (Aubry et al., 1993, Driscoll et al., 1992, Scambler et al.,
1991). Plus récemment, des délétions hémizygotes du chromosome 22qil1.2 ont
aussi 6té décelées chez des patients présentant un désordre de développement, le
syndrome vélo-cardio-facial (VCFS) qui présente un recouvrement phénotypique
avec le DGS (Driscoll et al., 1992, Kelly et al., 1993); il est possible que le ou les
mémes génes soient responsables de ces deux syndromes. Pour signifier que des
manifestations phénotypiques variables pourraient avoir une origine génétique
commune, le DGS, le VCFS et d'autres cas de délétion du chromosome 22 ont
récemment été décrits comme faisant partie d'un regroupement clinique unique, le
CATCH 22 (Cardiac defect, Abnormal facies, Thymic hypoplasia, Cleft palate and
Hypoparathyroidism resulting from 22q11.2 deletions) (Wilson et al., 1993). Le
DGS et le VCES surviennent de facon autosomale dominante sporadique ou
familiale avec une incidence combinée de 1:10 000 (incidence de 1:20 000 pour
chaque syndrome) (Emanuel et al., 1993, Kelly et al., 1993, Wilson et al., 1991,
Wilson ef al., 1992). Une étude plus récente quoiqu'encore préliminaire a révélé une

incidence de 1/4000 pour les délétions au niveau du 22q11.2 associées a des



déficiences néonatales (étude sur 40 000 naissances enregistrées en Angleterre)
(Burn et al., 1995).

Des analyses moléculaires de la région 22q11.2 de nombreux patients atteints
de DGS/VCFS ont été réalisées par différents groupes et ont révélé que la reégion
critique de délétion comprend environ 1500 kb (Emanuel ez al., 1993, Driscoll et al.,
1992, Gong et al., 1996, Glover, 1995). La large taille de la délétion chez les
patients atteints de DGS/VCEFS a suggeré que ce désordre pourrait étre dii a un
syndrome de génes contigus, requérant la délétion de plusieurs génes physiquement
contigus sur le chromosome 22 plutét qu'un défaut au niveau d'un seul gene. Deux
régions critiques de délétions minimales qui ne se chevauchent pas ont été identifiées
(Halford et al., 1993, Kurahashi ez al., 1997, O'Donnell et al., 1997) et une
translocation balancée avec un point de bris a l'extérieur des deux régions critiques
de délétion a aussi été identifiée chez un patient unique nommé ADU (Budarf et al.,
1995). Ceci suggere que ces réarrangements chromosomiques doivent influencer a
distance l'expression du ou des génes responsables du DGS par effet positionnel. Ila
été rapporté que des effets positionnels peuvent affecter I'expression de geénes sur des
distances pouvant aller jusqu'a 400 kb (Bedell e al., 1996). Donc, on pense
actuellement qu'un ou plusieurs génes localisés dans la large région critique de 1,5
Mb pourraient étre impliqués dans ce désordre complexe de microdélétion (Glover,
1995).

Deux patients uniques sans réarrangement chromosomique détectable ont aussi
6té identifiés. Ceci suggere la possibilité de mutations ponctuelles au niveau des

génes responsables ou de phénocopie (imitation de défaut génétique par préjudice



environnemental) avec une possible implication d'agents tératogeniques (éthanol,

dérivés de l'acide rétinoique) (Ammann et al., 1982, Lammer ef al., 1985).

1.3 Génes candidats

Depuis quelques années, les cartes physiques et de transcription de la région de
délétion chez les patients DGS/VCES ont été construites, permettant I'identification
de plusieurs génes candidats (Aubry ez al., 1993, Goldberg et al., 1993, Emanuel ef
al., 1993, Kelly et al., 1993, Gong et al., 1997). En particulier, des travaux
systématiques pour isoler de nouveaux geénes a motifs doigt de zinc et pour
positionner ces derniers sur les cartes génétiques disponibles (Aubry et al., 1992,
Hoovers et al., 1992, Huebner et al., 1991) ont permis l'isolation de 23 nouveaux
génes 3 motifs doigt de zinc dans notre laboratoire dont un, ZNF 74, qui est localisé
sur le chromosome 22q11.2 (Aubry et al., 1992) et est présent en une seule copie
chez la majorité des patients atteints du DGS (Aubry et al., 1993). ZNF74 a été un
des premiers génes, absent sur un des deux chromosomes 22 des patients
DGS/VCFS, 2 étre isolé. Plus récemment, il a été localisé proche de la région de
délétion critique minimum télomérique (Kurahashi et al., 1997, O'Donnell et al.,
1997). A I'heure actuelle, on sait qu'il y a au moins 15 génes dans la large région de
délétion de 1,5 Mb. On compte en particulier LZTR1 (géne encodant une séquence
leucine zipper), TUPLE1 (un régulateur potentiel de la transcription aussi appelé
HIRA), LAN (une protéine de membrane intégrale aussi nommee DGR2 ou IDD),
CTP/DGRS (une protéine de transport du citrate), CLT (protéine reliée a la clathrine)

et DGR6 (relié 4 une protéine gonadale de drosophile et aussi a la laminine), GSCL



("goosecoid-like"), DVL-22 ("dishevelled-like"), ARVCF (un géne a motif
armadillo), et T10 (un géne a fonction inconnue). De plus, le clonage de DGR3, un
géne localisé au point de bris de la translocation chez le patient ADU décrit plus tot,
a été rapporté (Budarf et al., 1995). A cause des caractéristiques génétiques de ce
désordre de microdélétion (délétion de large taille, régions de délétions minimales
qui ne se chevauchent pas et translocation a l'extérieur des régions de délétions
minimales), tous les génes de la large région critique demeurent des candidats a
étudier pour déterminer leur implication possible dans les aspects phénotypiques

variés du DGS/VCES.

1.4 ZNF74 pourrait-il &tre responsable des défauts de développement?

Des analyses par Northern blot ont révélé que ZNF74 est exprimé dans
plusieurs tissus embryonnaires humains (23°™ semaine de gestation) tandis que le
message est indécelable dans les tissus adultes correspondants (Aubry et al., 1993).
Des études d'hybridation in situ trés récentes indiquent de plus que le profil
d'expression de ZNF74 est restreint t6t dans l'embryogenése chez 1'embryon humain
(6,5-7 semaines) et se limite & des dérivés de la créte neurale incluant les gros
vaisseaux du coeur (aorte et artére pulmonaire) affectés dans le DGS ainsi qu'a des
épithéliums des voies respiratoires (Philippe Ravassard er al, manuscrit en
préparation).

Compte tenu de son profil d'expression durant I'embryogencse, de sa

localisation & proximité de la seconde région de délétion critique minimum et de son



role potentiel comme régulateur de I'expression génique, ZNF74 apparait comme un
trés bon candidat pour le DGS.

Dans plusieurs cas, la caractérisation de modéles animaux pathologiques
procure d'importantes données en ce qui concerne la nature cellulaire et moléculaire
des défauts qui contribuent & la pathogénése. Un groupe de défauts congénitaux
ressemblants au DGS a été observé chez des rats nouveau-nés lorsqu'un agent
chélatant le zinc, la bisdiamine, avait été administré & la meére en gestation 2 un
moment critique du développement embryonnaire (E9-E12; période de
développement des structures affectées dans le DGS) (Oster ef al., 1983). On peut
émettre I'hypothése qu'en chélatant le zinc, la bisdiamine peut réduire la
concentration de zinc libre empéchant le bon fonctionnement de protéines dont
l'activité requiert du zinc telle ZNF74. Un deuxiéme modéle animal, présentant des
caractéristiques phénotypiques similaires a celles rencontrées dans le DGS, a été
généré chez la souris par la destruction du facteur de transcription a homéobox
HoxA3 (Hox1.5) par recombinaison homologue, créant ainsi une souris "knock-out"
pour ce géne (Chisaka ez al., 1991, Manley et al., 1995). Deux différences majeures
existent entre ce modele et le syndrome génétique humain: 1) le DGS est transmis de
facon autosomale dominante alors que le phénotype HoxA3" est autosomal récessif,
et 2) I'homologue humain de HoxA3 de la souris se retrouve sur le chromosome
humain 7 (et non 22). Les similarités phénotypiques et les différences genétiques
entre les souris HoxA3™ et les patients atteints du DGS suggerent que le facteur de
transcription HoxA3 n'est pas le géne impliqué dans la majorité des cas de DGS chez

I'humain mais qu'il ait une fonction dans une voie de signalisation développementale



commune au(x) géne(s) impliqué(s) dans le DGS. Donc, il peut étre proposé que
ZNF74 et/ou les autres génes candidats pour le DGS puissent agir comme
régulateurs en amont ou effecteurs en aval de HoxA3. Comme exemple d'une telle
régulation, l'interaction directe de la protéine a motifs doigt de zinc Krox20 avec les
séquences régulatrices du géne Hox2.8 a recemment été démontrée dans l'activation

de ce géne homéobox (Sham et al., 1993).

LA FAMILLE DES GENES A MOTIF MULTIDOIGT DE ZINC

2.1 Le motif doigt de zinc Cys,His,: ses propriétés de liaison aux acides
nucléiques

Les génes a motifs doigt de zinc encodent des protéines contenant des motifs
doigt de zinc répétés, chacun coordonnant un ion de zinc via des interactions
spécifiques avec des histidines et/ou des cystéines. Les douze motifs doigt de zinc
retrouvés chez ZNF74 correspondent & la séquence consensus suivante, Cys-X,-Cys-
X,-Phe-X,-Leu-X,-His-X,-His, séquence caracteristique de la famille Cys,His,. Ce
motif consensus a premiérement été identifié dans la protéine TFIIIA de Xenopus et
plus tard dans la protéine Kruppel chez la drosophile. A ce jour, on estime qu'il y
aurait entre 300 et 700 génes humains encodant une famille de protéines & motifs
doigt de zinc Cys,His, du type TFIIIA/Kruppel. Les protéines de cette famille les
mieux caractérisées (telles Egr-1, Spl, WT1, et GLI3 qui possédent de trois a cinq
motifs doigt de zinc) ont un rdle démontré dans la croissance et la différenciation

cellulaire (Mitchell et al., 1989, Pelletier et al, 1991, Mo et al., 1997).



Typiquement, ces protéines & motifs doigt de zinc ont une fonction de facteur de
transcription, activateurs ou répresseurs, se liant 2 I'ADN via la région a motifs doigt
de zinc et régulant la transcription via un motif de régulation situé en dehors de la
région doigt de zinc. Quelques protéines & motif multidoigt de zinc de la famille
Cys,His, de Xenopus avaient préalablement été caracterisées comme des protéines
liant I'ARN (c'est-a-dire p43, XFG 5-1, Xfin et TFIIIA) (Theunissen et al., 1992,
Andreazzoli e al., 1993). Parmi celles-ci, seule TFIIIA avait été décrite comme
ayant 4 la fois une fonction de liaison a I'ADN et a I'ARN. TFIIIA active la
transcription des génes codant pour la sous-unité 5S de 'ARN ribosomal par liaison
a 'ADN de maniére séquence-spécifique et participe au transport du transcrit ARN
5S du noyau vers le cytoplasme (Theunissen ez al., 1992). Plus récemment, une des
isoformes de la protéine & quatre motifs doigt de zinc de la tumeur de Wilms, WT1, a
aussi été caractérisée comme liant 4 la fois 'ADN et I'ARN (Caricasole et al., 1996).
Nos études ont aussi permis de déterminer que ZNF74 lie spécifiquement certains
ARN (ex: poly(U) et poly(G)) (Grondin et al., 1996) mais son activité de liaison a

I'ADN n'a pas été caractérisée en détail dans le laboratoire.

2.2 Domaines associés au motif Cys,His,: un role de régulation
transcriptionnelle

Les génes & motif multidoigt de zinc de la famille Cys,His, sont divisés en
sous-classes s'appuyant sur la présence et I'identité de domaines conservés au cours
de I'évolution localisés a l'extrémité N-terminale des protéines encodées (Knochel ez

al., 1989, Numoto et al., 1993, Klocke et al., 1994, Bardwell et al., 1994, Williams
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et al., 1995). Ces différents domaines sont connus comme ctant: FAX (Finger
Associate boX), FAR (Finger Associated Repeats), POZ (POx virus and Zinc
fingers, aussi connu sous l'appellation ZiN), SCAN et KRAB (KRuppel-Associated
Box). Quoiqu'ils puissent jouer un rdle important pour dicter les interactions
spécifiques avec d'autres protéines régulatrices tel que propose pour le domaine POZ
(Bardwell et al. (1994)) et le domaine KRAB (Friedman et al., 1996, Moosmann et
al., 1996, Kim et al., 1996), les rdles précis de ces domaines sont encore mal
compris. Le domaine KRAB est retrouvé exclusivement en association avec des
protéines & motif multidoigt Cys,His,. En se basant sur des études d'hybridation, on
estime que le tiers des 300-700 génes & motifs doigt de zinc Cys,His, présents dans
le génome humain contiennent un motif KRAB (Bellefroid et al., 1991). Le motif
KRAB est composé de deux domaines distincts, généralement encodés par deux
exons séparés nommés boite-A et boite-B. Il a récemment cté démontré que la boite-
A peut conférer une répression transcriptionnelle indépendante de la distance quand
elle est fusionnée a un domaine de liaison & I'ADN hétérologue tel que le domaine de
liaison Gal4 chez la levure (Pengue et al., 1996). Contrairement a la boite-A, la
boite-B est elle-méme dépourvue d'activité répressive mais elle augmente celle de la
boite-A. Des essais de transcription indiquent que le domaine KRAB est capable de
réprimer 'activité basale de transcription et que cette répression requiert la présence
d'une boite TATA sur le promoteur. Ceci suggere l'existence d'interactions. directes
et indirectes entre le domaine KRAB et la machinerie de transcription basale
dépendante de la boite TATA (Pengue et al, 1996). De plus, il a récemment €te

proposé que les domaines KRAB puissent agir comme répresseurs par leur
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interaction avec un co-répresseur spécifique. En effet, un co-répresseur ubiquiste
nommé KAP/TIF1-p interagissant avec le domaine KRAB de plusieurs protéines
KRAB multidoigt a été identifié (Friedman et al., 1996). Le patron d'expression de
KAP/TIF1-B contraste avec l'expression spatio-temporelle restreinte qui caractérise
généralement les protéines KRAB/Cys,His, (par exemple, ZNF74 qui est exprime
seulement chez l'embryon) (Aubry e al., 1993). Ceci suggere que KAP/TIF1-p
pourrait servir comme co-répresseur général pour les protéines contenant un domaine
KRAB exprimées 4 des temps différents et dans différents tissus, les domaines doigt
de zinc de ces protéines dictant peut-étre les séquences spécifiques d'ADN a étre
ciblées.  Malgré ces nouvelles hypothéses, les proteines KRAB/Cys,His,
appartiennent 3 une grande famille d'une nouvelle classe de répresseurs potentiels de

la transcription qui demeure encore peu explorée.

CARACTERISATION DE ZNF74

3.1 ZNF74 comme prototype des protéines KRAB multidoigt

La plupart des geénes & motif multidoigt de zinc de la sous-famille
KRAB/Cys,His, ont été découverts récemment par l'entremise des différents projets
de cartographie du génome et les informations concernant les protéines qu'ils
encodent sont vraiment trés limitées. Contrairement aux génes a motifs doigt de zinc
déja bien caractérisés et encodant de un a cing doigts, toutes les séquences des genes

KRAB/Cys,His, retrouvées dans les banques de donnces définissent un motif
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multidoigt excédant largement cinq doigts. Des ¢études cristallographiques ont
suggéré que la présence d'un motif de plus de cing doigts spécifierait un type
différent d'interactions avec les acides nucléiques, plus de trois doigts ne pouvant
s'inscrire de facon continue dans le sillon majeur de 'ADN (Klug et al., 1995). Il est
possible que les protéines & motif multidoigt (>cinq doigts) aient des proprétes
biochimiques et fonctionnelles différentes des protéines ayant un nombre plus limité
de doigts. A titre de premier exemple, il a été montré récemment que ZNF74
(Grondin et al., 1996) ainsi que d'autres protéines KRAB a motif multidoigt, soit la
protéine de souris Zfp59 et la protéine de rat Kid, (Francine Coté et al., résultats non
publiés) sont trés fortement associées a une structure fonctionnelle du noyau, la
matrice nucléaire, qui correspond a une fraction insoluble obtenue aprés traitement
des noyaux cellulaires avec des détergents, des nucleases et unc concentration de sels
élevée; ces protéines ne sont pas détectables dans la fraction soluble du noyau. Ces
résultats suggérent que l'association a la matrice est probablement une propriété de la
plupart des protéines KRAB/Cys,His,; cette propriété n'est pas caractéristique des
facteurs transcriptionnels en général ni des protéines ayant un nombre restreint de
motifs doigt de zinc qui partitionnent entre la fraction soluble et insoluble du noyau.
11 a été suggéré que la matrice nucléaire puisse &tre une structure de base sur laquelle
des domaines fonctionnels sous-nucléaires sont organisés (Penman, 1995). Ceux-ci
incluent les sites de réplication de I'ADN, de synthése d'’ARN messagers et de
stockage des spliceosomes (Hozak ef al., 1993, Wansink ef al., 1993, Jackson et al.,

1993, Carmo-Fonseca et al., 1992, Spector et al., 1991).
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3.2 ZNF74 comme protéine doublement impliquée dans la régulation de la
transcription et dans la maturation de I'ARN

Alors que la présence d'un motif KRAB et d'un motif doigt de zinc permet de
suggérer que ZNF74 pourrait jouer un rdle de facteur transcription, plusieurs
résultats récents du laboratoire nous ont amené  proposer que ZNF74 pourrait avoir
aussi un role dans la maturation de 'ARN. Nous avons récemment démontré par des
analyses de Far-Western et de co-immunoprécipitation que ZNF74 interagit, via son
domaine doigt de zinc, avec une protéine de la matrice nuclcaire de 250 kDa. Cette
protéine correspond a la forme hyperphosphorylée de la large sous-unité (LS) de
'ARN polymérase II (pol II), I'enzyme impliquée dans la synthése d'ARN pré-
messagers (Grondin et al., 1997). La forme hypophosphorylée de la LS de I'ARN
polymérase II (pol ITa) est la forme la plus efficacement recrutée dans le complexe de
pré-initiation de la transcription au niveau des promoteurs alors que sa forme
hyperphosphorylée, appelée pol Tlo, est celle qui est observée dans le complexe
d'élongation durant la synthése d'ARN pré-messagers (Dahmus, 1996, Lu et al.,
1991, Chesnut et al, 1992, Weeks et al., 1993, Steinmetz, 1997).
L'hyperphosphorylation, qui se produit sur les répétitions d'heptapeptides du
domaine C-terminal (CTD) de la pol Ilo, est apparemment non essentielle pour
I'élongation de la transcription mais est requise pour la maturation des ARN pré-
messagers, c'est-a-dire pour 1'épissage et le clivage de poly A (Serizawa et al., 1993,
Makela et al., 1995, McCracken et al., 1997). Outre ZNF74, les seules autres
protéines rapportées pour interagir directement avec la pol Ilo appartiennent & trois

classes de protéines participant au processus de transformation de I'ARN: des
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protéines impliquées dans l'addition de la coiffe a l'extrémité 5' des ARN messagers,
des protéines SR impliquées dans I'épissage et les facteurs CstF/CPSF impliqués
dans le clivage et la polyadénylation des ARN messagers (Cho et al., 1997,
McCracken et al., 1997, Yuryev et al., 1996, Bourquin et al., 1997). De facon
intéressante, il a aussi été démontré que ZNF74 colocalise avec la pol Ilo et un
marqueur (SC35) de microdomaines du noyau riches en facteurs d'épissage
("speckles") (Grondin et al., 1997). Ainsi, il est tentant de spéculer que ZNF74
pourrait étre doublement impliqué dans la régulation transcriptionnelle via sa liaison
2 TADN et son domaine KRAB et dans la maturation de 'ARN via sa liaison a
'ARN et son interaction avec la pol ITo au niveau des domaines riches en facteurs
d'épissage. Il est possible de postuler que ZNF74, comme géne exprimé lors du
développement, pourrait réguler d'un coté la transcription de certain(s) gene(s)
cible(s) et d'un autre coté, moduler I'épissage alternatif de géne(s) de développement
important(s). En fait, la plupart des ARN pré-messagers de mammiféres contiennent
de multiples introns qui permettent a différentes molécules d'ARN messagers d'étre
générées a partir du méme ARN pré-messager par epissage alternatif et de nombreux
génes ont été identifiés comme utilisant 1'épissage alternatif pour réguler leur

expression durant le développement ou la différenciation (Yuryev et al., 1996).

4. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE
Tel que mentionné précédemment, le géne ZNF74, dont une copie est absente chez la
majorité des patients atteints du DGS, code pour une protéine & motif multidoigt de zinc

contenant un motif conservé de répression, le motif KRAB (schéma ci-dessous).



15

DOMAINE
KRAB DOMAINE DOIGTS DE ZINC
t T I e DI e B O S
1;2;3;4;5 ;6 S 9 ;10;11;1_2
| | |
ACIDES | 44 175 509 572

AMINES

Cette protéine fait partic de la famille 4 motifs KRAB/Cys,His,. La fonction
cellulaire et les caractéristiques biochimiques des protéines de cette famille demeurent
encore mal connues. Comme la protéine a multidoigt (neuf motifs doigt de zinc) TFIIIA
de Xenopus semble avoir la capacité de lier de fagon dualiste les acides nucléiques ADN
et ARN, nous émettons I'hypothése que ZNF74 puisse de fagon similaire lier ces deux
type d'acides nucléiques. Nous proposons de déterminer si ZNF74 qui posseéde 12 motifs
doigt de zinc pourrait lier une séquence d'ADN spécifique. Jusqu'a présent, une liaison a
des séquences spécifiques d'ADN n'a pu étre mise en évidence pour aucune autre protéine
a multidoigt possédant plus de cinq doigts que TFIIIA et il n'existe pas d'exemple de ce
type de liaison dualiste pour des protéines de mammiféres. Sachant que ZNF74 lie 'ARN
simple brin, nous proposons aussi de déterminer si ZNF74 peut se lier 2 I'ADN simple

brin.

Les buts spécifiques du projet de recherche présenté dans ce mémoire seront de

déterminer:

1) si ZNF74, défini précédemment comme une protéine liant I'ARN, peut lier 'ADN
double brin;

2) si ZNF74 se lie 2 'ADN double brin via des séquences nucléotidiques spécifiques tel
que démontré pour la plupart des facteurs transcriptionnels;

3) si ZNF74, qui reconnait 'ARN simple brin, peut se lier a des structures ou des

séquences spécifiques d'ADN simple brin.



II-MATERIEL ET METHODES
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1. EXPRESSION ET PURIFICATION DES PROTEINES DE FUSION

1.1 Constructions utilisées

Les constructions mentionnées ci-dessous, hormis celle encodant la protéine de
fusion Kid,, ont été décrites précédemment (Grondin ez al., 1996). Pour générer la
protéine ZNF74 (compléte ou tronquée) ou la protéine Kid, en fusion avec la protéine
liant le maltose (MBP pour "maltose binding protein"), le vecteur pMAL-c (New
England Biolabs) exprimable dans des bactéries et encodant MBP est utilisé. Des
fragments de restriction encodant les protéines d'intérét ont eté clonés en phase en
aval de la séquence de MBP et amplifiés par la réaction en chaine avec la polymérase
(PCR). Les fragments de restriction pour ZNF74 ont ét¢ obtenus en utilisant comme
matrice I'ADNc de ZNF74-1 précédemment isolé dans le laboratoire (Aubry et al.,
1993) (numéro d'accession dans les banques de données: EMBL X71623) et ceux
pour Kid, ont été obtenus par réverse transcriptase faite a partir d'ARN de rein de rat
(numéro d'accession dans les banques de données: M96548). Les fragments de PCR
préparés avec des amorces contenant un site Xba I ont été digérés avec l'enzyme de
restriction Xba I et sous-clonés dans le site Xba I du vecteur pMAL-c. Les differentes
constructions préparées par clonage de fragments de PCR, soient pMAL-c-Kid,,
PMAL-c-ZNF74, pMAL-c-Zn, correspondent respectivement a la région codante
compléte de la protéine Kid, (nucléotides (nt) 312-2043; MBP-Kid, (acides amin¢s
(aa) 1-577), poids moléculaire (P.M.) = 106 500) ainsi qu'a celle de la protéine
ZNF74 (nt 163-1881; MBP-ZNF74 (aa 1-572), PM. = 106 000) et a la région a

motifs doigt de zinc de la protéine ZNF74 (nt 685-1689; MBP-Zn (aa 175-509),
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P.M.= 80 200). De plus, la construction pMAL-c-ZNF74-R,, préparée par clonage
d'un fragment de restriction Eco RI de 1,9 kilobases (kb) de 'ADNc de ZNF74 (ut
478-2416) dans le site Eco RI du vecteur pMAL-c, correspond a la région codante
compléte de ZNF74 moins les 105 premiers acides aminés (MBP-ZNF74-R, (aa 106-
572), P.M. = 94 300). Quand aucun insert n'est cloné dans le vecteur pMAL-c en aval
de la séquence MBP, ce vecteur génére la protéine de fusion MBP-B-gal-a (P.M. = 51
000) qui a été utilisée comme contréle pour plusieurs expériences décrites dans ce

mémoire.

1.2 Expression bactérienne des protéines de fusion avec MBP

En bref, des bactéries compétentes Escherichia coli DH5a, (Sambrook et al.,
1989; chapitre 1) sont transformées avec le vecteur pMAL-c seul pour obtenir la
protéine MBP et avec les constructions suivantes pour obtenir les protéines de fusion
avec MBP: pMAL-c-ZNF74, pMAL-c-Zn, pMAL-c-ZNF74-R, et pMAL-c-Kid,. Tel
que décrit dans Grondin et al. (1997), les bactéries (culture de 500 mL) sont mises a
croitre jusqu'a une densité optique de 0,3-0,5 a 600 nm. L'expression de la protéine
de fusion est ensuite induite par addition d'isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) (concentration finale de 0,3 mM) au milieu de culture et par le maintien de la
pousse bactérienne pour 3 heures & 37°C. La culture bactérienne est resuspendue
dans du tampon de lyse (Tris 200 mM & pH 7,5, NaCl 200 mM, B-mercaptoéthanol 10

mM) (50 mL) et est soniquée pour briser les parois bactériennes et ainsi libérer les



19

protéines dans le tampon. On obtient ainsi des extraits bactériens contenant les

protéines de fusion solubles.

1.3 Purification des protéines de fusion avec MBP sur colonne d'affinité

Tel que décrit dans Grondin er al. (1997), les protéines de fusion avec MBP,
provenant des extraits bactériens solubles décrits a la section précédente, sont
immobilisées sur une résine d'amylose (0,5 mL) (New England Biolabs) en incubant
celle-ci pour 60 minutes avec la totalité des extraits bactériens; l'incubation se fait a
4°C avec une légére agitation (sur agitateur de type "Nutator”). Par la suite, la résine
est déposée dans une colonne et lavée avec 20 volumes de tampon de lyse et avec 40
volumes de tampon d'élution (N-[2[Hydroxyethyl] piperazine-N-[2-ethanesulfonic
acid]] (Hepes) 20 mM & pH 7,5, NaCl 100 mM). Ensuite, les protéines de fusion avec
MBP immobilisées sont éluées avec 1,5 mL de tampon d'élution contenant du maltose
(concentration finale de 10 mM). Selon la préparation et les protéines de fusion avec
MBP, 100-1000 pg de protéines purifiées sont obtenues, tel qu'estimé par la méthode
de Bradford ("Protein Assay", Bio-Rad). La pureté et l'intégrité des protéines ¢luées
de la colonne d'affinité et ayant migrées sur un gel de polyacrylamide dénaturant en
présence de dodecyl sulfate de sodium (SDS) sont confirmées apres coloration avec
du bleu de Coomassie (Dunbar, 1987). Les protéines purifiées sont aliquotées et

conservées a -80°C.

2. BUVARDAGE DE TYPE SOUTH-WESTERN
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L'expérience de buvardage de type South-Western permettant de mettre en évidence
des interactions protéine/ADN a été réalisée selon une adaptation des conditions décrites
par Sukegawa et al. (1993) et Perez et al. (1996). En bref, les protéines d'intérét purifices
(MBP-ZNF74, MBP-Zn et MBP) (0.5-1pg/puits) sont séparées par électrophorese sur gel
de polyacrylamide dénaturant en présence de SDS (Dunbar, 1987) et ensuite transférces
sur membranes de nitrocellulose en utilisant un appareil de transfert électrophorétique de
Bio-Rad ("Mini Trans-Blot electrophoretic transfer cell") selon le protocole du
manufacturier. Deux membranes identiques, A et B, sont pré-traitées respectivement
dans un tampon de renaturation A (Tris-HCl 50 mM & pH 7,5, KC1 100 mM, Triton X-
100 1%, glycérol 10%, ZnCl, 1 mM) et dans un tampon de renaturation B sans zinc et
contenant un agent chélateur et un agent réducteur (Tris-HCl 50 mM a pH 7.5, KCI 100
mM, Triton X-100 1%, glycérol 10%, disodium ethylenediaminetetra-acetate dihydrate
(EDTA) 50 mM, dithiotreitol (DTT) 10 mM) pour une période de 12 heures. Ensuite,
elles sont préincubées respectivement dans le tampon de réaction A (Tris-HCl 50 mM a
pH 7,5, KCI 100 mM, Triton X-100 0,1%, glycérol 10%, ZnCl, 0,1 mM) et dans le
tampon de réaction B (Tris-HCl 50 mM & pH 7,5, KCI 100 mM, Triton X-100 0,1%,
glycérol 10%, EDTA 10 mM, DTT 2 mM) pour une période de 2 heures avant l'addition
de 1a sonde dADN. La sonde d'ADN utilisée correspond & de 'ADN génomique humain
total, soniqué de maniére & obtenir des fragments de la taille de 1 kb. La sonde est
marquée radioactivement avec du [0-*?P] dCTP (DuPont NEN) en présence d'hexameres

oligonucléotidiques aléatoires et du fragment Klenow de la polymérase I de I'ADN
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(Trousse "Oligolabelling kit", Pharmacia Biotech). Les membranes et la sonde d'ADN
marquée (5x10° cpm/mL; activité spécifique d'environ 1-2x10° cpm/pug) sont incubées
pour une période de 3h30. Les membranes sont ensuite lavées 5 fois (10 minutes par
lavage) dans leur tampon de réaction respectif, séchées et exposées en contact avec un
film X-Omat Blue XB-1(Kodak) pour autoradiographie & -80°C. Toutes les incubations

sont faites a 4°C.

3. SELECTION D'OLIGONUCLEOTIDES DEGENERES (N16) SUR
COLONNE D'AFFINITE

La sélection sur résine d'affinité d'oligonuléotides double brin dégénérés en 16
positions (N16) a été faite avec trois proteines immobilisées sur la résine, soit MBP-
ZNF74-R,, MBP-Kid, et MBP 4 titre de contrdle. Les oligonucléotides sélectionnés une
premiére fois sur résine d'affinité ont été amplifiés par PCR. Sept cycles successifs de
purification/amplification des oligonucléotides double brin ont été réalisés avant leur
clonage et leur séquengage. Le protocole de sélection d'oligonucléotides dégénérés sur
colonne d'affinité décrit ci-dessous correspond i une adaptation des conditions décrites

par Kinzler et al. (1989), He et al. (1995) et Arranz et al. (1997).

3.1 Préparation des oligonucléotides dégénérés double brin
Pour obtenir un mélange représentatif d'oligonucléotides dégénérés double brin &
partir d'oligonucléotides dégénérés simple brin, on a procédé par amplification PCR.

La réaction d'amplification est faite dans un volume de 25 pL de tampon de PCR
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(Tris-HCI 20 mM a pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl, 1,9 mM), contenant des dNTP
(concentration finale de 0,26 mM), 0,25 pg de protéine de liaison simple brin de E.
Coli (SSB pour "single strand binding protein"), 10 ng d'oligonucléotides dégénérés
N16 simple brin (oligo 842: 5" GACAGTTGTITGTCTTCCTACTAGCTGCAG-N16-
CTCGAGTGGGCGTAGTACTTCAT-3"), 200 ng de chacune des amorces (oligo 844
correspondant aux 29 premiers nucléotides de l'oligo dégénéré 842: 35'-
GACAGTTGTTGTCTTCCTACTAGCTGCAG-3"; oligo 845 correspondant au
complémentaire inverse des 23 derniers nucléotides de l'oligo dégénéré 842:
5 ATGAAGTACTACGCCCACTCGAG-3") et 2,5 unités de la polymerase Taq
(BRL). Tel que décrit dans la section Résultats, un maximum de 8 cycles de 1 minute
4 94°C (dénaturation), 1 minute a 46°C (association de l'amorce et de I'ADN matrice)
et 1 minute & 72°C (élongation) sont effectues pour l'amplification des
oligonucléotides dégénérés double brin par PCR.  Pour estimer la quantité
d'oligonucléotides dégénérés amplifiés, un échantillon (5 pL) est déposé directement
sur gel de polyacrylamide 12% (acrylamide 29,2%: bisacrylamide 0,8%) non
dénaturant (Maniatis, page 6.39) et dosé par comparaison de l'intensité de coloration
avec le bromure d'éthidium avec celle d'un standard de phage PhiX174 RF digéré Hae

I1I.

3.2 Purification séquentielle des oligonucléotides dégénérés sur résine d'affinité

3.2.1 Préparation des résines d'affinité
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Pour sélectionner des oligonucléotides double brin ayant une affinité pour les
diverses protéines de fusion avec MBP, on utilise une résine d'amylose sur
laquelle on a immobilisé chacune des protéines de fusion respectivement. Ainsi,
des extraits bactériens solubles tels que décrits & la section 1.2 exprimant chacun
une protéine de fusion donnée sont incubés dans des tubes eppendorfs de 1,5 mL
contenant 50 pL de résine d'amylose pré-lavée 3 fois avec 750 uL de tampon de
lyse (décrit 4 la section 1.2) (lavage par centrifugation). Apres une incubation de
60 minutes 2 4°C sur un agitateur de type "Nutator", les résines sont lavées 3 fois
avec 750 pL de tampon de lyse et 1 fois avec 750 pL de tampon de liaison (Hepes
50 mM a pH 7,5, KC1 50 mM, MgCl, 5 mM, ZnSO, 10 pM, glycérol 20 %)
contenant 1 mM de DTT. Les résines ainsi traitées sont prétes a étre incubées
avec des oligonucléotides dégénérés (voir section suivante). A cette étape, des
&chantillons contrdles de résine d'affinité sont resuspendus dans du tampon de
Laemmli (glycérol 15%, SDS 2%, Tris 80 mM a pH 6,8, 0,01% bleu de
bromophénol, 5% B-mercaptoéthanol) et soumis a une électrophorése sur gel de
polyacrylamide (Dunbar, 1987) pour évaluer la quantité de protéines de fusion
avec MBP retenue par la résine d'affinité. La quantité de protéine de fusion est
estimée aprés coloration avec du bleu de Coomassie par comparaison avec une
protéine standard, soit l'albumine bovine du sérum (BSA). De fagon générale,
pour préparer les résines d'affinité devant servir 2 la sélection d'oligonucléotides
dégénérés, on a utilisé une quantité d'extrait bactérien permettant d'obtenir une

résine d'affinité retenant 1 pg de protéine de fusion/50 pL de résine.
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3.2.2 Sélection sur résines d'affinité des oligonucléotides dégénérés double
brin et amplification

La réaction de liaison des oligonucléotides dégénérés aux résines d'affinite
(50 pL) est faite dans un volume de 500 uL de tampon de liaison (décrit a la
section 3.2.1) contenant 2 pug de poly dIdC, 1 pg/uL de BSA acétylée, 1 mM de
DTT et environ 100-400 ng d'oligonucléotides dégénérés double brin tels que
préparés a la section 3.1. Les résines d'affinité (1 pg de protéine de fusion/50 pL
de résine d'amylose, voir section précédente) et I'ADN sont incubes pendant 30
minutes & la température de la pitce avec une légere agitation (agitateur de type
"Nutator"). Les résines d'affinité sont ensuite lavées 1 fois avec 750 pL de
tampon de liaison contenant 1mM de DTT, 3 fois avec 750 uL de tampon de
liaison modifié (Hepes 50 mM & pH 7,5, KC1 150 mM, MgCl, 5 mM, ZnSO, 10
uM, glycérol 20 %), 3 fois avec 750 pL de tampon PCR (Tris-HC1 20 mM a pH
8,4, KC1 50 mM, MgCl, 1,9 mM) et resuspendues dans 50 pL de tampon PCR.
Ensuite, les résines en suspension sont incubées 5 minutes a 95°C afin de
dénaturer les protéines. Les surnageants des résines d'affinité (50 pL) contenant
maintenant les oligonucléotides sélectionnés sont recupérés pour amplification

subséquente par PCR.

3.2.3 Amplification par PCR des oligonucléotides double brin sélectionnés
La totalité de 'ADN double brin sélectionné sur la résine d'affinité tel que

récupéré A la section précédente (50 pL) est soumis a une premiére amplification
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par PCR. Les 50 pL récupérés contenant les oligonucléotides sélectionnes sont
divisés dans 5 tubes (10 pL/tube) et les amorces, le tampon, les nucléotides, le
SSB et l'enzyme nécessaires pour faire une amplification dans les mémes
conditions que celles décrites a la section 3.1 sont ajoutés. Dans la plupart des
cas, aprés dosage des produits de premicre amplification (5 pL) sur gel
d'acrylamide non dénaturant (voir section 3.1), on effectue une deuxieme
amplification pour obtenir suffisamment d'oligonucléotides  amplifiés.
Généralement, pour la deuxiéme amplification, on utilise 100 pL du matériel
récupéré aprés la premiére amplification PCR, répartis dans 4 tubes (25 pL/tube),
et une deuxidéme réaction de PCR est effectuée dans les conditions décrites ci-
dessus et 4 la section 3.1. Les oligonucléotides double brin obtenus par deuxieme
amplification sont dosés afin de pouvoir déterminer la proportion de cet ADN
requise pour les autres cycles de purification sur résines d'affinité. Apres la
septitme étape de purification sur résine, ADN récupéré et amplifié par deux

étapes successives de PCR est utilisé pour 1'étape de clonage décrite ci-dessous.

3.3 Clonage des oligonucléotides double brin sélectionnés

Les oligonucléotides double brin obtenus tel que décrit plus haut apres sept cycles
de purification/amplification (100 ng) sont clonés (Sambrook et al., 1989;chapitre 1)
de facon orientée dans le vecteur pBluescript SK (Stratagene) préalablement digéré
avec Eco RV et Pst I (30 ng). Avant leur clonage, les oligonucléotides sélectionnes

sont soumis 2 l'action de la polymérase T4 (Sambrook et al., 1989;chapitre 5) afin de
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s'assurer qu'ils possédent des extrémités franches, et digérés par I'enzyme Pst I,
compte tenu de la présence d'un site Pst I & leur extrémité 5'. Aprés ligation du
plasmide et des oligonucléotides sélectionnés en présence de ligase d'ADN T4, 'ADN
est introduit dans des cellules compétentes E. coli DH50 pour transformation
(Sambrook et al., 1989;chapitre 1). A partir des clones bactériens obtenus, on isole
'ADN plasmidique aprés lyse alcaline en présence de SDS sclon le protocole de mini-

préparation d'ADN décrit par Sambrook et al. (1989; chapitre 1).

3.4 Séquencage

La méthode de séquencage en présence de didéoxynucléotides, de [a-*S] ACTP et
de T7 DNA polymérase est telle que proposée par le manufacturier (Trousse "T7
Sequencing Kit", Pharmacia Biotech). L'ADN plasmidique circulaire (2 a 3 pg) d'une
mini-préparation préparée & partir de 1,5 mL de milieu de culture bactérienne est
utilisé comme matrice et un oligonucléotide (5'-ATTAACCCTCACTAAAG-3") (20
ng) correspondant au promoteur T, est utilise comme amorce pour I'élongation. Les
produits de la réaction de séquencage sont séparcs sur un gel de polyacrylamide 5%
(acrylamide 38%: bisacrylamide 2%) dénaturant contenant 6,2 M d'urée (Sambrook et
al., 1989; chapitre 13). Apres séchage le gel est exposé en contact avec un film X-

Omat AR (Kodak) a la température de la picce.

3.5 Analyse des séquences
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Afin de déterminer si les oligonucléotides sélectionnés renfermaient un consensus,
on a analysé les séquences des deux brins arbitrairement nommeés a et b pour chaque
oligonucléotide. La région centrale des oligonucléotides sélectionnés correspondant
a la région N16 de I'oligo 842 (voir section 3.1) ainsi que les régions flanquantes,
lorsque nécessaire ont été analysées par inspection visuelle ainsi qu'a l'aide du

programme informatique Gibbs (Lawrence et al., 1993).

4. ETUDES DE LIAISON A L'ADN PAR RETARDEMENT SUR GEL

Les études de liaison a I'ADN par retardement sur gel ont €té faites pour trois
protéines, soit MBP-ZNF74-R,, MBP-Kid, et MBP a titre de contréle. Le protocole
de retardement sur gel décrit ci-dessous correspond a une adaptation des conditions

décrites par Elser et al. (1997) et Pierrou et al. (1995).

4.1 Oligonucléotides utilisés

4.1.1 Oligonucléotides simple brin

Les oligonucléotides simple brin utilisés lors des études de liaison a 'ADN
par retardement sur gel sont les suivants. Oligo 844: 5'-GACAGTTGTTGTCTT-
CCTACTAGCTGCAG-3', oligo 845: 5-ATGAAGTACTACGCCCACTCGAG-
3', oligo SSI: 5-CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTGAAATCGAAA-
GGCGCCTCGGATCCAGGGAATCTTAGGA-3', oligo SS2: 5-TCCTAAG-

ATTCCCTGGATCCTCTTATAAGGGATCGGGACCCTTGCGTCGACTCCCT
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TTAGTGAGG-3', oligo SS5: 5-CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTG-
GATCCAGGGAATCTTAGGA-3, oligo SS6: 5-TCCTAAGATTCCCTGG-
ATCCCCCTTGCGTCGACTCCCTTTAG-TGAGG-3', oligo Jul 1: 5-GTCTAG-
TACCCGGGGAATGGACAGGGAAGATCTCTGGCATTCA-3', oligo Jul 2: 5
CGGTTAACCCGGGTCATGTATGAGTCCTCTGATGTCTTGTAAG-3', oligo
RNPU1: 5'-CGAGTTTGAGGCAGCGCTAGC-3', oligo RNPU6: 5'-CCCTCTA-

GATTACGCTTCTTTCGGGCAGCA-3".

4.1.2 Oligonucléotides double brin

Les oligonucléotides double brin utilisés lors des études de liaison a I'ADN
par retardement sur gel sont les suivants. Oligo SS2/S8S2¢, SS2: 5-TCCT-
AAGATTCCCTGGATCCTCTTATAAGGGATCGGGACCCTTGCGTCGACT-
CCCTTTAGTGAGG -3', SS2¢: 5-CCTCACTAAAGGGAGTCGACGCAAGG-
GTCCCGATCCCTTATAAGAGGATCCAGGGAATCTTAGGA-3" oligo
$S5/SS5¢, SS5: 5'-CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTGGATCCAGG-
GAATCTTAGGA-3', SS5¢: 5-TCCTAAGATTCCCTGGATCCAAAGGTAGT-
CGACTCCCTTTAGTGAGG-3"; oligo S86/SS6¢, SS6: 5'-TCCTAAGATTCCC-
TGGATCCCCCTTGCGTCGACTCCCTTTAGTGAGG-3', SS86¢: 5'-CCTCACT-

AAAGGGAGTCGACGCAAGGGGGATCCAGGGAATCTTAGGA-3".

4.1.3 Oligonucléotides hétéroduplex
Les oligonucléotides hétéroduplex utilisés lors des études de liaison a I'ADN

par retardement sur gel sont les suivants. Oligo SS5/SS6, SS5: 5'-
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CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTGGATCCAGGGAATCTTAGGA-
3" SS6: 5-TCCTAAGATTCCCTGGATCCCCCTTGCGTCGACTCCCTTTA-
GTGAGG-3' (bulle de 7 nts non-complémentaires, en gras et en italique); oligo
SS7/SS8, SS7: 5-CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTGAAATCGAG-
GATCCAGGGAATCTTAGGA-3', SS8: 5-TCCTAAGATTCCCTGGATCC-
GATCGGGACCCTTGCGTCGACTCCCTTTAGTGAGG-3' (bulle de 15 nts
non-complémentaires, en gras et en italique); oligo SS1/SS2, SSI: 5'-
CCTCACTAAAGGGAGTCGACTACCTTTGAAATCGAAAGGCGCCTCGGA-
TCCAGGGAATCTTAGGA-3', oligo SS2: 5'-TCCTAAGATTCCCTGGATCCT-
CTTATAAGGGATCGGGACCCTTGCGTCGACTCCCTTTAGTGAGG-3'

(bulle de 25 nts non-complémentaires, en gras et en italique).

4.2 Préparation des oligonucléotides double brin et hétéroduplex

L'appariement des oligonucléotides simple brin pour former des oligonucléotides
double brin ou hétéroduplex, selon le cas, est fait dans un volume de 50 pL de tampon
TE (Trs 100 mM, EDTA 10 mM & pH 8,0) contenant du NaCl 100 mM. Une
quantité équimolaire de chacun des deux oligonucléotides (125 nmoles) est ajoutée au
tampon pour obtenir une concentration finale d'oligonucleotides double brin (ou
hétéroduplex) de 5 pmoles/uL. Le mélange est chauffé 5 minutes a 95°C dans un

bloc chauffant et refroidi lentement jusqu'a 25°C.

4.3 Marquage des oligonucléotides simple brin, double brin et hétéroduplex
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Les oligonucléotides sont marqués radioactivement avec du [y-*P] dATP (activité
spécifique 3000 Ci/mmole, DuPont NEN) (Sambrook et al., 1989; chapitre 5). Cing
unités de la kinase de polynucléotides T, (T4 PNK) (New England Biolabs) et 50 pCi
de [y-*P] dATP sont utilisés pour marquer 5 pmoles d'oligonucléotides dans 10 pL de
tampon tel que fourni par le manufacturier (Tris-HC1 70 mM a pH 7.6, MgCl, 10
mM, DTT 5 mM) durant une réaction de 60 minutes a 37°C. L'activité spécifique des

oligonucléotides marqués est ensuite déterminée tel que décrit ci-dessous.

4.4 Détermination de I'activité spécifique et purification des oligonucléotides

4.4.1 Détermination de 'activité spécifique

Cette étape sert i déterminer le taux de radioactivité incorporee aux
oligonucléotides. L'équivalent de 125 fmoles d'oligonucléotides marques sur un
total de 5 pmoles est déposé sur un filtre DE81 (Whatman). Sans laisser sécher le
filtre, on le lave 2 fois durant 2 minutes dans du tampon phosphate (Na,HPO, 0,5
M, NaH,PO, 0,5 M), 1 minute dans l'eau et 1 minute dans I'éthanol 95%. On
laisse sécher le filtre et on compte ensuite la radioactivité fixée (correspondant a la
radioactivité incorporée) a l'aide d'un compteur B en l'absence de solution de

scintillant. L'activité spécifique est exprimée en cpm/fimole.

4.4.2 Isolation des oligonucléotides marqués
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Pour éliminer la radioactivité non incorporée aux oligonucléotides et purifier
ces derniers, on dépose directement sur gel de polyacrylamide 12% (acrylamide
29,2%:bisacrylamide 0,8%) non dénaturant (Sambrook et al., 1989; chapitre 6) la
totalité de 'ADN marqué (environ 5 pmoles, voir section précédente). Une piste
est réservée pour du bleu de bromophénol a titre de marqueur. L'électrophorgse,
est effectuée 2 100V (10 V/cm) et est arrétée lorsque le marqueur a migré jusqu'a
la moitié du gel (durée de migration de 40-45 minutes). Le gel est ensuite expose
en contact avec un film X-Omat Blue XB-1 (Kodak) pour un temps trés court
(environ 15 & 20 sec) afin de positionner la bande d'intérét. Cette bande est
découpée, et I'ADN qu'elle contient est élué grice & une incubation d'une nuit a
37°C effectuée avec agitation dans 300 pL de tampon TE contenant du NaCl 400
mM. Le tout est ensuite passé sur une mini-colonne contenant un filtre de 45 pm
(Costar, numéro de catalogue 8160) et I'éluat contenant les oligonucléotides
purifiés est recueilli par centrifugation dans un tube eppendorf de 1,5 mL. L'éluat
d'oligonucléotides est concentré par précipitation & l'aide de 2,5 volumes d'éthanol
98% et de 0,1 volume de NaOAc 3M a pH 5,2 (30 minutes sur glace, 30 minutes
de centrifugation). Le culot contenant les oligonucléotides précipités est lavé avec
de 'éthanol 80% avant d'étre séché et resuspendu dans 50 pL de tampon TE

contenant du NaCl 400 mM.

4.4.3 Détermination de la concentration des oligonucléotides



32

Pour déterminer la quantité d'oligonucléotides récupérée apres purification
sur gel d'acrylamide et précipitation (section 4.3.2) (rendement de purification), et
en déduire sa concentration, on estime par comptage dans un compteur 3 la
radioactivité récupérée (comptage d'un échantillon de 2pL/50pL). Déduisant
ainsi le nombre de cpm/pL récupérés dans la préparation d'oligonucléotides
purifiés et connaissant l'activité spécifique en cpm/fmole déterminée avant
purification (section 4.3.1), on peut déduire la concentration de 'ADN récupéré

exprimée en fmole/pL.

4.5 Liaison des protéines aux oligonucléotides

La réaction de liaison des oligonucléotides aux protéines s'effectue pendant 20
minutes 4 température de la piéce en présence de 10 fmoles d'oligonucléotides (en
général 40 000-60 000 cpm) et 2 pmoles de protéines purifiées (voir section 1.3) dans
20 uL de tampon de liaison (Hepes 12 mM a pH 7,5, Tris 4 mM a pH 8,0, KCl1 60
mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0,6 mM, DTT 5 mM, BSA 0,5 pg/pL, glycérol 12%). Des
réactions effectuées en présence de protéines MBP ou en l'absence de protéines
servent de controles négatifs. Pour les expériences de compétition, un exces molaire
d'oligonucléotides non-marqués de 1-, 5-, 10-, ou 100- fois est ajouté aux protéines au
méme moment que I'ADN marqué. Pour les expériences ou l'on souhaite déstabiliser
la structure en doigts de zinc en chélatant le zinc, une combinaison d'EDTA 10 mM a
pH 8,0, et de 1,10-phénantroline 0,1 mM (concentrations finales) est ajoutée au

tampon de liaison au méme moment que les protéines et 'ADN. La 1,10-
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phénantroline est ajoutée a partir d'une solution stock de 20 mM préparée dans
I'éthanol 98%; afin de s'assurer que I'éthanol n'interfére pas avec la réaction, on
effectue un contrdle dans lequel un volume égal d'éthanol (concentration finale

d'éthanol de 0,5%) est ajouté au tampon de liaison.

4.6 Séparation des complexes protéine/ADN de 'ADN non lié par retardement
sur gel

Afin de séparer les complexes protéine/ADN de I'ADN non complexé, la totalité
des milieux de réaction de liaison (20 pL) est déposée directement sur un gel de
polyacrylamide 4% (acrylamide 30%:bisacrylamide 1%) contenant du tampon TBE
0,25X (TBE 1X: Tris-borate 90 mM, EDTA 2 mM) et ayant subi une pré-migration
de 30 minutes & 35V. Le tampon de migration est aussi composé de TBE 0,25X.
L'électrophorése est effectuée a 200V (10V/cm) pendant 90 minutes a température de
la piece. Le gel est ensuite séché et exposé en contact avec un film X-Omat Blue XB-

1 (Kodak) a -80°C.



II-RESULTATS
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1. LIAISON DE ZNF74 A L'ADN: ETUDE PAR BUVARDAGE DE TYPE

SOUTH-WESTERN

Par des études de liaison de polyribosides radioactifs, il avait déja ét¢ démontré par
Grondin et al. (1996) que la protéine & motifs doigt de zinc ZNF74 pouvait lier 'ARN de
facon spécifique via son domaine multidoigt de zinc (Zn). Afin de déterminer si cette
méme protéine avait aussi une affinité pour 'ADN comme déja démontre pour plusieurs
protéines 4 motifs doigt de zinc (Theunissen et al., 1992), une expérience de buvardage
de type South-Western a été réalisée. Pour ce faire, la protéine ZNF74 fusionnée avec la
protéine MBP a été transférée sur membrane aprés séparation par €lectrophorese sur gel
de polyacrylamide dénaturant. L'interaction protéine de fusion/ADN a ensuite été testée
en incubant la membrane avec une sonde correspondant & de 'ADN génomique humain
fragmenté par sonication (300 & 1000 pb) et marqué radioactivement avec du [a-7P].
Comme on peut le voir & la Figure 1 (bas), la protéine de fusion MBP-ZNF74 (pistes 2 et
5) lic 'ADN radioactif. Le domaine doigt de zinc de la protéine ZNF74 (MBP-Zn)
(pistes 3 et 6) semble suffisant pour obtenir une liaison a I'ADN. Par contre,
lorsqu'utilisée en quantité comparable aux protéines MBP-ZNF74 et MBP-Zn (voir
coloration au bleu de Coomassie, Figure 1 (haut)), la protéine MBP seule (pistes 1 et 4)
ainsi que les différents standards de protéines (piste 7) servant de contréles négatifs ne
lient pas I'ADN radioactif. L'intégrité du domaine doigt de zinc semble requise pour la
liaison de I'ADN puisque qu'aucun signal de liaison n'est détect¢ lorsque que la
membrane est pré-incubée avant 1'étape d'addition de I'ADN marqué avec un chélateur du

zine (voir Section 2, Matériel et Méthodes) (résultats non présentés).
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Figure 1. Buvardage de type South-Western. Des protéines de fusion a MPB (0,5 a 1
1g) provenant d'extraits bactériens (pistes 1 a 3) ou purifiées par résine d'affinité (pistes 4
4 6) sont séparées sur deux gels d'électrophorése dénaturants (8%) en présence de SDS.
Le gel du haut a été coloré au bleu de Coomassie pour permettre de voir que la quantité
de protéines est environ la méme dans chacune des pistes. Le gel du bas a quant a lui été
transféré sur une membrane de nitrocellulose et la membrane a par la suite ét¢ hybridee
avec une sonde d'ADN génomique humain soniqué et marqué au [c-**P] ACTP. Ce gel
permet de voir que la protéine ZNF74 (aa 1-572) (pistes 2 et 5) et la protéine
correspondant & la région doigt de zinc de ZNF74 (aa 175-509) (pistes 3 et 6) sont
capables de lier I'ADN; par contre, ni la protéine contréle MBP (pistes 1 et 4) ni les
protéines du standard (piste 7) ne lient ' ADN dans ces conditions. La masse moléculaire
des protéines du standard (phosphorylase B, BSA, catalase et albumine d'ceuf de poulet)

est indiquée a droite des gels en kDa.
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Compte tenu du fait que 'ADN génomique utilisé dans cette experience de buvardage
de type South-Western était essentiellement constitué d'’ADN double brin, cette

expérience suggére que ZNF74 a une affinité pour I'ADN double brin.

2. SELECTION D'OLIGONUCLEOTIDES DEGENERES DOUBLE BRIN
AVEC LA PROTEINE ZNF74 IMMOBILISEE SUR RESINE
A lissue de l'expérience de buvardage de type South-Western, on savait que la
protéine ZNF74 était capable de lier 'ADN présumément double brin et que son motif
doigt de zinc était responsable de cette liaison. On a ensuite cherche a déterminer si
7ZNF74, comme de nombreux facteurs transcriptionnels, avait une affinit¢ accrue pour
certaines séquences spécifiques d'ADN. Pour ce faire, des experiences de sélection

d'oligonucléotides dégénérés sur résine d'affinité ont été réalisces.

2.1 Sélection d'oligonucléotides double brin par purification/amplification

La Figure 2 représente schématiquement la procédure cyclique de
purification/amplification qui a été employée pour sélectionner a partir d'un mélange
d'oligonucléotides dégénérés ceux se liant & ZNF74 ou a des proteines contrdles. Pour
préparer les résines d'affinité, on a immobilisé sur résine d'amylose soit la protéine
MBP-ZNF74-R, provenant d'extraits bactériens et correspondant aux acides aminés
106 a 572 de ZNF74 incluant le domaine doigt zinc, soit une autre protéine & motif
multidoigt de zinc, la protéine Kid, (Elser et al., 1997) fusionnée a la protéine MBP
(MBP-Kid,; contrdle positif potentiel), soit MBP 4 titre de contrble négatif. L'intégrité

et la pureté des protéines retenues sur les résines d'affinite peuvent &étre évaluées a la
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Figure 2. Représentation schématique de la procédure cyclique de
purification/amplification des oligonucléotides double brin. Des oligonucléotides
double brin dégénérés en 16 positions (N16) sont synthétisés (voir Matériel et Méthodes,
Section 3.1) et sélectionnés par incubation avec des protéines de fusion exprimées par E.
coli et immobilisées sur une résine d'amylose. Aprés purification des oligonucleotides
par liaison aux protéines de la résine d'affinité, les oligonucléotides sélectionnés sont
amplifiés par deux étapes de PCR. Cette procédure de purification/amplification est
répétée 7 fois (voir Matériel et Méthodes, Section 3.2 pour plus de détails). Enfin, les

oligonucléotides sélectionnés sont clonés puis séquences.
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Figure 3. Alors que les protéines MBP-ZNF74-R, et MBP sont pures a environ 90%, la
protéine MBP-Kid, subit une dégradation partielle (environ 50%) tel que souvent
observée pour des protéines de fusion de 100 kDa ou plus. Pour les expériences de
sélection d'oligonucléotides, on a immobilisé sur résine I'équivalent de 1ug de chacune
des protéines de fusion intacte sur résine.

Des oligonucléotides de 68 pb dégénérés en 16 positions (N16) ont été utilisés
pour la sélection par affinité. La complexité de la banque d'oligonucléotides dégénéres
est de l'ordre de 4'°. Afin d'avoir un mélange représentatif de toutes les séquences de la
banque dégénérée, on a utilisé lors de la premicre étape de purification 400 ng
d'oligonucléotides dégénérés soit 1'équivalent de 325 fois la banque d'oligonucléotides
dégénérés. Seulement, 100 a 300 ng d'oligonucléotides sélectionnés et amplifiés ont ¢té
utilisés lors des étapes subséquentes de purification (Tableau 1). Le nombre maximum de
cycles de PCR permettant d'obtenir une amplification spécifique des oligonucléotides
sélectionnés a &té déterminé. Dans les conditions de PCR décrites 2 la section Matériel et
Méthodes (Section 3.1), 8 cycles de PCR se sont revélés adequats pour une amplification
spécifique d'oligonucléotides sélectionnes. A titre d'exemple, la Figure 4 illustre
l'amplification des oligonucléotides sélectionnés par les protéines MBP-ZNF74-R,; et
MBP-Kid, 4 la suite de la premiére étape de purification. Il apparait qu'une seule bande
de taille attendue (68 pb) est obtenue aprés 8 cycles de PCR alors qu'un halo de bandes
non spécifiques de taille supéricure est visible apres 10 cycles de PCR. Cette
amplification non spécifique obtenue aprés un trop grand nombre de cycles de PCR est

attribuable & I'épuisement des amorces et & I'appariement aléatoires des produits de PCR.
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Figure 3. Analyse par électrophorése des protéines de fusion provenant d'extraits
bactériens. Les protéines des extraits bactériens (T) et les protéines de fusion purifiées
sur 50 pL de résine d'amylose (P) sont séparées sur un gel d'électrophorése dénaturant
(8%) en présence de SDS puis colorées au bleu de Coomassie apres leur migration. Les
extraits bactériens correspondent 4 I'équivalent de 1/10 000 (MBP-ZNF74-R, et MBP) ou
1/5000 (MBP-Kid,) des cultures initiales de 500 mL induites pendant 3 heures avec de
I'IPTG. Afin d'évaluer la quantité d'extraits bactériens nécessaire pour la rétention de
I'équivalent de 1 pg de protéine de fusion, les protéines de fusion purifiées sur 50 pL de
résine d'amylose sont éluées par ajout de tampon Lacmmli et déposées sur gel. La
quantité des protéines de fusion pures est estimée par coloration au bleu de Coomassie en
comparaison avec un standard de BSA et est confirmée par dosage des protéines par la
méthode de Bradford. Les fractions purifiées correspondent a 1/1600 (MBP-ZNF74-R, et
MBP) ou 1/800 (MBP-Kid, ) des cultures initiales. Pour chacune des protéines purifiées,
la masse moléculaire apparente est indiquée. Les protéines qui ont €té utilisées comme
standard et dont les masses moléculaires sont indiquées sont: phosphorylase B (92 kDa),
BSA (68 kDa), catalase (59 kDa), albumine d'ceuf de poulet (43 kDa), anhydrase

carbonique (29 kDa), inhibiteur de la trypsine (21 kDa).
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Tableau 1. ADN utilisé pour sélection et récupéré aprés amplification a chaque
étape de purification. Les quantités d'ADN oligonucléotidique double brin utilisées
pour chacune des sept purifications ainsi que les quantités d'ADN recueillies apres
chacune des deux amplifications par PCR pour deux expériences de sélection
d'oligonucléotides indépendantes réalisées avec MBP-ZNF74-R, (ZNF74-R,), MBP-Kid,

(Kid,) et MBP sont indiquées.
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Figure 4. Détermination du nombre maximum de cycles PCR pour amplification
spécifique des oligonucléotides double brin. L'ADN oligonucléotidique double brin
retenu par les protéines MBP-ZNF74-R, (R;) et MBP-Kid, (Kid,) a éte amplifié par 8 ou
10 cycles de PCR. Les produits de PCR sont déposés sur gel d'acrylamide non dénaturant
(12%) puis colorés au bromure d'éthidium. Les standards de poids moléculaires

correspondent au phage PhiX174 RF digéré avec Hae IIL.
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De fagon générale, moins de 15 ng d'oligonucléotides de départ doivent étre

utilisés pour obtenir une amplification adéquate et spécifique apres 8 cycles de PCR.

Deux expériences indépendantes de sélection par purification/amplification ont ¢été
réalisées avec les protéines MBP-ZNF74-R,, MBP-Kid, et MBP. Le Tableau 1
présente les quantités d'ADN utilisées pour chaque étape de purification et récupérées
aprés chacune des deux amplifications lors de ces deux expériences de
purification/amplification. De fagon générale, la comparaison des quantités d'ADN
obtenues aprés amplification (essai semi-quantitatif) révele que la quantit¢ d'ADN
retenue par les protéines MBP-ZNF74-R,, MBP-Kid, et servant de matrice a
l'amplification est supérieure & celle retenue par la protéine MBP qui n'a pas d'affinité

particuliere pour I'ADN.

Pour chacune des expériences, les oligonucléotides sélectionnés apres sept cycles
de purification/amplification sur résine d'affinité ont été digérés avec I'enzyme Pst I et
clonés de fagon orientée dans le vecteur pBluescript SK digérés avec Pst I et Eco RV
(Figure 5); Eco RV laisse des extémités franches qui peuvent s'adapter a l'extrémité du
produit PCR non clivé par Pst . Afin de s'assurer de la présence d'inserts dans les
plasmides avant I'étape de séquengage, les préparations d'ADN plasmidiques obtenues
aprés transformation de E. coli ont été digérées avec Xba I/Hind III (deux sites de
coupure présents dans le vecteur). Tel quiillustré a la Figure 5, la libération d'un
fragment de 72 paires de bases (pb) confirme que le clone contient un insert alors que

celle d'un fragment de 42 pb révéle un vecteur sans insert.

2.2 Analyse des séquences d'oligonucléotides double brin sélectionnés
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Figure 5. Identification sur gel d'acrylamide des clones plasmidiques contenant un
oligonucléotide sélectionné comme insert. (A) Un échantillon de chaque préparation
d'ADN plasmidique digéré Xba 1/Hind III est mis sur gel de polyacrylamide non
dénaturant (12%) pour déterminer la taille du fragment libéré (pistes 2 & 13). Le vecteur
SK coupé Xba I/Hind TII est utilisé a titre de contrble négatif (piste 1). Un fragment de
72 pb révéle la présence d'un insert (tel que décrit en B) libéré par digestion (pistes 2 et 4
a 13) alors qu'un fragment de 42 pb indique I'absence d'insert dans le vecteur digéré
(résultant d'une digestion incompléte par Pst I et Eco RV lors du clonage) (piste 3). Les
standards de poids moléculaires correspondent au phage PhiX174 RF digéré Hae I1I. (B)
Représentation schématique du clonage des oligonucléotides sélectionnés dans le vecteur

SK.
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Pour chacune des protéines MBP-ZNF74-R;, MBP-Kid, et MBP, plus de 32 clones
contenant des oligonucléotides provenant des deux expériences indépendantes de
purification par affinité ont été séquencés (Figures 6 et 7, et Annexe I). Les séquences
obtenues de méme que leur complémentaire inverse ont été analysées premiérement
par inspection visuelle pour la recherche d'un consensus possible. Il est a noter, en
effet, que la recherche du consensus doit &tre effectuée sur les deux brins de la
séquence sauf dans le cas ol la séquence consensus est de type palindromique. D'autre
part, les séquences sélectionnées ont aussi été plus systématiquement analysées a l'aide
du programme informatique Gibbs qui utilise un algorithme pour alignement optimal
local de séquences multiples (Laurence et al., 1993). Ce programme a €té notamment
utilisé avec succés pour identifier des motifs exoniques reconnus par des protéines SR
impliquées dans 1'épissage (Liu er al., 1998). Le programme Gibbs permet de
rechercher la présence d'un consensus subtil dans un ensemble de séquences en
calculant la fréquence de la présence d'un nucléotide a une position donnée et d'aligner
les séquences aprés avoir déterminé des matrices de probabilites optimales. Le
programme ne requiert pas d'avoir des informations initiales ni sur le type de séquence
consensus ni sur la position du consensus dans les séquences mais par contre requiert
de prédéterminer 1la taille du consensus comme paramétre de depart. Le programme
Gibbs a été utilisé pour analyser les séquences sélectionnées par MBP-ZNF74-R,,
MBP-Kid, et MBP en faisant varier successivement la taille du consensus de 10 a 3
bases comme paramétre de calcul. L'Annexe II présente un exemple d'un fichier
d'entrée contenant les séquences a analyser (Annexe II: Figure 1) et d'un fichier de

sortie du programme Gibbs (Annexe II: Figure 2) présentant les séquences alignées



=

Figure 6. Sélection d'oligonucléotides double brin par MBP-ZNF74-R, immobilisée
sur résine (premiére expérience). (A) Séquences sélectionnées par la proteéine ZNF74-
R, lors de la premiére expérience. Le brin b correspond au complémentaire inverse du
brin a. La région soulignée sur chacune des séquences correspond aux nucléotides inclus
dans un consensus a six sites tel qu'optimisé par le programme Gibbs. Un alignement de
ces séquences au niveau de la région consensus est aussi présenté dans le fichier de sortie
de l'annexe II. (B) Matrices de rapport de probabilités allant de 10 a 3 sites telles que
déterminées par le programme informatique Gibbs. Les valeurs numériques indiquant
une probabilité égale ou supérieure & 50% pour un nucléotide (A, C, G ou T) de se
retrouver 4 une position donnée sont mentionnées en caractere gras et le nucléotide
correspondant est intégré dans le consensus compilé dans la cinquiéme colonne pour

chacune des matrices.
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Figure 7. Sélection d'oligonucléotides double brin par MBP-ZNF74-R, immobilisée
sur résine (deuxiéme expérience). (A) Séquences sélectionnées par la proteine ZNF74-
R, lors de la deuxiéme expérience. Le brin b correspond au complémentaire inverse du
brin a. Les séquences présentées sur fond gris sont des séquences GC riches. (B)
Matrices de rapport de probabilités allant de 10 a 3 sites telles que déterminées par le
programme informatique Gibbs. Les valeurs numériques indiquant une probabilité égale
ou supérieure a 50% pour un nucléotide (A, C, G ou T) de se retrouver a une position
donnée sont mentionnées en caractére gras et le nucléotide correspondant est intégre dans

le consensus compilé dans la cinquiéme colonne pour chacune des matrices.
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pour un consensus de taille prédéterminée de 6 bases (6 sites) ainsi que la matrice
correspondante incluant les rapports de probabilité pour chaque nucleotide (A, C. @
T) & chaque position du consensus optimal prédit. Pour chacune des protéines, on a
analysé les séquences sélectionnées lors de la premiére puis de la deuxicme expérience
séparément puis de fagon groupée. Une analyse initiale des alignements et des
matrices pour des consensus de 10 a 3 bases générés avec le programme Gibbs pour
les séquences oligonucléotidiques sélectionnées lors de la premiére expérience par la
protéine MBP-ZNF74-R, suggérait la présence d'un consensus relativement dégeénéré
(Figure 6 et Annexe IT). Ce consensus avait pour noyau la séquence hexanucléotidique
ATGCAT. Cette séquence se retrouve quoique souvent dégénérée a une ou deux
positions sur un des brins de la plupart des 12 séquences double brin étudiées et
représentées a la Figure 6A ol la région consensus de six sites a éte soulignée (selon
un autre format, l'alignement du consensus de ces séquences est aussi représenté a la
Figure 2 de I'Annexe IT). Cependant, le consensus ATGCAT de la premiere
expérience ne semble pas spécifique puisqu'il n'a pu étre retrouvé dans les 22
séquences sélectionnées lors de la seconde expérience (Figure 7). Parmi ces 22
séquences, cependant, une inspection visuelle a permis de mettre en évidence la
présence de 6 séquences trés similaires dégénérées seulement en positions 3, 7, 11 et
14 de I'hexapentanucléotide (séquences #17 4 22, Figure 7). Par contre, ces séquences
ne semblent pas avoir une affinité trés forte pour MBP-ZNF74-R, puisqu'elles ne
peuvent efficacement étre retardées sur gel par MBP-ZNF74-R,; dans des expériences
de retardement sur gel (données non présentées) similaires a celles rapportées ci-

dessous (Section 3.2). Il est possible que ces séquences riches en GC soient dérivees
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d'une méme séquence fondatrice ayant accumulé, durant les étapes d'amplification par
PCR, des mutations et cela de fagon atypique compte tenu de la fidélité connue de la
polymérase utilisée et de la taille réduite des séquences & amplifier. En excluant les
six séquernces riches en GC, l'analyse par le programme Gibbs des autres séquences de
la deuxiéme expérience seules ou combinées & celles de la premiére expérience n'ont
pas non plus permis d'identifier un consensus robuste spécifique pour la protéine
MBP-ZNF74-R, (données non présentées).

Quoique l'affinité globale de MBP-ZNF74-R, et de MBP-Kid, pour 'ADN double
brin apparaisse supérieure a celle de la protéine contrdle MBP (Tableau 1), mi
l'inspection visuelle, ni le programme Gibbs, ni la combinaison de ces deux méthodes
dans un but d'optimisation n'a permis de détecter une séquence consensus spécifique
de haute affinité reconnue individuellement par ces protéines dans les conditions de

purification par affinité utilisées ici.

ETUDE DE LIAISON DE ZNF74 A L'ADN PAR RETARDEMENT SUR GEL

Comme démontré 2 la section précédente, contrairement aux résultats obtenus avec

plusicurs protéines contenant deux & cinq motifs doigt de zinc, les expériences de

sélection d'oligonucléotides double brin ne nous ont pas permis d'identifier des sequences

spécifiques d'’ADN double brin reconnues par la protéine ZNF74. 1l semble que cette

protéine de la famille KRAB & multidoigt de zinc ait une affinité pour I'ADN qui ne

requiert pas une séquence en nucléotides précise. Etant donné que des études précédentes

ont révélé que ZNF74 est capable de se lier & certains ARN (Grondin ez al., 1996), nous
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avions émis I'hypothése que ZNF74 pouvait avoir aussi une affinite pour I'ADN simple
brin et/ou 'ADN hétéroduplex. Alors que nous allions tester cette hypothese, le groupe
de Witzgall (Elser et al., 1997) a rapporté que la protéine Kid, de la famille KRAB a
multidoigt était capable de lier de I'ADN hétéroduplex de fagon indépendante de la
séquence. Tout en continuant a mettre 'emphase sur l'étude de ZNF74, nous avons donc
chercher & comparer les propriétés de liaison a 'ADN de ZNF74 et de Kid,. Pour ce
faire, des expériences de retardement sur gel ont été réalisées avec trois types d'ADN,
c'est-a-dire de 'ADN simple brin, double brin et hétéroduplex en utilisant entre autre
certains des oligonucléotides utilisés dans I'étude du groupe de Witzgal (Elser et al.,
1997) (oligonucléotides identifiables par les deux premicres lettres de leur nom, soient
SS). Pour les expériences de retardement sur gel, les protéines de fusion MBP-ZNF74-R,
de méme que MBP-Kid, et la protéine MBP (contrdle négatif) ont été utilisées. Ces
protéines ont été préalablement purifiées sur résine d'amylose et récupérées sous forme
libre et soluble par élution avec du maltose. La pureté et l'intégrite des protéines solubles
utilisées pour les essais de retardement sur gel ont été préalablement vérifiées apres
migration sur gel d'acrylamide dénaturant (Figure 8). Une seule protéine est éluée des
résines d'affinité dans le cas de MBP-ZNF74-R, et MBP alors que MBP-Kid, apparait
présent en quantité égale avec une seconde protéine de taille réduite correspondant tres

probablement & un produit de dégradation.

3.1 Etude de la liaison 2 I'ADN simple brin

3.1.1 Effet de la concentration de protéines pour la formation de complexes
protéine/ADN et spécificité d'interaction
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Figure 8. Analyse par électrophorése des protéines de fusion solubles utilisées pour
les essais de retardement. La pureté et l'intégrité des protéines de fusion MBP-ZNF74-
R,, MBP-Kid, et MBP, purifiées sur résine d'amylose, éluées en présence de maltose et
resuspendues dans du tampon de Laemmli (voir section 1.3 dans Matériel et Méthodes)
sont vérifiées par électrophorése sur gel de polyacrylamide (8%) apres coloration au bleu
de Coomassie. Les protéines de fusion purifiées correspondent respectivement a
l'équivalent de 1/300 (MBP-ZNF74-R, et MBP-Kid,) et 1/1500 (MBP) des cultures
initiales de 500 mL induites pendant 3 heures avec de I'TPTG. Les pointes de fleche
indiquent la position de migration des trois protéines de fusion purifiées et un point
indique un produit de dégradation de la protéine MBP-Kid, observable dans toutes les
préparations de cette protéine de fusion. Des quantités croissantes de BSA (0,2 pga 0,8
1g) sont aussi utilisées pour valider le dosage des protéines purifices effectué en parallele

par la méthode de Bradford.
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Pour tester la liaison possible de ZNF74 a de 'ADN simple brin, nous avons
initialement utilisé un oligonucléotide simple brin (47 pb), SS6, décrit par le groupe de
Witzgall (Elser et al., 1997). 1l apparait a la Figure 9 que ZNF74 aussi bien que Kid,
sont capables de retarder la migration sur gel non dénaturant de l'oligonucléotide
marqué SS6 utilisé & une concentration de 0,5 nM. II est mis en évidence que
l'intensité des complexes protéine/ADN augmente graduellement en fonction de la
concentration de protéines (Figure 9 A et B, pistes 2 4 5) étant plus difficilement
détectable a4 la concentration minimum de 10 nM (piste 2) et trés clairement

identifiable & la concentration maximum de 100 nM (piste 5).

La spécificité de la liaison de l'oligonucléotide SS6 radioactif aux protéines
ZNF74 et Kid, est confirmé par une étude de compétition en présence de
concentrations croissantes d'oligonucléotide SS6 non marqué (Figure 9 A et B, pistes 6
49). Dés l'addition d'une concentration d'oligonucléotide non marqué équivalente a la
concentration d'oligonucléotide marqué radioactivement, on observe une diminution
significative de la quantité de complexes ZNF74/SS6 et Kid,/SS6 radioactifs (piste 6)
par rapport a la quantitt de complexes détectes en absence d'oligonucléotide
compétiteur non marqué (piste 5). D'autre part, en présence d'un exces de 100 fois de
compétiteur non marqué, les complexes protéine/ADN radioactifs deviennent
essentiellement non détectables. L'efficacité du compétiteur non marqué a prévenir la
formation de complexes protéine/ADN radioactifs permet de conclure que la liaison
des deux protéines de la famille KRAB 4 multidoigt a SS6 est spécifique. Il est a noter

que les complexes protéine/ADN identifiés comme spécifiques ne sont pas détectés
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Figure 9. Etude par retardement sur gel de la liaison des protéines ZNF74-R, et
Kid, 2 I'ADN simple brin. (A) La protéine MBP-ZNF74-R, est incubée en quantité
croissante de 10 nM (correspondant 4 0,2 pmoles ou 18,78 ng), 25 nM, 50 nM et 100 nM
dans les pistes 2 a 5 respectivement, en présence de 0,5 nM (correspondant a 10 fmoles
ou 0,15 ng) d'oligonucléotide simple brin SS6 marque radioactivement (activité
spécifique: 6100 cpm/fimole). La spécificité de liaison est évaluée par l'addition d'ADN
non marqué (SS6) a concentration croissante de 1X, 5X, 10X et 100X dans les pistes 6 a
9 respectivement, en présence de 0,5 nM de SS6 marqué et de 100 nM de MBP-ZNF74-
R,. Le role de la structure doigt de zinc est test¢ par l'addition d'une combinaison
d'EDTA/1,10-phénantroline (piste 12) & 0,5 nM de SS6 marqué et 100 nM de MBP-
ZNF74-R,. Des contrdles sans protéine (pistes 1 et 10), avec addition d'une concentration
finale d'éthanol de 0,5% a 100 nM de MBP-ZNF74-R, (piste 11) et avec 100 nM de MBP
sont inclus. (B) La méme expérience qu'en A a été réalisée avec des concentrations
équivalentes de la protéine MBP-Kid, en remplacement de MBP-ZNF74-R,. En A et en
B, les complexes protéines/ADN sont séparés de la sonde libre sur gel de polyacrylamide
non dénaturant (4%). Les complexes protéines/ADN spécifiques et la sonde libre sont
mis en évidence sur la figure (la sonde libre est sortie du gel dans I'expérience présentce
en B). Les gels présentés en A et en B ont €té exposes respectivement 7 et 9 heures a

-80°C.
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dans des essais contrdles effectués en I'absence de protéine (pistes 1 et 10) ou en

présence de la protéine MBP (piste 14).

3.1.2 Importance de I'intégrité de la structure doigt de zinc pour la liaison
al'ADN

Pour déterminer I'importance de l'intégrité structurale des motifs doigt de zinc des
protéines ZNF74 et Kid, pour leur liaison spécifique a I'oligonucléotide simple brin
SS6, on a étudié l'effet de la chélatation du zinc sur la formation des complexes
protéine/ADN. L'ajout durant la réaction de liaison d'un mélange d'EDTA et de 1,10-
phénantroline comme agents chélateurs a pour conséquence d'empécher completement
la formation de complexes protéine/ADN (Figure 9 A et B, piste 12). L'absence de
liaison résulte bien de la déstabilisation de la structure doigt de zinc et non dune
interférence au niveau de la liaison due a la présence d'une faible concentration
d'éthanol utilisée comme solvant de la 1,10-phénantroline. En effet, on observe la
méme quantité de complexes protéine/ADN spécifiques en présence (piste 13) et en
absence (piste 11) d'éthanol dans le milieu de liaison. Ces résultats confirment que
l'intégrité structurale des domaines a multidoigt de zinc de ZNF74 et Kid, est requise

pour leur liaison spécifique a ' ADN simple brin.

3.1.3 Liaison d'oligonucléotides simple brin sélectionnés aléatoirement
Afin de déterminer si I'affinité et la spécificité de la liaison de la protéine ZNF74 a
I'ADN simple brin pourrait dépendre de la séquence nucléotidique, on a sélectionné

deux autres oligonucléotides (SS1 et SS2, 65 bases) décrits par le groupe de Witzgall
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(Esler et al., 1997) ainsi que des oligonucléotides choisis au hasard parmi une
collection d'oligonucléotides disponibles au laboratoire. Il apparait que la proportion
des nucléotides G, A, T et C des séquences des oligonucléotides sélectionnés varie
légérement d'un oligonucléotide a l'autre (voir légende de la Figure 10 ainsi que
Matériel et Méthodes, Section 4.1.1). D'autre part, les oligonucléotides sélectionnés
ont une taille variant entre 21 et 65 nucléotides. Outre l'oligonucléotide SS6 testé
précédemment, six des huit nouveaux oligonucléotides testés sont liés par la protéine
ZNF74 (Figure 10). ZNF74 ne semble pas par contre avoir d'affinite particuliére pour
les deux oligonucléotides les plus courts soient l'oligonucléotide RNPU 1 (21
nucléotides) et l'oligonucléotide 845 (23 nucléotides). Dans le cas des
l'oligonucléotides 844 (pistes 7 et 9) et RNPU 6 (pistes 10 et 12), deux complexes
majeurs sont détectables mais, contrairement au complexe ayant la plus grande
mobilité électrophorétique dont la formation dépend spécifiquement de I'intégrité du
domaine doigt de zinc de ZNF74, celui migrant plus haut dans le gel se forme malgré
la présence d'agents chélatants déstabilisant la structure doigt de zinc et perturbant la
structure native de ZNF74 (pistes 8 et 11). La spécificité de liaison de ces complexes
de plus faible mobilité électrophorétique n'a pas €té étudiée ici en détail (on peut
suggérer qu'il se soit formé dans ces deux cas des complexes multimériques stables de
la protéine ZNF74 dont le zinc aurait été rendu inaccessible aux agents chélatants, tels
qu'ajoutés dans cet essai au moment de la réaction de liaison).

En tenant compte du fait que le gel de retardement des oligonucléotides SS1 et
SS2 (pistes 19 a 24) a été exposé 2,5 fois moins longtemps que les autres gels

présentés a la Figure 10 (pistes 1 a 18), ZNF74 semble avoir une plus grande affinite
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Figure 10. Etude par retardement sur gel de la liaison de la protéine ZNF74-R,; a
des oligonucléotides simple brin de taille différente. Pour chacun des oligonucléotides
utilisés, la premiére piste correspond au complexe protéine/ADN formé par l'incubation
de 0,1 nM (2 fmoles) d'oligonucléotide marqué avec 100 nM de protéine MBP-ZNF74-
R,. Le rdle de la structure doigt de zinc (piste centrale) est testé par l'addition d'une
combinaison EDTA/1,10-phénantroline & une méme concentration d'oligonucléotide et de
protéine. La piste de droite correspond au contrdle éthanol effectué par l'addition de
0,5% d'éthanol (concentration finale). L'activité spécifique de chacun des
oligonucléotides est trés similaire: RNPU1 (8400 cpm/fmole), 845 (4700 cpm/fmole),
844 (9400 cpm/fmole), RNPU6 (7200 cpm/fmole), Jull (10 300 cpm/fimole), Jul2 (10
000 cpm/fmole), SS1 (6700 cpmy/fimole), SS2 (9500 cpm/fmole). La composition en G,
A, T, C de chacun des oligonucléotides varie sensiblement et le nombre absolu de chacun
des quatre nucléotides est indiqué entre parenthése ci-apres: RNPU1 (8,4,4,5), 845
(5,7,4,7), 844 (7,5,10,7), RNPU6 (6,5,9,10), Jull (14,11,9,9), Jul2 (12,8,14,9), SS1
(17,19,13,16), SS2 (16,12,19,18). Les complexes protéine/ADN sont séparés de la sonde
libre sur gel de polyacrylamide non dénaturant (4%). Les pistes 1 a 9 provenant d'un
premier gel de méme que les pistes 10 & 18 provenant d'un deuxiéme gel ont été exposees
pendant 120h 4 -80°C . Les pistes 19 a 24 proviennent d'un troisiéme gel qui a été exposé

2,5 fois moins longtemps (48h a -80°C).



67

NQV/*H-bZANZ-dgW exaidwoa [

ve €2 T Lz 02 6l

HOI3 m\m i _IO«m ﬂ_\m

Aas -

8L Z1L 9L sL ¥ gL 2 L O

HoiE 473 Ho® /3 HoR 4/
L I - || _

6 8 L 9 & ¥ ¢ ¢ |

Hol 43 Hod 49 Hold 43
1 ]! i

i

2SS Il SS
sIaW §9 SsJIaW §9

zinr LInt 9 NdNY
Slaw & SIdW ¢f sidw 0g

8 Sv8 Il NdNY
SIaW gZ Slaw £ SldW g

:uuq adwis
obijo



68

pour les oligonucléotides les plus longs. Cependant, seule une étude beaucoup plus
exhaustive pourrait confirmer cette tendance et permetire de déterminer si ZNF74
reconnait avec plus d'affinité des séquences spécifiques consensus ayant plus de
chance d'étre représentées dans des séquences plus longues ou bien si la
reconnaissance spécifique d'oligonucléotides simple brin par la protéine a multidoigt
ZNF74, de facon dépendante ou indépendante de la séquence, est favorisée par la

présence d'une plate-forme oligonucléotidique de plus grande taille.

3.2 Etude de la liaison 2 ' ADN double brin

Les études de buvardage de type South-Western (Section 1) et de sélection de
sites (Section 2) ont mis en évidence que ZNF74 avait une affinité pour 'ADN double
brin. Pour permettre une comparaison entre l'affinit¢ de ZNF74 pour I'ADN double
brin et son affinité pour 'ADN simple brin, nous avons analysé la liaison de ZNF74 a
un oligonucléotide double brin de 47 pb (SS6/556c) sur gel de retardement. Afin de
faciliter la comparaison, nous avons employé des conditions de liaison tout a fait
similaires dans les deux types d'expérience en utilisant notamment les mémes
quantités de protéine ainsi qu'une méme quantité des oligonucléotides a une activité
spécifique comparable. 11 apparait a la Figure 11 que ZNF74 est capable de retarder la
migration sur gel non dénaturant de l'oligonucléotide marqué SS6/SS6¢ double brin
utilisé 4 une concentration de 0,5 nM. L'intensité des complexes protéine/ADN
augmente faiblement en fonction de la concentration de ZNF74 variant de 10 a 100
mM (Figure 11, pistes 2 a 5). La spécificité de la liaison de l'oligonucléotide

$S6/SS6¢ double brin radioactif a la protéine ZNF74 est confirmé par une étude de
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Figure 11. Etude par retardement sur gel de la liaison de la protéine ZNF74-R; a
I'ADN double brin. Pour étudier l'effet de la concentration de protéines pour la
détection de complexes protéine/ADN, la protéine MBP-ZNF74-R, est incubée en
quantité croissante de 10 nM (correspondant a 0,2 pmoles ou 18,78 ng), 25 nM, 50 nM et
100 nM dans les pistes 2 & 5 respectivement, en présence de 0,5 nM (correspondant a 10
fmoles ou 0,31 ng) d'oligonucléotide double brin SS6/SS6c marqué radioactivement
(activité spécifique: 4600 cpm/fmole). La spécificite de liaison est évaluée par l'addition
d'ADN non marqué (SS6/SS6c) a concentration croissante de 1X, 5X, 10X et 100X dans
les pistes 6 4 9 respectivement, en présence de 0,5 nM de SS6/SS6¢ marqué et de 100 nM
de MBP-ZNF74-R,. Le réle de la structure doigt de zinc est test¢ par I'addition d'une
combinaison EDTA/1,10-phénantroline (piste 12) 4 0,5 nM de SS6/5S6¢ marqué et 100
nM de MBP-ZNF74-R,. Des contrdles sans protéine (pistes 1 et 10), avec addition d'une
concentration finale d'éthanol de 0,5% a 100 nM de MBP-ZNF74-R, (piste 11) et avec
100 nM de MBP (piste 14) sont inclus. Les complexes protéine/ADN sont séparés de la
sonde libre sur un gel de polyacrylamide non dénaturant (4%) qui a été exposé 22 heures
3 -80°C. Les complexes protéine/ADN spécifiques et la sonde libre sont mis en évidence

sur la figure.



70

[ADN compétiteur] 4]
[protéine] ) / Jd) r ] EMPB DMPB-ZNF74-R1

E/P ewon
1 2 3 4 56 7 8 91011 1213 14
‘ﬁ-"“.‘“t‘ ﬁ.‘

:I complexe
protéine/ADN

sonde
libre

oligo double brin S86/SS6¢



71

compétition en présence de concentrations croissantes d'oligonucléotide SS6/SS6¢ non
marqué en excés de 1 & 100 fois (Figure 11, pistes 6 4 9). La formation de complexes
protéine/ADN identifiés comme spécifiques est prévenue lorsque l'on déstabilise la
structure doigt de zinc de ZNF74 par chélatation du zinc (piste 12) et n'est pas détectée
dans des essais contrdles effectués en l'absence de protéine (pistes 1 et 10) ou en
présence de la protéine MBP (piste 14). Des résultats similaires ont été obtenus avec
deux autres oligonucléotides double brin de 47 pb (SS5/S8S5c¢) et 65 pb (SS2/882c)
(Figure 12 piste 3 et résultats non présentes).

L'affinité de ZNF74 pour les trois oligonucléotides double brin testes par
retardement sur gel apparait plus faible que pour les oligonucléotides simple brin tel
que déduit de la comparaison de l'intensité des complexes protéine/ADN simple brin
(Figure 9, Figure 10, et Figure 12 pistes 1 et 2) avec celle des complexes

protéine/ ADN double brin (Figure 11, et Figure 12 piste 3, et résultats non présentés).

3.3 Etude de la liaison a I'ADN hétéroduplex

Le groupe de Witzgall (Esler et al., 1997) ayant rapporté que la protéine Kid, de la
famille KRAB a multidoigt se liait 2 I'ADN hétéroduplex, nous avons étudié en parallele
la liaison de ZNF74 et de Kid, 3 I'ADN hétéroduplex. Trois oligonucléotides de type
hétéroduplex ont été testés afin de vérifier si les protéines a motifs doigt de zinc
pouvaient se lier a ce type de structure d'ADN. Les oligonucléotides hétéroduplex testes
consistent en deux extrémités de 20 nucléotides pairés (en 5' et en 3') seéparés par une
bulle de 7 (SS5/SS6), de 15 (SS7/SS8) ou de 25 nucléotides (SS1/SS2). Les

oligonucléotides sont identiques dans la région pairée pour les trois hétéroduplex. La



72

Figure 12. Etude par retardement sur gel de la liaison des protéines ZNF74-R, et
Kid, 2 trois différentes structures de I'ADN. Les pistes 1 a 4 correspondent a
l'incubation de la protéine MBP-ZNF74-R, (100 nM) avec une méme concentration (0,5
nM, 10 fimoles) respectivement d'oligonucléotide simple brin SS5 (activite spécifique:
4100cpm/fmole),  d'oligonucléotide  simple brin  SS6  (activite spécifique:
4300cpm/finole), d'oligonucléotide double brin SS5/SS5¢ (activité spécifique:
5500cpm/fmole) et d'oligonucléotide hétéroduplex SS5/SS6 (activité spécifique:
6100cpm/fmole). Les pistes 7 & 10 représentent l'incubation de la protéine MBP-Kid,
(100 nM) avec les mémes oligonucléotides utilisés aux pistes 1 a 4. Des contrdles avec
100 nM de MBP (pistes 5 et 11) et sans protéine (pistes 6 et 12) sont inclus. Les
complexes protéine/ADN sont séparés de la sonde libre sur un gel de polyacrylamide non
dénaturant (4%) qui a été exposé 3 heures a -80°C. Les complexes protéine/ADN

spécifiques et la sonde libre sont mis en évidence sur la figure.
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bulle est créée par la présence de bases purine-purine ou pyrimidine-pyrimidine placées
les unes en face des autres, ce qui va a I'encontre de I'appariement de Watson&Crick ou
de tout autre appariement possible. Il apparait a la Figure 13 que ZNF74 est capable de
lier un ADN hétéroduplex contenant une bulle de 7 nts (SS5/SS6) de fagon dépendante de
la concentration de protéine (pistes 2 & 4) et spécifique (voir compétition a la piste 5). La
liaison de cet oligonucléotide hétéroduplex & ZNF74 (piste 7 et 9) ainsi qu'a Kid, (pistes

10 et 11) est dépendante de l'intégrité de la structure doigt de zinc.

La comparaison de la liaison d'’ADN double brin correspondant a l'oligo SS6 et son
complémentaire (SS6/SS6¢, Figure 11) et d'ADN héteroduplex SS5/5S6 (Figure 13)
indique une affinité supérieure de ZNF74 pour 'ADN hétéroduplex SS5/S56. De méme,
il apparait a la Figure 12 que ZNF74 et Kid, ont une affinité plus grande pour I'ADN
héteroduplex SS5/8S6 (pistes 4 et 10) que pour I'ADN double brin SS5/5S5¢ (pistes 3 et
9). Il est a remarquer que les deux oligonucléotides qui composent I'hétéroduplex, soient
SS5 (pistes 1 et 7) et SS6 (pistes 2 et 8) lient aussi ZNF74 et Kid avec une affinité plus
grande que I'ADN double brin.

La liaison des deux protéines de la famille KRAB-multidoigt a un hétéroduplex avec
une boucle de 15 nts (SS7/SS8) est tout & fait comparable a celle de I'hétéroduplex
SS5/SS6 (résultats non présentés). Par contre, contrairement aux résultats rapportés par
le groupe de Witzgall, on n'a pu détecter de liaison ni de Kid, ni de ZNF74 (résultats non
présentés) a I'hétéroduplex avec une boucle de 25 nts (SS1/552) alors que les
oligonucléotides simple brin les composants sont liés de fagon significative et comparable

par les deux protéines (Figure 10 et résultats non présentés) (voir Section Discussion).
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Figure 13. Etude par retardement sur gel de la liaison de la protéine ZNF74-R, a
I'ADN hétéroduplex. Les protéines MBP-ZNF74-R, (pistes 1 4 8) et Kid, sont incubées
4 une concentration de 25 nM (piste 2), 50 nM (piste 3), 100 nM (pistes 4 a 11) en
présence de 65,000 cpm (~ 0.5 nM) d'oligonucléotide hétéroduplex SS5/S56. La
spécificité de liaison est évaluée en présence d'un excés de 50 fois d'ADN non marqué
(piste 5). Aux pistes 7 et 10, une combinaison d'EDTA/1,10-phénantroline est ajoutée
pendant la réaction de liaison. La piste 1 correspond a un contrdle sans proteine. Les
complexes protéine/ADN sont séparés de la sonde libre sur un gel de polyacrylamide non
dénaturant (4%) qui a été exposé 3 heures & -80°C. Les complexes protéine/ADN

spécifiques et la sonde libre sont mis en évidence sur la figure.
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Il est & noter qu'au niveau des gels de retardement présentant des oligonucléotides
simple brin (Figure 9) et plus particuliérement double brin (Figure 11) et hétéroduplex
(Figure 13), on observe la présence d'une bande de taille intermédiaire, située entre ce qui
est identifié comme la sonde libre et le complexe protéine/ADN, dont on ne connait pas
l'origine. Il est peu probable que, dans le cas des expériences avec les oligonucléotides
double brin et hétéroduplex, cette bande corresponde aux oligonucléotides simple brin
non appariés. En effet, les oligonucléotides double brin et hétéroduplex ont éte
préalablement purifiés sur gel de fagon & éliminer la radioactivité libre et les
oligonucléotides non appariés. Dans tous les cas, les oligonucléotides simple brin non
appariés étaient indétectables suggérant l'appariement complet des oligonucleotides en
présence et la stabilité des oligonucléotides appariés lors de la migration sur gel.

De facon générale, nos résultats indiquent que ZNF74 et Kid, ont une affinité pour
'ADN simple brin, double brin et héteroduplex avec une préférence pour I'ADN simple
brin. Il est d'autre part particuliérement frappant de constater que les affinités de ZNF74
et de Kid, pour chacun des oligonucléotides testés sont tout & fait comparables suggerant
que ces deux protéines KRAB & motifs multidoigt sont régies par des régles d'interaction
avec les acides nucléiques comparables. Aucune différence majeure n'a pu €tre observee,
d'autre part, en utilisant des préparations différentes de chacune des proteines ou des

préparations différentes de chacun des oligonucléotides marques.
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Dans ce mémoire, nous avons mis en évidence que la protéine KRAB & multidoigt
codée par ZNF74, un géne situé dans la région de délétion critique associée au syndrome
de DiGeorge, a non seulement une affinité pour 'ARN tel que démontré précédemment
(Grondin et al., 1996) mais aussi pour I'ADN. Alors que la majorit¢ des facteurs
transcriptionnels se lient & des séquences d'ADN double brin, aucune séquence spécifique
d'ADN double brin reconnue par ZNF74 n'a pu étre identifiée. Par contre, nos études ont
montré que ZNF74 reconnait I'ADN simple brin préférentiellement a ' ADN double brin
et hétéroduplex. Récemment, quelques facteurs transcriptionnels se liant & I'ADN simple
brin ont été caractérisés (Tomonaga and Levens, 1995, Duncan et al., 1996, Werter et al.,
1998) et certains d'entre eux jouent aussi un rdle de régulateur post-transcriptionnel grace
4 leur capacité de se lier  'ARN (Tomonaga and Levens, 1995, Grossman ef al., 1998).
Nous suggérons que ZNF74 puisse de fagon similaire fonctionner comme un double
régulateur de I'expression génique soit comme facteur transcriptionnel via son domaine
KRAB et sa liaison possible 4 I'ADN ainsi que, tel que proposé précédemment, comme
facteur de maturation de ' ARN via sa liaison 4 'ARN (Grondin ef al., 1996) et a la forme
hyperphosphorylée de 'ARN polymérase II au niveau de sites nucléaires riches en

facteurs d'épissage (Grondin et al., 1997).

1. SELECTION DE SEQUENCES DE LIAISON A L'ADN DOUBLE BRIN

Afin d'identifier des séquences reconnues par un facteur de transcription, il est
possible d'effectuer des sélections de sites in vitro en utilisant soit des banques

d'oligonucléotides dégénérés et soit des banques de fragments d'ADN génomique de
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faible taille (200-400pb).  Pour effectuer la sélection des séquences se liant
spécifiquement a des facteurs transcriptionnels d'intérét, plusieurs méthodes de
purification ont été utilisées soit la rétention sur résine d'affinité (Oliphant ez al., 1989,
Funabiki et al., 1994, Gong et al., 1994, Baron et al., 1995, Zweidler-McKay et al., 1996,
Li et al., 1997, Mai and Breeden, 1997) ou sur membrane de nitrocellulose (Swirnoff and
Milbrandt, 1995, Tang and Breitman, 1995), limmunoprécipitation (Pollock and
Treisman, 1990) ou le retardement sur gel (Mavrothalassitis et al., 1990, Morris et al.,
1994, Vortkamp et al., 1995, Harada et al, 1995, Tsai and Reed, 1998).
Comparativement a l'utilisation de banques de fragments d'ADN génomique, l'utilisation
de banques d'oligonucléotides dégénérés a comme principaux avantages 1) de limiter le
séquengage vu la petite taille des fragments utilisés ainsi que 2) de faciliter la recherche
d'un consensus. Cette méthode a permis par exemple d'identifier des séquences d'ADN
auxquelles se lient les protéines a motifs doigt de zinc Evi-1 (Funabiki et al., 1994),
MZF1 (Morris et al., 1994), NGF1-A (Swirnoff and Milbrandt, 1995), GLI3 (Vortkamp
et al., 1995), BCL6 (Baron et al., 1995), Gfi-1 (Zweidler-McKay ez al., 1996) et PLZF
(Li et al., 1997). L'utilisation des banques d'ADN génomique a, quant & elle, permis
l'identification des séquences d'ADN auxquelles se lient les protéines a motifs doigt de
zinc TFIIA (Kinzler and Vogelstein, 1989), GLI (Kinzler and Vogelstein, 1990), WT1
(Nakagama et al., 1995) et MOK2 (Arranz et al., 1997). Comme approche initiale, nous
avons choisi de tenter d'isoler des séquences spécifiques reconnues par ZNF74 par
sélection d'oligonucléotides dégénérés.

Par des études cristallographiques, il a été montré que la protéine Egrl a motifs

doigt de zinc de type Cys,His, (dont les trois motifs ont une structure similaire aux motifs
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doigt de zinc de ZNF74) est capable de reconnaitre un total de 9 pb consécutives
(Pavletich et Pabo, 1991). Cette reconnaissance se fait par insertion de I'hélice o de
chaque motif doigt de zinc dans le sillon majeur formé par trois nucléotides consécutifs,
chaque doigt de zinc reconnaissant ainsi 3 pb. La protéine ZNF74 possédant 12 doigts de
zinc, on serait 8 méme de penser que le site de liaison & 'ADN pourrait étre composé d'un
maximum de 36 nucléotides. Il est & noter cependant que les résultats de cristallographie
(Pavletich et Pabo, 1991) et de résonance magnétique nucléaire ainsi que 1'énonce de
régles stéréochimiques précises ont permis au groupe de Suzuki (Suzuki, 1993, Suzuki et
al., 1994) de proposer des régles empiriques permettant de prédire quels sont les motifs
d'une protéine & motifs Cys,His, qui sont capables de lier spécifiquement I'ADN.
LYinteraction spécifique des doigts de zinc avec I'ADN se ferait via les chaines latérales
des acides aminés de la région N-terminal de 1'hélice o soit en position —1 de I'hélice a,
+2, +3 et +6 (Figure 14). De plus, plusieurs liaisons non spécifiques obtenues par ponts
hydrogéne entre les acides aminés des positions —5, +7, +9 et +12 et les phosphates du
squelette de 'ADN semblent stabiliser l'interaction. L'analyse de la séquence primaire de
ZNF74 selon les régles de Suzuki révéle que seulement 7 des 12 doigts de zinc de ZNF74
(soient les doigts 1, 2, 4, 5, 7, 11 et 12) scraient susceptibles de se lier spécifiquement a
I'ADN (Figure 14).

Nous avons initialement décidé de tester une banque d'oligonucléotides dégénérés
de 16 pb (complexité de la banque 4'°) ce qui nous permettait d'avoir une bonne
représentativité de toutes les séquences. Nous réalisions cependant que des séquences de

16 nucléotides ne nous permettraient d'accommoder que la liaison potentielle de 5 motifs
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Figure 14. L’analyse stéréochimique des douze motifs Cys,His, de ZNF74 permet de
prédire lesquels sont probablement capables de lier spécifiquement ’ADN. Les
doublets conservés de Cystéine et d’Histidine des douze motifs Cys,His, de ZNF74
représentés en caractéres gras sont encadrés par des rectangles tandis que les acides
aminés hydrophobes conservés sont représentés en caractéres gras seulement. Les acides
aminés aux positions -1, +2, +3 et +6 ont été analysés en fonction de la grosseur de leurs
chaines latérales. Ceux qui respectent les regles stéréochimiques permettant une liaison
spécifique & I’ADN sont encadrés par un carré. La presence d’au moins 3 acides aminés
respectant ces régles dans un méme motif suggere que celui-ci peut lier spécifiquement

I’ADN.
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doigt de zinc de ZNF74 seulement. Cette étude ne nous a pas permis d'isoler une
séquence spécifique reconnue par ZNF74. Il est & noter que si le site consensus contenait
une séquence reconnue par l'enzyme de restriction Pst I, notre méthode de sélection ne
nous aurait pas permis d'identifier une telle séquence car les oligonucléotides sélectionnés
ont été digérés avec Pst I avant le clonage (section 3.3 de Matériel et Meéthodes).
Cependant, les sites consensus reconnus par les facteurs de transcription sont rarement
trés stricts dans leurs séquences. Il est donc peu probable que l'identification de
séquence(s) consensus ait été prévenue pour cette cause. Notre intention était d'utiliser
par la suite une librairie dégénérée plus complexe de 24 pb (complexité 4, Cette étude
n'a pas été entreprise en raison de la publication d'un article rapportant qu'il n'avait pas été
possible d'isoler une séquence spécifique d'ADN reconnue par la protéine KRAB a
multidoigt Kid, que nous utilisions notamment en paralléle avec ZNF74 dans nos essais
de sélection (Elser et al., 1997). Elser et collaborateurs (1997) rapportaient que des
études de sélection de site utilisant des librairies d'oligonucléotides dégénérés de 15, 35 et
75 pb n'avaient pas permis d'isoler une séquence spécifique d'ADN reconnue par Kid, (il
est 4 noter que toutes les séquences d'une banque de 35 et 75 pb ne peuvent étre
représentées lors de I'étape initiale de sélection compte tenu des quantités d'ADN de
départ utilisées). D'autre part, d'autres groupes nous ont mentionné leurs essais
infructueux lors d'expériences visant a isoler des séquences de liaison spécifique a I'ADN
reconnues par des protéines KRAB a multidoigt par sélection d'oligonucléotides
dégénérés ou de fragments d'ADN génomiques (E.J. Bellefroid, communication
personnelle).

Méme si a I'heure actuelle, la liaison spécifique 3 'ADN double brin n'a pu étre

démontrée pour aucune protéine KRAB & multidoigt, il n'est pas possible de conclure que



85

ZNF74, Kid, ou d'autres protéines de cette famille n'ont pas une affinité particulicre pour
des séquences spécifiques d'ADN double brin & linstar de la plupart des facteurs
transcriptionnels. Plusieurs raisons pourraient avoir prévenu l'identification de telles
séquences par les approches in vitro. On peut tout d'abord mentionner les limitations des
études de sélections d'oligonucléotides dégénérés pour des protéines qui pourraient
nécessiter une plate-forme relativement large (>24 nucléotides) pour une liaison a 'ADN
dépendante de la séquence. En effet, il n'est pas possible de tester, compte tenu de leur
complexité, des banques vraiment représentatives d'oligonucléotides dégénérés sur plus
de 20-21 positions. L'utilisation de fragments de 200-300 pb d'ADN représentatifs des
séquences présentent dans I'ADN génomique limite la complexité des banques mais rend
plus difficile la recherche de consensus. D'autre part, il faut mentionner que la stabilité
des interactions protéine/ADN peut étre affectée par plusieurs facteurs comme la
concentration ionique, la présence de magnésium et le pH. Les conditions optimales de
liaison d'une protéine a I'ADN ne pouvant étre déterminées sans connaitre & priori les
séquences cibles, on doit recourir  l'utilisation des tampons lors des étapes de liaison qui,
quoiqu'éventuellement sub-optimaux, permettent habituellement la liaison de la majorité
des facteurs transcriptionnels connus. Ces conditions peuvent cependant ne pas étre
favorables pour stabiliser certains complexes protéine/ADN. Par ailleurs, la majorité des
études incluant la nétre ont été réalisées en utilisant des protéines KRAB & multidoigt
synthétisées dans des bactéries sous forme de protéines de fusion. D'une part, le
repliement adéquat du large domaine multidoigt pourrait étre inefficace dans des
systémes bactériens et d'autre part l'interaction des protéines multidoigt avec I'ADN
pourrait dépendre de modifications post-traductionnelles uniquement possibles dans des

systémes eucaryotiques; la phosphorylation confére par exemple une meilleure liaison a
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'ADN au facteur de transcription Egr-1 (Huang ez al., 1994). L'utilisation de protéines
purifiées & partir d'extraits de cellules eucaryotes pourrait donc &tre suggéree. Enfin, il
n'est pas exclu que la liaison de ZNF74 a 'ADN puisse requérir la présence d'un cofacteur
qui permettrait de stabiliser son interaction avec I'ADN. L'addition d'extraits nucléaires
lors de la préparation des résines d'affinité pourrait permettre de reconstituer un potentiel
complexe actif ZNF74-cofacteur c'est & dire capable de lier 'ADN. A T'heure actuelle, on
ne peut éliminer la possibilité que ZNF74 puisse aussi réguler la transcription via son
domaine KRAB non pas en tant que protéine se liant & I'ADN mais en tant que co-
répresseur se liant & un facteur de transcription li€ lui-méme a I'ADN; ainsi par exemple
WT1, une protéine & quatre motifs Cys,His,, peut fonctionner dans certaines
circonstances comme un co-régulateur grice  son association au récepteur nucléaire
SF-1 lui-méme lié 4 I'ADN (Nachtigal et al., 1998).

Dans le futur, des approches in vivo pourraient étre envisagées pour identifier des
génes cibles et par la suite les séquences d'ADN double brin (mais aussi éventuellement
les séquences simple brin ou les structures spécifiques de I'ADN) auxquelles ZNF74
pourrait se lier. Deux approches sont envisageables soient: 1) I'immunopurification de
complexes protéine/ADN natifs préfixés a la paraformaldéhyde et le clonage des
séquences isolées par une méthode similaire a celle initialement décrite par Tomotsune ez
al. (1993) pour isoler les séquences de liaison 2 I'ADN de la protéine a homéobox hox C8
et 2) des études de co-transfection de ZNF74 avec un geéne rapporteur sous le contréle de
promoteurs susceptibles d'étre des cibles de ZNF74 car co-exprimeés dans les mémes
tissus que ce dernier chez I'embryon (exemples des cibles possibles co-exprimées durant

'embryogenése: Hox A3, dHAND, Pax 3, Shh, etc....).

2. LIAISON DE ZNF74 A L'ADN SIMPLE BRIN
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Par des études de retardement sur gel, nous avons mis en évidence que ZNF74
peut se lier 4 des oligonucléotides simple brin, double brin et hétéroduplex. Une Laison
préférentielle & des séquences aléatoires de I'ADN simple brin est de plus observée. La
plupart des facteurs transcriptionnels connus reconnaissent des séquences specifiques
d'ADN double brin mais n'ont pas d'affinité particuliére pour 'ADN simple brin.
L'affinité observable de ZNF74 pour I'ADN simple brin n'est sans doute pas surprenante
considérant le fait que cette protéine a aussi une affinité pour I'ARN monocaténaire tel
que démontré précédemment dans notre laboratoire (Grondin ez al., 1996). 1l est a noter
que Esler et al. (1997) ont rapporté récemment que Kid,, une autre proteine KRAB a
motifs multidoigt liait préférentiellement des ADN hétéroduplex de fagon indépendante
de la séquence alors que la liaison 2 'ADN simple brin semblait plus restreinte. De fagon
intriguante, nos résultats indiquent que ZNF74 aussi bien que Kid, semblent se lier plus
fortement 4 I'ADN simple brin qu'a 'ADN hétéroduplex. Nous ne pouvons expliquer
actuellement avec certitude l'origine de cette différence. Les conditions de liaison de
'ADN in vitro et de retardement sur gel étant trés comparables, il est possible que cette
différence soit attribuable au fait que nous ayons utilisé des protéines de fusion (MBP-
ZNF74 et MBP-Kid,) différentes de celles du groupe de Esler (GST-Kid,). Quoiqu'il en
soit, il est & noter que les conditions de liaison utilisées in vitro pouvant différer des
conditions in vivo, on ne peut conclure actuellement de fagon définitive sur le type de

séquences ou de structures d'ADN reconnues préférentiellement par ZNF74 in vivo.

Au cours des derniéres années, quelques protéines ont été caractérisées comme
des facteurs transcriptionnels se liant plus spécifiquement a I'ADN simple brin. Une

premiere protéine est PC4 ("Positive Cofacteur 4") (Werter et al, 1998). PC4 peut



88

réprimer la transcription en se liant de fagon indépendante de la séquence a 'ADN simple
brin. Cette liaison survient au niveau de promoteurs ayant subi une séparation des deux
brins d'ADN. Tl est & noter que PC4 a aussi été décrit comme un co-activateur de la
transcription dont la fonction de co-activation pourrait dépendre d'une interaction
préalable avec I'ADN double brin de fagon indépendante de la sequence. D'autre part, les
protéines hnRNP K ("heterogeneous Nuclear RibonucleoProtein K") (Takimoto et al.,
1993, Siomi et al., 1993, Tomonaga et al., 1995, Siomi et al., 1994) et FBP ("Far-
upstream Binding Protein") (Duncan ef al., 1994, Duncan et al., 1996, Bazar et al., 1995,
Michelotti e al., 1996) ont été décrites comme des protéines capables d'activer la
transcription du promoteur c-myc en se liant a des sequences spécifiques simple brin
présentes sur ce promoteur. De fagon intéressante, hnRNP K et FBP sont aussi capables
de lier 'ARN et semblent impliquées dans la maturation de I'ARN (Siomi et al., 1993,
Siomi et al., 1994, Grossman et al., 1998). 11 est actuellement possible de suggérer que
ZNF74 puisse fonctionner comme ce nouveau type de régulateur de I'expression génique
en se liant 2 'ADN simple brin et 2 'ARN. L'identification de séquences cibles in vivo de
ZNF74 devrait permettre de mieux comprendre la signification fonctionnelle de son
affinité pour I'ADN simple brin, double brin et hétéroduplex ainsi que pour I'ARN et de
déterminer si la liaison aux acides nucléiques est dépendente d'une séquence ou d'une

structure particuliere.

3. CONCLUSION
En conclusion, ZNF74 représente un régulateur de l'expression génique complexe
qui utilise un motif structural multifonctionnel, le motif multidoigt Cys,His,, ayant des

propriétés de liaison & 'ADN (ce mémoire), 'ARN (Grondin et al., 1996) et aux protéines
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(Grondin et al., 1997). Le domaine doigt de zinc est de plus responsable du ciblage au
noyau cellulaire ainsi qu'd la matrice nucléaire (Grondin et al., (1996) (1997)). La
contribution respective de chacun des douze doigts de zinc de ZNF74 a ces interactions
demeure a déterminer.

ZNF74 est une protéine de la famille KRAB Cys,His, qui pourrait jouer un role
durant l'embryogenése comme régulateur de la transcription tel que suggéré par la
présence du motif KRAB de répression et du motif multidoigt ayant une affinité pour
I'ADN et comme régulateur de la maturation de I'ARN tel que suggere par l'interaction
mise en évidence avec 'ARN et la forme hyperphosphorylée de 'ARN polymérase II qui
joue un role dans la maturation de I'ARN (addition de la coiffe, épissage, clivage et
addition de polyA). Des études récentes ont montré qu'un certain nombre de facteurs
ayant un rdle transcriptionnel (bicoid, WT1, FBP) ou post-transcriptionnel (hnRNP K)
initialement démontré auraient en fait un double réle soit a la fois transcriptionnel et post-
transcriptionnel (Dubneau et Struhl, 1996, Caricasole et al., 1996, Grossman et al., 1998,
Tomonaga et Levens 1995). 11 est possible que la dualité fonctionnelle de ces protéines
favorise une association étroite entre la transcription et la maturation des ARNm et donc
une meilleure intégration de ces deux mécanismes.

On estime actuellement qu'il y aurait de 100 a 300 protéines a motifs KRAB
Cys,His, encodées par le génome des mammiferes. Les résultats obtenus lors des études
de ZNF74 devraient ouvrir des voies pour tenter de mieux comprendre la fonction des
différents membres de cette grande famille qui partagent fort probablement des

caractéristiques communes avec ZNF74.
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Figure 1. Sélection d'oligonucléotides double brin par MBP-Kid, immobilisée sur
résine. Séquences sélectionnées pour la protéine Kid, lors de la premicre (A) et de la

deuxiéme expérience (B). Le brin b correspond au complémentaire inverse du brin a.
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Figure 2. Sélection d'oligonucléotides double brin par MBP immobilisée sur résine.
Séquences sélectionnées pour la protéine MBP lors de la premicre (A) et de la deuxieme

expérience (B). Le brin b correspond au complémentaire inverse du brin a.



A. Séquences sélectionnées par MBP

(premiére expérience)

B. Séquences sélectionnées par MBP

(deuxiéme expérience)

#1

5'- GAATCAAGATTTCTTT -3'
5'- AAAGAAATCTTGATTC -3'

#1

: 5'- CGCGGCAGTTGCAGTA -3
:5'- TACTGCAACTGCCGCG -3'

#2

5'- CTAGGACACAGTTTCC -3'
5'- GGAAACTGTGTCCTAG -3’

#2

1 5- TTTTAAATTGATAACC -3’
: 5'- GGTTATCAATTTAAAA -3

#3

5'- GTAAATAACATACGAC -3'
5- GTCGTATGTTATTTAC -3'

#3

:5'- CAGTGTATATACCAAC -3'
: 5'- GTTGGTATATACACTG -3'

#4

5- TCTTGGATTGAGTCCC -3'
5'- GGGACTCAATCCAAGA -3'

#4

. 5'- TCGTCGTAATAAGTTG -3'
: 5'- CAACTTATTACGACGA -3'

#5

5'- GTTCACCATTGCCATC -3
5- GATGGCAATGGTGAAC -3'

#5

: 5'- CCATCAGGTTGATATG -3'
: 5'- CATATCAACCTGATGG -3'

#6

5'- ATACACTAGCATAGTA -3’
5'- TACTATGCTAGTGTAT -3'

#6

:5- CTTTATTTATATTAAT -3
: 5'- ATTAATATAAATAAAG -3'

#7

5'- ATTCATCCAAGTATGA -3'
5- TCATACTTGGATGAAT -3'

#7

:5'- GCCTCAATTCCCTTGA -3'
. 5'- TCAAGGGAATTGAGGC -3'

#8

5- GCTTACAGGCGTGATA -3'
5- TATCACGCCTGTAAGC -3'

#8

. 5'- ATCGTAAACAGCTTTA -3'
: 5- TAAAGCTGTTTACGAT -3'

#9

5- CGTGTATCCATTGTTA -3
5- TAACAATGGATACACG -3

#9

1 5'- CATGTAGTATGAATAT -3'
: 5- ATATTCATACTACATG -3

#10

5- TTACCAAATTAATATC -3'
5'- GATATTAATTTGGTAA -3'

#10

:5'- CTATAACTCATGTTTT -3
. 5'- AAAACATGAGTTATAG -3

#11

5- ATTGCTGAGTCAACTG -3'
5'- CAGTTGACTCAGCAAT -3'

#11

: 5- TACCTGGAAAGGAGAA -3'
:5- TTCTCCTTTCCAGGTA -3'

#12

5- ATTGTTAAATAAATCG -3'
5'- CGATTTATTTAACAAT -3'

#12

:5- GCCTCAATTCCCTTGA -3
: 5= TCAAGGGAATTGAGGC -3

#13

5- AACTTGGAACACGGGA -3'
5-TCCCGTGTTCCAAGTT -3'

#13

1 5- ATATTATTATATTTTA -3
: 5- TAAAATATAATAATAT -3'

#14

5'- ACCAGATGGATATCGC -3
5- GCGATATCCATCTGGT -3'

#14

. 5'- CTAATTTACTGATAAT -3'
: 5- ATTATCAGTAAATTAG -3'

#15

5- CAATCGGATGTTTGGC -3
5- GCCAAACATCCGATTG -3'

#15

1 5- ATTTTGAAATTTCATT -3'
1 5- AATGAAATTTCAAAAT -3'

#16

5- GCTATGAACCTTTCAA -3'
5- TTGAAAGGTTCATAGC -3

#16

: 5'- CAACAGGAATCTTCAG -3'
: 5'- CTGAAGATTCCTGTTG -3'

#17

T plo 8|o ml|o el ol el e|g el e|g i el oo oo e|o ey e n

5'- ACTCTTTAGTTGGTCT -3'
5- AGACCAACTAAAGAGT -3'

#17

. 5'- CTCAAAAATTTAACGG -3
1 5- CCGTTAAATTTTTGAG -3'

#18

1 5- CGCGGCAGTTGCAGTA -3
: 5- TACTGCAACTGCCGCG -3'

#19

D'(DU"Q)U'SDU'NU'QJU'QJO’Q)U'NCTQ)O'NO'DJO'DJO'QJUND‘NU‘NU‘NU’NU‘N

. 5'- ATAGTTCCATTTTTTC -3'
: 5- GAAAAAATGGAACTAT -3'
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Figure 1. Fichier d'entrée du programme Gibbs. Ce fichier présente les séquences a
analyser par le programme Gibbs. Les séquences ont ét¢ entrées a l'aide d'un programme

de traitement de texte (pico).

>R1 #1 strand +:
TTATCCAGATGGGTGG
>R1 #1 strand -:
CCACCCATCTGGATAA
>R1 #2 strand +:
AGCTTATACATTTATA
>R1 #2 strand -:
TATAAATGTATAAGCT
>R1 #3 strand +:
GTATATACACATCTCA
>R1 #3 strand -:
TGAGATGTGTATATAC
>R1 #4 strand +:
GTAGGATGGGATTAAA
>R1 #4 strand -:
TTTAATCCCATCCTAC
>R1 #5 strand +:
ACGGCTTACATCTTTC
>R1 #5 strand -:
GAAAGATGTAAGCCGT
>R1 #6 strand +:
TGGGTCTGCACGATTA
>R1 #6 strand -:
TAATCGTGCAGACCCA
>R1 #7 strand +:
GGTAGGCATTGTCTCG
>R1 #7 strand -:
CGAGACAATGCCTACC
>R1 #8 strand +:
TGGACGCACGCGTAGA
>R1 #8 strand -:
TCTACGCGTGCGTCCA
>R1 #9 strand +:
CGATTCAAAGGGATTA
>R1 #9 strand -:
TAATCCCTTTGAATCG
>R1 #10 strand +:
CAGTAACGCTTTTTCA
>R1 #10 strand -:



TGAAAAAGCGTTACTG

>R1 #11 strand +:

AACGAATTGGATGGTA

>R1 #11 strand -:

TACCATCCAATTCGTT

>R1 #12 strand +:

GCTCGAGAATCAGCAA

>R1 #12 strand -:

TTGCTGATTCTGCAGC

XXIII
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Figure 2. Fichier de sortie du programme Gibbs. Ce fichier présente les séquences
alignées pour un consensus de taille prédéterminée de 6 bases.

terre{guevrem}110: gibbs melanierl.nlé -n

How many types of elements? 1

For element 1...
How long are the sites? 6
Do all seqgs have the same # of sites (Y/N)? y
How many sites in each seqg? 1

1 sites for each

#1 R1 #1 strand +:
#2 R1 #1 strand -:
#3 R1 #2 strand +:
#4 R1 #2 strand -:
#5 R1 #3 strand +:
#6 R1 #3 strand -:
#7 R1 #4 strand +:
#8 R1 #4 strand -:
#9 R1 #5 strand +:
#10 R1 #5 strand -:
#11 R1 #6 strand +:
#12 R1 #6 strand -:
#13 R1 #7 strand +:
#14 R1 #7 strand -:
#15 R1 #8 strand +:
#16 R1 #8 strand -:
#17 R1 #9 strand +:
#18 R1 #9 strand -:
#19 R1 #10 strand +:
#20 R1 #10 strand -:
#21 R1 #11 strand +:
#22 R1 #11 strand -:
#23 R1 #12 strand +:

#24 R1 #12 strand

running gibbs...

nconv = 500

* * l * *

* % 2 * *

* % 3 * *

[-] 2.25367 motif A cycle 6
* % 4 * %

* % 5 * %

* K 6 * K

* k 7 * K
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[-] 0.4044 motif A cycle 3

* * 8 * %
[=] 11.118 motif B eycle 7
* K 9 * K

[+] 0.316337 motif A cycle 15

* % 10 * k

20
MOTIF A
1-1 9 ttatccag ATGGGT gg 14
=1, 3 cc ACCCAT ctggataa 8
= 6 agctt ATACAT ttata 11
4-1 0 tataa ATGTAT aagct 11
5=1 7 gtatat ACACAT ctca 12
b=1 5 tgag ATGTGT atatac 10
=l 6 gtagg ATGGGA ttaaa 11
g-1 5 ttta ATCCCA tcctac 10
9-1 1 ACGGCT tacatctttc 6
10-1 11 gaaagatgta AGCCGT 16
11-1 6 tgggt CTGCAC gatta 1l
12-1 10 taatcgtgc AGACCC a 15
T8~ 4 ggt AGGCAT tgtctcg 9
14-1 8 cgagaca ATGCCT acc 13
15-1 4 tgg ACGCAC gcgtaga 9
16-1 4 tct ACGCGT gcgtcca 9
17-1 9 cgattcaa AGGGAT ta 14
18-1 3 ta ATCCCT ttgaatcg 8
19-1 5 cagt AACGCT ttttca 10
20-1 6 tgaaa AAGCGT tactg 11
2is=1 2 a ACGAAT tggatggta 7
22-1 5 tacc ATCCAA ttcgtt 10
23-1 2 g CTCGAG aatcagcaa 7
24-1 10 ttgctgatt CTGCAG c 15
5
POS A C G T
1 90 15 2 3
2 11 27 19 53
8 1531 61 =&
4 7 65 27 11
5 53 27 2F 3
6 15 15 11 70
non-

site 29 21 21 29

Complete log-likelihood ratio = 95| bits
Missing position information = 61 bits
Log-likelihood ratio statistic = 36 bits

Degrees of freedom = 18
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Information per parameter = 2 bits

Best Sites (std. dev. above mean)

1= 9 ttatccag ATGGGT dgg 14 (2.22)
2-1 3 cc ACCCAT ctggataa 8 (2.09)
3-1 o agctt ATACAT ttata 11 (3.03)
4-1 6 tataa ATGTAT aagct 11 (1.906)
5-1 7 gtatat ACACAT ctca 12 (1.506)
6-1 15 tgag ATGTGT atatac 10 (1.67)
7-1 6 gtagg ATGGGA ttaaa 11 (2.50)
8-1 5 ttta ATCCCA tcctac 10 (2.23)
9-1 1 ACGGCT tacatctttc 6 (2.24)
10-1 11 gaaagatgta AGCCGT 16 (1.73)
11-1 6 tgggt CTGCAC gatta 11 (2=5dy
12-1 10 taatcgtgc AGACCC a 15 (2.18)
13-1 4 ggt AGGCAT tgtctcg 9 (4.13)
14-1 8 cgagaca ATGCCT acc 13 (4.15)
NSRS | 8 tggacgc ACGCGT aga 13 (2.74)
16-1 4 tct ACGCGT gcgtcca 9 (3.12)
17-1 9 cgattcaa AGGGAT ta 14 (2.43)
18-1 3 ta ATCCCT ttgaatcg 8 (3.68)
19-1 6 cagta ACGCTT tttca 11 (1.94)
20-1 o tgaaa AAGCGT tactg 11 (3.37)
21-1 2 a ACGAAT tggatggta 7 (1.85)
2.2 = 5 tacc ATCCAA ttcgtt 10 (2.89)
23~1 11 gctcgagaat CAGCAA 16 (1.61)
24-1 10 ttgctgatt CTGCAG c 15 (3.88)
5
Total log-likelihood ratio = 36 bits

seed: 456653125
time: 1 seconds (0.02 minutes)
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